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Resumo

O céancer corresponde a um grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento
descontrolado e a propagacédo de células anormais. Sendo causado tanto por fatores
externos, quanto por fatores internos. Tumores cerebrais malignos estao entre 0s mais
temidos tipos de cancer, ndo apenas pelo seu mau progndstico, mas também por
causa das repercussOes diretas na qualidade de vida e fungdo cognitiva.
Glioblastomas (GBMs) séo o tipo mais maligno e frequente de astrocitomas primarios.
Cerca de 60% sao astrocitomas ou glioblastoma de todos os tumores cerebrais em
adultos. Apesar da variedade de terapias modernas contra GBM, ainda é um doenca
fatal com prognéstico extremamente escasso. O presente estudo tem como objetivo
o reconhecimento de genes mutados em células tumorais permitindo uma melhor
analise e descricdo das culturas celulares utilizadas na pesquisa em nosso
laboratorio, comparativamente aos padrbes de mutacdes indicados na literatura.
Foram analisadas variagbes na expressdo génica dos genes EGFR, AKT1 e mTOR,
além da mutacdo L858R no gene EGFR e H1047R no gene PIK3CA, comparando
com a expressao destas mutacbes em estudo com linhagens de glioblastomas a
outras linhagens tumorais, nao gliais, como a de tumor de mama e de cancer oral. As
analises moleculares dos genes foram realizadas através do PCR em tempo real e
PCR digital. Através das analises observamos a presenca da mutacdo de PIK3CA em
trés linhagens celulares e hiperexpressao do gene AKT1 em quatro linhagens do
nosso estudo. Em suma, 0os nossos resultados sugerem, de forma preliminar, a

heterogeneidade das linhagens utilizadas no nosso laboratorio.

Palavras-chave: Cancer, glioblastoma, gene EGFR e mutagdes.



ABSTRACT

Cancer corresponds to a group of diseases characterized by uncontrolled
growth and the spread of abnormal cells. Being caused by both external and internal
factors. Malignant brain tumors are among the most feared types of cancer, not only
because of their poor prognosis, but also because of the direct repercussions on quality
of life and cognitive function. Glioblastomas (GBMs) are the most malignant and
frequent type of primary astrocytomas. About 60% are astrocytomas or glioblastoma
of all brain tumors in adults. Despite the variety of modern therapies against GBM, it is
still a fatal disease with an extremely poor prognosis. The present study aims to
recognize mutated genes in tumor cells allowing a better analysis and description of
the cell cultures used in the research in our laboratory, compared to the mutation
patterns indicated in the literature. Variations in the gene expression of the EGFR,
AKT1 and mTOR genes were analyzed, in addition to the L858R mutation in the EGFR
and H1047R gene in the PIK3CA gene, comparing with the expression of these
mutations in a study with glioblastoma lines to other non-glial tumor lines, such as
breast tumor and oral cancer. Molecular analyzes of the genes were performed using
real-time PCR and digital PCR. Through the analyzes we observed the presence of
the PIK3CA mutation in three cell lines and hyperexpression of the AKT1 gene in four
lines of our study. In summary, our results suggest, in a preliminary way, the

heterogeneity of the strains used in our laboratory.

Keywords: Cancer, glioblastoma, EGFR gene and mutations.



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.

LISTA DE FIGURAS

CaracteristiCas dO CANCET .........eeeiiiiei i 15
Processo de metastase em um tumor maligno...........ccccceeeeeeeeeennnnnns 16
Oncogénese (ganho de fuNCAOD) .........uvvieiiieeeiiiieiee e, 17
Gene supressor (perda de fuNGA0) ..........ceevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 18
O gENE EGFR ... 19
Sinalizac&o do receptor do EGFR e vias relacionadas no céancer .... 20
GENE PIKBCA L. ittt e e e e e e e e e e 23
Neuroimagem de um glioblastoma ..., 27
Mecanismos de resisténcia em células de glioma................occuuueee. 29

Estrutura do gene EGFR ..........ooiiiiiiiiii e 36
Fotos das células de GBM, MC7F e SSC9 em cultura.................... 41
Gréfico em tempo real da célula GBM 11........cccccvvvvvvvviivvieeeinennn, 42
Gréfico RT-PCR da celula T98G ......ccvvvvvvveiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 42
Avaliacdo de mutacdes por Ddpcr na célula MCF7 ............ccc......... 43
Avaliacdo de mutacdes por Ddpcr na célula T98G...........cccceeeeee... 43
Avaliacdo de mutagbes por Ddpcr na célula GBM 11..................... 44
Imunocitoquimica do gene AKT ... 45
Imunocitoquimica do gene MTOR .........ooviiiiiiiiiiieeeiee e, 46

Grafico da expressédo do gene EGFR no RT-PCR com 0s novos

([T ToIF=T0 (o] (=1 TP T TR 47

Figura 20
Figura 21

. Gréfico da expressédo do gene AKT no RT-PCR ...........cceeeeieee. 48
. Gréfico da expressdo do mMTOR NO RT-PCR........cccccvciiiiiiieeeeeeenn, 48



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Classificagdo dos tumores do sitema nervoso central selecionados de

acordo com a Organizacao mundial de salde 2016 ...........cccovvviiiieeeeeeeeeiiiiiie e, 25
Quadro 2. Caracteristica das CEIUIAS .........coeeeiiiiii e 35
Quadro 3. Iniciadores para 0 gene EGFR.........ooooiiii 36
Quadro 4. Iniciadores para 0 gene AKT ... 36

Quadro 5. Iniciadores para 0 gene MTOR .......cooviiiiiiiiii e 37



AA
Akt / PKB
DNA
EGF
EGFRIII
EGRF
GBMs
HER-1
LMA
MGMT
Min
NOS
OMS
Pb

PI3K
PIK3CA

PTEN

RNA
RTK
SMD
SVs
T™MZ
TP53
TTFields
v-ErbB
Wt

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Aminoacidos

Proteina quinase B

Acido desoxirribonucléico

Fator de crescimento epidérmico

Fator de crescimento epidérmico de receptor variante 11l
Receptor do fator de crescimento epidérmico
Glioblastomas

Human Epidermal growth factor Receptor-1
Leucemia mieléide aguda
O(6)-Methylguanine-DNA Methyltransferase
Minuto

Not otherwise specified (ndo especificado)
Organizacdo Mundial de Saude

Pares de base

Fosfatidilinositol 3-quinases

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 3-quinase catalitica subunidade alfa

isoforma
Fosfatase homologa a Tensina (Phosphatase and Tensin
Homologue)

Acido ribonucleico

Receptor Tirosina Quinase
Sindromes mielodisplasicas
Variantes estruturais somaticas
Temozolomida adjuvante

Proteina de tumor 53

Terapia de campo elétrica alternada
Oncogene anélogo viral

Selvagem



Sumario

L. INEFOTUGED L.ttt 12
0 = T S 14
A 1= o PP 18
N R T P 18
7 | S 1 P 21
RGN €10 o] F= 13 o] 1 = U 23
2. JUSTITICALIVA .o 32
T @ o] 1= 4 Yo O SRPPPPPN 33
3.1 ODbjetivo PriNCIPAL........uuueiii e e e e eaanes 33
3.1.1 Objetivos eSPECITICOS:....cciiieiiiiiiiice e 33
4. Material @ MELOUOS ...oovviiiiiiiiiiiie 34
4.1 LIiNhagens CeIUIArES..........ccooiviiiiii e 34
4.2 Extracado, transcricdo reversa e quantificac@o...........cccccceeeeveeeeiieieeinnnnnnn. 35
4.3 Lista de iniciadores (PriMErS) .......cieeeeeeiieeiiiiie e ee e e e e e 35
A A DDPCR. ..ottt a e e e e 37
4.5 IMUNOCITOQUIMICA . ......oueiee ettt 37
4.6 PCR €M teMPO Al .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
4.6.1 Tagman para anélise de MUtaCaO0 ...........uueeeeeieeeeeiiiiieeee e 38
4.6.2 Analise de mutagdo do EGFR ..o 39
4.6.3 Sybr green para andlise de quantificacdo relativa de expresséo génica39
L =Y U ] = To Lo 1 SRR 40
0T g o 1T F={ o 1= SRR 53

Y (=] £ A 1oI b= T TP 54



12

1. INTRODUCAO

A compreensdo da etiologia dos tumores malignos, ainda ndo e totalmente
elucidadada apesar dos grandes avancgos realizados na pesquisa sobre o cancer nas
Gltimas décadas, provavelmente ter& como base o melhor conhecimento das
interacOes entre as diversas exposicOes ambientais e os fatores genéticos ligados a
suscetibilidade individual (WUNSCH et al., 2001).

O cancer é uma doenca genética e que as mutagcdes soméaticas de oncogenes
e genes supressores de tumor sdo os iniciadores do processo cancerigeno
(KARAKAS et al., 2006).

Os Ultimos anos testemunharam uma transformacdo notavel em nossa
compreenséo do desenvolvimento e classificacéo do glioma. E agora reconhecido que
os gliomas consistem em entidades patoldgicas clinicamente distintas, definidas
molecularmente, com diferentes entidades frequentemente distinguidas por mutacdes
somaticas em genes unicos. Esses subgrupos moleculares ndo sdo apenas
distinguiveis por sua biologia e associacbes com o resultado, mas muitos tém
caracteristicas clinicas altamente distintas, como idade, diagnostico, aparéncia
radiogréafica ou localiza¢do dentro do sistema nervoso central (TANAKA et al.,2019).

Os gliomas malignos, particularmente o glioblastoma multiforme (GBM), séo
responsaveis pela maioria dos tumores cerebrais altamente heterogénea com um
espectro de caracteristicas patolégicas que podem variar de paciente para paciente.
Sua incidéncia estd aumentando em todo o mundo e séo incuraveis. Embora seja
observada uma resposta transitoria a terapia, a recorréncia do tumor é inevitavel e
ocorre dentro do tecido que recebeu a terapia citotdéxica (BINDA et al.,, 2012;
CHESLER et al., 2012).

O GBM é o glioma maligno mais comum de todos os tumores cerebrais e
atualmente ainda faltam opg¢bGes de tratamento eficazes. GBM é frequentemente
acompanhado com superexpressdo e / ou mutagdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), que subsequentemente leva a ativacdo de muitas
vias de sinal a jusante, como fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K) / Akt / complexo mTOR
sensivel a rapamicina (mMTOR) (LI et al.,2016).

O GBM é mais comum em adultos e carrega um progndstico sombrio . Embora
0 uso de terapias direcionadas molecularmente seja comum em outros tumores

sélidos, o desenvolvimento destes agentes em GBM tem sido um desafio.
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Os obstaculos incluem heterogeneidade intratumoral marcada, redundancia de
vias de sinalizagéo que conduzem a proliferacéo de células tumorais e uma escassez
de drogas que penetram na barreira hematoencefalica (MAKHLIN et al., 2019).

O céancer de mama continua sendo um problema de saude publica em escala
global. Avaliacdo de potenciais alvos moleculares é agora importante no diagnéstico
primério. Inibidores da tirosina quinase e outras drogas com propriedades anti-
angiogénese estdo atualmente passando por investigacbes para poder ajudar no
tratamento (HARRIS et al., 1992).

O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CECP) € o sexto
cancer mais comum no mundo. E responsavel por 2,5% de todos os novos casos de
cancer e 1,9% de todas as mortes por cancer anualmente. Mais de 90% dos canceres
orais (que ocorrem na boca, labios e lingua) sdo carcinoma de células escamosas
oral. A taxa de incidéncia de cancer bucal varia amplamente em todo o
mundo. Pesquisadores relataram que esses comportamentos levam a variagoes
genéticas em genes supressores de tumor, proto-oncogenes, oncogene e genes que
controlam processos celulares normais. Para o desenvolvimento de opc¢des
preventivas e terapéuticas, é necessario compreender 0s mecanismos moleculares
basicos que forcam a tumorigénese oral (ALi et al., 2017).

Embora cientistas e médicos em todo o mundo tenham feito incontaveis
esforcos no passado para melhorar as terapias para pacientes, o tumor tende a se
espalhar rapidamente e retornar apos o tratamento, resultando em um surto mediano
(MUNOZ-HIDALGO et al.,2020).
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1.1 CANCER

O céancer corresponde a um grupo de doencas caracterizadas pelo
crescimento descontrolado e a disseminacaode células anormais. Se a propagacao
nao for controlada, pode resultar na morte do paciente. O cancer € causado tanto por
fatores externos (tabaco, produtos quimicos, radiacdo e organismos infecciosos)
quanto por fatores internos (mutacfes hereditarias, hormonais, condi¢cdes imunes e
mutacdes que ocorrem a partir do metabolismo). Estes fatores causais podem agir em
conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover a carcinogénese (GARCIA et al.,
2007).

De acordo com Hanahan e colaboradores no ano de 2000, o cancer tem como
caracteristicas: autossuficiéncia em sinais de crescimento, sensibilidade a sinais
antiproliferativos, evitando apoptose, ilimitado potencial replicativo, angiogénese
sustentada, invaséo de tecido e metastase (Figura 1) (Hallmarks | - HANAHAN et al,
2000). Depois de uma década, o mesmo grupo fez uma revisdo atualizada
(denominado Hallmarks Il - HANAHAN et al, 2011) adicionando duas caracteristicas
emergentes: reprogramacao do metabolismo energético, evitar a resposta imune e
duas caracteristicas facilitadoras: instabilidade e mutacdo do genoma e inflamacéo
promotora de tumores (FOUAD et al., 2017; HANAHAN et al., 2000 e HANAHAN et
al., 2011).

Entre essas seis marcas, a metastase (Figura 2) desempenha o papel mais
importante na determinacdo do destino de um paciente. Se cada malignidade
permanecesse em sua localizacdo inicial, a maioria dos canceres solidos poderia ser
tratada de forma eficaz com a cirurgia. A metastase ou a disseminac¢éo do cancer para
multiplos novos locais, no entanto, torna cada vez mais dificil rastrear e remover novas
colonias de células afetadas. Eventualmente o cancer pode tornar-se tdo grave que
nada pode ser feito para o paciente, aléem de reduzir a dor com a administracao de
farmacos para retardar a invasao (DIVOLI et al., 2011).

MutagBes somaticas acontecem no genoma de todas as células em diviséo,
tanto normais quanto neoplasicas (GREENMAN et al., 2007). Os tumores surgem
guando as células normais acumulam alteracdes suficientes para afetar os sistemas
normais de controle regulatorio. Estas alteragcdes geralmente incluem variantes
estruturais somaticas (SVs, do inglés structural variants) que sdo mudancas em larga

escala no genoma, variando de 50 nucleotideos até varias megabases de



comprimento. Os SVs podem ocorrer como um resultado do reparo incorreto da
guebra de fita dupla de DNA e sé&o tradicionalmente classificados em cinco tipos
diferentes: insercdes, delecdes, duplicacdes, inversdes e translocacbes (EWING et
al., 2018). Além das alteracdes causadas pelas mutacbes e SVs, outros tipos de
alteracbes podem ocorrer no genoma, como variagdo no numero de copias de
metilacdo de promotores, alteracdes em sitios relevantes para a transcricéo, splicing,
maturacéo do RNA ou eficiéncia de traducdo (DOMINGUEZ-VIGIL et al., 2018).

Figura 1. Caracteristicas do cancer
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Legenda: Esta ilustrag&o engloba as seis marcas registradas das caracteristicas do cancer. As marcas
do cancer sdo recursos que permitem o crescimento do tumor e a disseminacdo metastética
continuando a fornecer uma base sélida para a compreenséo da biologia do cancer

(Adaptado de HANAHAN, 2005; Lopes 2015).

O DNA nas células normais € continuamente danificado por mutagénicos de
origem tanto interna quanto externa, sendo a maior parte desses danos reparado. No
entanto, uma pequena fracdo pode ser convertida em mutacdes fixas e replicagao de
DNA em si tem uma baixa taxa de erro intrinseca. A compreensao das taxas de
mutac&o somatica em células humanas normais ainda € relativamente rudimentar. No
entanto, € provavel que as taxas de mutacdo de cada uma das varias classes
estruturais da alteracdo somatica difiram e que existem diferencas entre os tipos de
células (STRATTON et al.,2009).
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Figura 2. Processo de metastase em um tumor maligno
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Legenda:(A) Inicio da diferenciacdo celular no 6rgdo que possui a neoplasia original, (B) ocorre um
aumento descontrolado das células neoplasicas, ocasionando o comeco da proliferacdo celular, (C)
inicio da metastase provocando a separacdo de um conjunto de células, que possuem a capacidade
de migrar, (D) propagacdo dessas ceélulas para o interior de vasos sanguineos ou linfaticos,
percorrendo todo o corpo humano, (E) saida dos vasos sanguineos ou linfaticos, em direcdo a outros
orgéos e (F) Processo ciclico, com o reinicio de todo o ciclo, a partir da migragéo celular.(Adaptado de
LOPES et al., 2012).

O cancer resulta de mutagdes que perturbam os controles harmoniosos
gue regulam o crescimento e desenvolvimento celular normal. Essas mutagcdes
surgem em duas classes de genes em interagcéo: aqueles que facilitam o crescimento
celular e a formacdo de tumores, nos quais a mutacdo ou superexpressao é
oncogénica e aqueles que inibem esses processos que Sao 0S genes supressores de
tumores (SAGER, 1989).

As células tumorais séo proliferacées clonais que surgem devido a mutacdes
gue conferem vantagens de crescimento nas células. Os genes mutados que sdo
implicados no desenvolvimento do cancer sao conhecidos como ‘oncogenes’ e 'genes
supressores de tumores' (GREENMAN et al., 2007).

Alteracbes nos oncogenes e genes supressores de tumores, sao geralmente
eventos somaticos, embora haja uma pequena porcentagem de pessoas com cancer
nas quais a doenca se deve a um tipo diferente de mutagcdo, chamada mutacao
hereditaria ou familiar ou mutacdo da linhagem germinativa, porém, uma unica
mudanga genética raramente é suficiente para o desenvolvimento de um tumor
maligno (CROCE, 2008). A maioria das evidéncias aponta para um processo de varias
etapas de alteracdes sequenciais em Varios oncogenes e genes supressores de
tumores em células cancerigenas (CROCE, 2008). A formacédo de tumores surge
como consequéncia de alteragcdes no controle da proliferacéo e desordens celulares
nas interagbes entre as células e seus arredores que resultam em invasdo e
metéstase. Uma ruptura no relacionamento entre o aumento do niumero de células

resultante da divisédo celular e a retirada do ciclo celular devido a diferenciacéo ou



17

morte celular (apoptose) podem levar a disturbios no controle da proliferacao celular
(MARSHALL, 1991).

Oncogenes (Figura 3) codificam proteinas que controlam a proliferacao celular,
apoptose ou ambos. Eles podem ser ativados por alteracdes estruturais resultante de
mutacdo ou fusdo de genes, por justaposicdo ou por amplificacdo. Translocacfes e
mutacdes podem ocorrer como eventos iniciantes ou durante a progresséo do tumor,
enquanto que a amplificacdo geralmente ocorre durante a progressao (CROCE,
2008).

Figura 3. Oncogénese (ganho de funcao)
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Legenda: Sédo classificados como proto-oncogenes 0s genes que sdo criticos para o cancer. Os
oncogenes agem de forma dominante, o ganho de fungdo de uma mutagdo em uma cépia do proto -
oncogene pode fazer a célula se tornar cancerosa (Adaptado de Alberts et al., 2017).

Os genes supressores (Figura 4) de tumor séo alelos de genes do tipo
selvagem que desempenham papéis reguladores na proliferacdo, diferenciacdo e
outros processos celulares e sistémicos. Dois ou mais genes supressores diferentes
podem ser inativados no mesmo tumor ou em diferentes tipos de tumores (por
exemplo, pulmdo, mama e coélon). Os genes supressores ja identificados estédo
envolvidos no controle do ciclo celular, transducdo de sinal, angiogénese e
desenvolvimento, indicando que eles contribuem para uma ampla gama de fungdes
normais e relacionadas aos tumores (SAGER, 1989).

O diagnostico e o tratamento do cancer, incluindo avaliagdes clinicas e
patologicas cuidadosas, € o primeiro passo para a gestdo da doenca. Quando o
diagnéstico é confirmado, se torna necessario determinar o estagio do cancer, onde
as principais metas sao para ajudar na escolha da terapia, para determinar o

progndstico e para padronizar o projeto de protocolos de tratamento de pesquisa. As



principais modalidades de tratamento séao a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia,

podendo ser utilizados sozinhos ou em combinacdo (GARCIA et al., 2007).

Figura 4. Gene supressor (perda de funcéo)
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Legenda: Genes supressores de tumor normalmente atuam de maneira recessiva, ambas as cépias do
gene deve ser perdidos para induzir a célula ao cancer (Alberts et al., 2017).

O estudo completo do sequenciamento gendmico reforca a nossa impressao
de cada tumor como uma combinacdo Unica de mutacdes. O sequenciamento
gendmico completo, pode ser usado para identificar variagdes estruturais em tumores
comparando o padrédo de variacao estrutural no tecido tumoral com o observado em
células normais (EWING et al., 2018).

1.2 GENE

1.2.1 EGFR

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) pertence a familia
ErbB de receptores de tirosina quinases (RTKs) e exerce fungdes criticas em células
epiteliais. E freqiientemente mutada e / ou superexpressa em diferentes tipos de
cancer humanos e € o alvo de multiplos terapias cancerigenas atualmente adotadas
na pratica clinica. Estudos iniciais da via do EGFR comegcaram com a descoberta do
EGF em 1963 por Stanley Cohen e, mais tarde, na década de 1980, do gene EGFR.
Desde entdo, estudos bioquimicos, estruturais e genéticos descreveram mecanismos

moleculares subjacentes a transfosforilagcdo do receptor, que
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geralmente ocorre em resposta a estimulacdo do ligante e consequente ativacdo da
cascata de sinalizagao intracelular (SIGISMUND, 2018) (Figura 5).

A primeira molécula a ser ligada a oncogénese no glioblastoma foi o
EGFR. Durante o tempo das primeiras descricdes de oncogene, seu gene tornou-se
ligado a um oncogene viral - v-erb B. A amplificacdo macica desse gene foi encontrada
em glioblastomas e alteracdes somaticas no niumero de copias estdo presentes em
43% dos pacientes (WESTPHAL et al., 2017)

Figura 5. O gene EGFR
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Legenda:Transcricdo do gene EGFR com aproximadamente 200 kbp de DNA genbémico, expressa uma
proteina de 170 kDa constituida por 1186 aminoacidos dispostos em 28 exéns sendo composto por um
dominio extracelular (1-16), transmembranar (17) e intracelular (18-28) (Adaptado de SHARMA et
al.,2007).

O EGFR é um oncogene potente e o qual as neoplasias desenvolveram uma
maneira de aumentar a atividade desse gene. O EGFR pode ser modificado de varias
maneiras em diferentes graus de astrocitoma, especialmente glioblastoma (GBM) por
superexpressao, amplificacdo, mutantes de delec&o e outros. As alteracdes do EGFR
promovem proliferacdo, sobrevivéncia, angiogénese e invasdo. Assim, as alteracfes
podem impactar a gliogénese, mas sua relevancia clinica prognéstica, diagndstica e
terapéutica permanece controversa. Em GBMs, a amplificagdo de EGFR demonstrou
promover invasdo, proliferacdo e resisténcia a radioterapia e quimioterapia (SAADEH
et al., 2018).

Os canceres colorretais, de cabeca, pesco¢co e de pulmdo sdo totalmente
diferentes do que no GBM. Além das diferencas nos tecidos e acessibilidade
terapéutica associada, o0 EGFR também é molecularmente heterogéneo entre esses
céanceres. Mutagbes do EGFR no GBM ocorre dentro dos éxons que codificam o
dominio extracelular enquanto que mutacdes no gene EGFR no cancer de pulméo
ocorrem tipicamente no dominio cinase (ESKILSSON et al., 2018).

O fator de crescimento epidérmico (EGF), conhecido por HER-1 (Human

Epidermal growth factor Receptor-1) medeia numerosos processos essenciais nas



células epiteliais normais, incluindo proliferacéo, sobrevivéncia diferenciacao, adesao
e migracao (LEITE, 2012).

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é um receptor tirosina
guinase da membrana celular codificado por proto-oncogenes. O fator de crescimento
epidérmico (EGF), se acopla nos dominios extracelulares dos receptores e iniciam
uma cascata de sinalizagao intracelular, aumentando o potencial de proliferagao
celular, angiogénese e resisténcia a apoptose. A ativacao do EGFR também prejudica
a adesao célula-célula, por meio da desestabilizacdo dos complexos juncionais (E-
caderina, beta-catenina), o que contribui para a aquisicdo de motilidade e fenotipo
invasivo (Figura 6) (GOMES, et al., 2018).

Figura 6. Sinalizagéo do receptor do EGFR e vias relacionadas no cancer
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Legenda: llustragdo dos produtos génicos envolvidos na transferéncia de sinais do exterior da célula
para o nucleo mediado pelo EGFR. Sinalizagéo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
e vias relacionadas no cancer. llustracéo dos produtos génicos envolvidos na transferéncia de sinais
de fora da célula para o nucleo mediado por EGFR, principalmente por meio de PI3K, fosfatidilinositol
3-quinase (Adaptado de XU et al., 2017).

Além de ser um regulador critico dos processos celulares fisiol6gicos, a
sinalizacdo do EGFR tem um papel crucial no desenvolvimento e progressao de
muitos tipos de cancer, uma condicdo em que a homeostase celular normal é
subvertida. A transformacédo neoplasica induzida pelo EGFR pode ser desencadeada

pela amplificacdo génica e / ou superexpressdo de proteina mutacdes ou delegdes.



Desde entdo, numerosos estudos caracterizando o papel do EGFR no cancer foram
conduzidos (CALDIERI, 2018).

EGFR esta implicado na tumorigénese, assim como na inflamacéo, psoriase,
eczema e aterosclerose. Alteracdes e mutacdes do EGFR foram identificadas no
tecido canceroso, incluindo pulmao, cabeca, pesco¢o, mama, trato gastrointestinal e
cérebro, e devido a isso muitas pesquisas tém sido dedicadas a correlacionar

as alteracbes do EGFR com os resultados clinicos (SAADEH et al., 2018).

1.2.2 PIK3CA

As fosfatidilinositol 3-quinases (PI13Ks) sdo uma familia quinases lipidicas que
regulam a via de sinalizacéo envolvidas na proliferacéo celular, adeséo, sobrevivéncia
e motilidade através da fosforilacdo do anel inositol de fosfoinositideos, desta forma,
agindo como transdutores de sinal (GALLIA et al., 2006; SAMUELS et al., 2004,
Samuels, 2010). A via de PI3K é considerada como fator importante na tumorigénese,
pois mutacOes ativadoras na subunidade de PI3K (PIK3CA) foram identificadas em
um amplo espectro de tumores (Ligresti et al., 2009).

As PI3Ks sédo quinases heterodiméricas compostas por subunidades
variantes cataliticas e adaptadoras/regulatorias codificadas por genes separados e
por splicing alternativo. A familia PI3K é organizada em trés classes principais: classe
I, classe Il e classe lll. Varios subgrupos foram categorizados baseados na estrutura
primaria, especificidade do substrato e regulacdo (Karakas B et al., 2006).

A mutacdo no gene PIK3CA é clinicamente importante na maioria das
malignidades sdlidas. Essas muta¢cdes levam a hiperativacédo da atividade quinase da
via PI3K, promovendo uma proliferacdo celular desregulada, aumentam a invaséo
celular e as metastases. Essas mutac¢des tém implicacdes na eficacia no prognostico
dos canceres e no tratamento (ALQAHTANI et al., 2020; LIGRESTI et al., 2009).

A atividade de quinase de PI3K foi relatada pela primeira vez como associada
a oncoproteinas virais. A amplificacdo do PI3K, bem como dele¢Bes de sequéncias
curtas de nucleotideos, resulta em uma atividade lipidica-quinase elevada da p110,
uma subunidade catalitica de PISK (PIK3CA) em varios tipos de cancer funcionando
como um oncogene. O gene PIK3CA codifica a subunidade catalitica p110 da
fosfatidilinositol 3-quinase (P13K), sendo um gene de 34 kb localizado no cromossomo
3026.3 que consiste em 20 éxons que codificam 1068 aminoacidos que produzem



uma proteina de tamanho de 124 kDa (Figura 7) (GYMNOPOULOS, 2007; KARAKAS
et al., 2006; LIGRESTI et al., 2009).

A maioria das mutacdes, € mapeada para trés locais, E542 e E545 no dominio
helicoidal (éxon 9) e H1047 no dominio quinase (éxon 20). E542 e E545 séao
comumente alterados para lisina, enquanto H1047 é frequentemente substituido por
arginina (LIGRESTI et al., 2009).

PIK3CA codifica uma subunidade catalitica do fosfatidilinositol 3'-quinase
(PI3K), um componente da via PTEN-AKt, sugerindo assim mutacéo no PIK3CA como
um método alternativo para mutacdo na PTEN para desregular esse importante via no
glioma (MUELLER et al., 2005).

PIK3CA sofre mutagdo somatica em mais de 25% dos tumores de colorretais,
gastricos,mama e certos tumores cerebrais, sofrendo mutacdo em frequéncias
significativas em outros tipos de tumor. A partir dessas frequéncias de mutacao,
PIK3CA parece ser um dos oncogenes mais mutados ja identificados em céanceres
humanos (SAMUELS et al., 2005).

Segundo o estudo de HARTMANN et al., 2005, em uma grande escala de
analise mutacional de todos os principais genes PI3K em tumores de colorretal, cancer
gastrico, mama, pulmédo e GBM, foram identificadas mutacdes no gene PIK3CA, mas
em nenhum outro membro da familia. Neste estudo 85 de 396 tumores (22%) incluindo
4 de 15 GBM (27%) exibiram mutacdes PIK3CA. A maioria das mutacfes nesta série
de tumor esta agrupada em regifes dos éxons 1, 9 e 20, encontrando mutacdes
PIK3CA em apenas 5 dos tumores (5%). Em contraste com o GBM, amplificacao ou
superexpressdo de PIK3CA foi identificada em meduloblastoma, pulméo, cervical,
cabeca, carcinoma de pescoco e esofago (HARTMANN et al., 2005).

O estudo de SAMUELS et al., 2004 sugere que PIK3CA mutante provavelmente
funcione como um oncogene em humanos. Essa ideia é consistente com as alteragdes
relatadas dos membros da via PI3K particularmente a inativagdo do PTEN, cuja funcéo
€ reverter a fosforilagdo mediada por PI3Ks. Reduplicacdo ou amplificacdo do
cromossomo das regides somaticas contendo PIK3CA foram relatados em alguns
canceres humanos (SAMUELS et al., 2004).
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Figura 7. Gene PIK3CA
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Legenda: PIK3CA é um gene de 34 kb localizado no cromossomo 3q26.3 que consiste em 20 exons
gue codificam 1068 aminoacidos produzindo uma proteina de tamanho de 124 kDa composto por p110
uma subunidade catalitica de PI3K e seus dominios funcionais com as mutacdes somaticas mais
comuns, E542K, E545K e H1047R nos dominios helicoidais e quinases indicados (Adaptado de
KARAKAS et al., 2006).

O gene PIK3CA pode ser Util para diagnoéstico e propdésitos terapéutico. O
agrupamento de mutagcées com o PIK3CA poderia tornar um excelente marcador para
deteccao precoce de canceres ou para monitorar a progressao do tumor. (SAMUELS
et al.,2004).

Segundo TANAKA et al, 2019 também pode ser observado in vitro e in vivo a
mutacao do gene PIK3CA aumentando constitutivamente a atividade da via PI3K que
podem ser oncogénicas em varios modelos de cancer. Mutacdes somaticas
recorrentes em PIK3CA foram identificados respectivamente em 6 - 15 e 10% dos
glioblastomas, que foram acompanhados por sinalizacao PI3K ativada. No entanto, o
impacto clinico dessas muta¢des ndo é amplamente descrito no GBM (TANAKA et al.,
2019).

1.3 GLIOBLASTOMA

Tumores cerebrais malignos estdo entre os mais temidos tipos de cancer, ndo
apenas pelo seu mau prognostico, mas também por causa das repercussoes diretas
na qualidade vida e funcao cognitiva (OMURO et al., 2013).

Glioma é um termo geral usado para descrever tumores cerebrais primarios e
é classificado de acordo com sua célula de origem. Estes incluem tumores astrociticos
(astrocitoma, astrocitoma anaplasico e glioblastoma), oligodendrogliomas,
ependimomas e gliomas mistos (SCHWARTZBAUM et al., 2006). O glioblastoma
(GBM) é o tipo mais maligno e frequente de astrocitoma primério, sendo responsavel
por mais de 60% de todos os tumores cerebrais em adultos. Apesar da variedade de



terapias modernas contra GBM, ainda € uma doenca fatal com prognostico
extremamente pobre, onde os pacientes geralmente tém uma sobrevida mediana de
aproximadamente 14 a 15 meses a partir do diagnéstico (HANIF et al., 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude os GBMs dividem-se em (1)
glioblastoma, IDH-selvagem (cerca de 90% dos casos), que corresponde com maior
frequéncia ao glioblastoma primario ,de novo (ndo passa pela sequéncia de uma leséo
cancerizavel para o cancer) e predomina em pacientes com mais de 55 anos de idade;
(2) glioblastoma IDH-mutante (cerca de 10% dos casos), 0 que corresponde de perto
ao glioblastoma secundario com historia prévia de grau de glioma difuso e, de
preferéncia, surge em pacientes jovens e (3) glioblastoma, NOS(designacdes nao
especificadas de outra forma / NOS), um diagnostico que é reservado para aqueles
tumores para os quais a avaliagéo do IDH nao pode ser realizada (LOUIS et al., 2016)
(Quadrol).

Acredita-se que os tumores neste grupo heterogéneo surjam de células-
tronco neurogliais ou células progenitoras e sao classificados histologicamente em
astrocitomas, oligodendrogliomas, gliomas oligoastrociticos mistos ou ependimomas
com base em semelhancas morfolégicas com os tipos de células neurogliais
encontradas no cérebro normal A classificagdo posterior ocorre com base na
localizacdo (por exemplo, na ponte ou no nervo Optico), padrbes de diferenciacédo
caracteristicos (como pilocitico ou mixopapilar) e caracteristicas da anestesia
(incluindo alta atividade mit6tica, proliferagcdo microvascular ou necrose) (WELLER et
al., 2015).

Acredita-se que os tumores neste grupo heterogéneo surjam de células-
tronco neurogliais ou células progenitoras e sdo classificados histologicamente em
astrocitomas, oligodendrogliomas, gliomas oligoastrociticos mistos ou ependimomas
com base em semelhancas morfologicas com os tipos de células neurogliais
encontradas no cérebro normal A classificacdo posterior ocorre com base na
localizacdo (por exemplo, na ponte ou no nervo Optico), padrbes de diferenciacao
caracteristicos (como pilocitico ou mixopapilar) e caracteristicas da anestesia
(incluindo alta atividade mitdtica, proliferacdo microvascular ou necrose) (WELLER et
al.,2015).
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Quadro 1. Classificagdo dos tumores do sitema nervoso central selecionados de acordo com a
Organizagdo mundial de saude 2016

Classificacao dos tumores selecionados do SNC

Tumores astrociticos e olidendrogliais difusos

Astrocitoma difuso IDH mutante Il
Astrocitoma anaplasico IDH mutante 11
Glioblastoma IDH selvagem \Y%
Glioblastoma IDH mutante \Y%
Glioma difuso da linha média | H3K27M- mutante \Y
Oligodemdroglioma IDH - mutante e 1p/19g- codeletado Il
Oligodemdroglioma anaplasico | IDH - mutante e 1p/19g- codeletado | Il

Fonte: Adaptado de LOUIS et al., 2016.

Acredita-se que os tumores neste grupo heterogéneo surjam de células-
tronco neurogliais ou células progenitoras e sao classificados histologicamente em
astrocitomas, oligodendrogliomas, gliomas oligoastrociticos mistos ou ependimomas
com base em semelhancas morfolégicas com os tipos de células neurogliais
encontradas no cérebro normal A classificagdo posterior ocorre com base na
localizacdo (por exemplo, na ponte ou no nervo Optico), padrbes de diferenciacédo
caracteristicos (como pilocitico ou mixopapilar) e caracteristicas da anestesia
(incluindo alta atividade mit6tica, proliferagcdo microvascular ou necrose) (WELLER et
al., 2015).

A origem do GBM ainda € uma questao indefinida. Inicialmente foi sugerido
gue astroécitos, as Unicas células conhecidas por replicar no cérebro adulto, sofreriam
alteracdes oncogénicas e dariam origem ao GBM (GERALDO et al.; 2018). Outras
hipoteses sugerem que esses tumores podem derivar a partir de precursores, tais
como neuronal ou oligodendrdcitos de células progenitoras (GERALDO et al.; 2018).
A heterogeneidade celular do GBM torna extremamente dificil de identificar com
precisdo sua célula de origem. Embora essas sejam células de propagacdo de
tumores e ndo de iniciagdo tumoral, a sua presenca tem sido associada a
heterogeneidade desses tumores, jA que elas podem se dividir e diferenciar
assimetricamente e ser mais resistente a quimioterapia convencional (GERALDO et
al.; 2018).

Apesar da heterogeneidade genética dos tumores gliais individuais, alteracdes

moleculares comuns sao encontradas frequentemente em vias de transducao de sinal,



uma rede de comunicacdo de moléculas reguladoras no interior da célula, regulacéo
de processos celulares que contribuem para a homeostase normal e malignidade.
Estes processos celulares sdo regulados por varios fatores de crescimento, hormdnios
e citocinas (SATHORNSUMETEE et al., 2007).

O GBM ¢€ o tumor cerebral primario mais comum e maligno, caracterizado pela
presenca de necrose e / ou proliferagdo vascular e um infiltrado de neoplasia
astrocitica definido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como grau IV
(GOKDEN, 2017). Sao tumores astrociticos difusos apresentando atipia nuclear,
pleomorfismo celular e intensa atividade mitética associada a necrose e proliferacéo
microvascular (GERALDO et al., 2018).

Os GBMs primarios se apresentam como tumores completos, sem evidéncia
clinica, radiologica ou histopatologica de uma lesédo precursora menos maligna. Eles
também sdo chamados de GBM de novo, mas isso nao sugere uma transformacéo
em uma unica etapa; como outras neoplasias humanas, elas resultam da aquisicao
de mdltiplas alteracdes genéticas. Os GBMs secundarios desenvolvem-se lentamente
através da progressao do astrocitoma difuso de baixo grau (grau Il da OMS) ou
astrocitoma anaplasico (grau Il da OMS). O diagnéstico de GBM secundario requer
evidéncia clinica (neuroimagem) ou histolégica de uma evolu¢do de um astrocitoma
menos maligno. A separacdo do GBM primario e secundario, que evoluem através de
diferentes vias genéticas, podem afetar pacientes em diferentes idades. Essa
classificacdo € meramente conceitual, ndo sendo utilizada como termos diagnosticos
em grande parte porque esses subtipos sdo considerados histopatologicamente
indistinguiveis (OHGAKI et al., 2007; THAKKAR et al., 2014).

Os GBMs priméarios representam 80% dos GBMs e ocorrem em pacientes mais
velhos (média de idade de 62 anos). GBMs secundarios se desenvolvem a partir de
astrocitoma de baixo grau ou oligodendrogliomas e ocorrem em pacientes mais jovens
(idade média, 45 anos). S&o mais comumente localizados na regido supratentorial
(frontal, temporal, parietal e occipital), raramente s&o vistos no cerebelo, e sdo muito
raros na medula espinal (Figura 8) (THAKKAR et al., 2014).

Os gliomas comuns que afetam os hemisférios cerebrais de adultos séo
denominados gliomas difusos por causa da sua propensao para se infiltrar em todo o
cérebro. Esta natureza invasiva € uma das caracteristicas fundamentais dos gliomas
malignos e resulta na incapacidade de cirurgia para curar pacientes mesmo quando

estas lesdes surgem em areas em que a ampla resseccao cirargica é possivel. O
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GBM continua sendo um dos canceres mais fatais apesar das terapias ideais. Sao
altamente resistentes a radioterapia convencional e quimioterapia, e muitas vezes se
repetem de forma local, apesar da maxima resseccao cirurgica (CHENG et al., 2010;
MAHER et al., 2001). Os sintomas mais comuns para individuos com GBM s&o:
déficits neuroldgicos focais como: dores de cabeca e convulsées. Complicacdes como
confusdo, sonoléncia, disfagia e nausea também sdo frequentemente observadas
(SIZzO0O, 2010). Contudo, € importante salientar que 0s sintomas podem variar
dependendo da localizacdo do tumor no cérebro. Por exemplo, pacientes com GBM
disseminado para a medula espinhal apresentam sintomas neuroldgicos diferentes
daqueles observados em outros tumores cerebrais malignos (FAKHOURY et al.,
2015).

Figura 8. Neuroimagem de um glioblastoma

Legenda: Embora as caracteristicas de neuroimagem ndo sejam especificas, a imagem mostra uma
localizagdo superficial e demarcacao nitida, como visto nesta imagem de Ressonancia magnética.
Histologicamente, o GBM pode mostram uma borda discreta com o cérebro adjacente, muitas vezes
sugestivo de metastase (Adaptado de LOUIS et al., 2016).

Existem evidéncias de que as células-tronco que foram definidas como células
dentro do tumor possuem a capacidade de se auto-renovar e de causar linhagens
heterogéneas de células cancerigenas que compdem o tumor, podendo contribuir
para a resisténcia dos gliomas para o tratamento padrdo (Figura 9). A radioresisténcia
em células-tronco geralmente resulta preferencialmente na ativacdo da resposta a
danos no DNA, enquanto que os resultados de quimiorresisténcia em parte da
superexpressdo da MGMT(O(6)-Methylguanine-DNA Methyltransferase), a regulagéo
positiva dos genes de resisténcia a multiplas drogas e a inibicdo da apoptose.

Estratégias terapéuticas que efetivamente visam as células-tronco e superam sua



resisténcia ao tratamento serdo necessarias para que os gliomas malignos sejam
completamente erradicados (WEN et al., 2008; HU et al., 2012).

A terapia padrdo para pacientes recém-diagnosticados com GBM consiste
em: resseccdo cirargica + radioterapia cerebral padrdo ou hipofracionada +
temozolomida adjuvante (TMZ), mesmo para pacientes idosos. Apesar do
tratamento agressivo, praticamente todos 0s pacientes apresentam recidiva do tumor
(GERALDO et al., 2018).

Os regimes de tratamento atuais para o cancer mostraram beneficios de
sobrevivéncia limitados quando usados para 0 cancer em estagio mais avancado,
porque esses tratamentos visam principalmente o volume do tumor, mas ndo as
células-tronco do cancer. A maioria das terapias é direcionada para a massa tumoral
em rapido crescimento, mas ndo para as células-tronco tumorais que se dividem
lentamente (HU et al., 2012).

A disseminacdo rapida e extensa de células GBM dentro do cérebro impede
gue a resseccao cirargica seja eficaz. Além disso, a maioria das células infiltrantes é
dotada de atividade proliferativa limitada, o que explica em parte a ineficacia da
guimioterapia e radioterapia. A sobrevida média apds a resseccao cirdrgica sozinha é
de 6 meses com apenas técnicas neurocirdrgicas, quimioterapia e radioterapia. A
sobrevida média apds a resseccao cirargica sozinha é de 6 meses com apenas 7,5%
dos pacientes sobrevivendo 2 anos no pos-operatorio. A radioterapia adicional
prolonga a sobrevida média para 9 meses, enquanto a quimioterapia sistémica
fornece beneficios minimos de sobrevida (BINDA et al., 2012).

A segmentacdo de multiplas vias de sinalizacao, ou mesmo diferentes alvos na
mesma via da terapia de combinacdo podem aumentar a eficacia do tratamento. Uma
estratégia para determinar as combina¢gdes mais promissoras € importante, pois o
namero de combinacdes terapéuticas é ilimitado, mas o numero de pacientes com
gliomas malignos é muito limitado (SATHORNSUMETEE et al., 2007).

TMZ e outros agentes alquilantes (mecloretamina, ciclofosfamida, carmustina
e etc) modificam a posicdo O6 em guaninas formando assim lesdes criticas de DNA
que progridem para letais. Ligacdes cruzadas de DNA proibem a replicacado celular. A
enzima de reparo do DNA a MGMT é capaz de remover grupos alquilicos, introduzindo
a resisténcia ao tratamento com TMZ. No entanto, quando o promotor de MGMT &

metilado, MGMT n&o é transcrito e, por conseguinte, ndo é possivel
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reparar danos no DNA causados por TMZ, tornando TMZ mais eficientes (BLEEKER
et al., 2012; KATZUNG, 2017).

Figura 9. Mecanismos de resisténcia em células de glioma
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Células. Células oncogénicas
progenitoras progenitoras
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Legenda:Células-tronco neurais normais se auto-renovam e ddo origem as células progenitoras
multipotenciais que formam neurdnios, oligodendroglia e astrécitos. As células-tronco do glioma
surgem da transformacao de células-tronco neurais ou células progenitoras (vermelho) ou, menos
provavel, da diferenciacdo de um oligodendrécito ou astrécitos (setas vermelhas finas) e levar a
malignidade dos gliomas. As células-tronco de glioma sao relativamente resistentes ao tratamento
padrdao, como radiacdo e quimioterapia e levar ao novo crescimento do tumor ap6s o tratamento.
Terapias dirigidas a células-tronco podem esgotar essas células e potencialmente levar a uma
regressdo tumoral mais duradoura (azul) (Adaptado de WEN et al., 2008).
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De fato, as terapias convencionais contra o cancer tém como alvo as células
neoplasicas que estdo em grande parte em rapido crescimento, sugerindo que as
células-tronco cancerigenas podem sobreviver devido a sua alta resisténcia as drogas
e menor taxa de proliferacdo. Todas as terapias tradicionais contra o cancer, incluindo
cirurgia, terapia hormonal, terapia antiangiogénese e imunoterapia mostram uma falta
de eficacia em termos de resultados a longo prazo, devido a sua incapacidade de
atingir células-tronco cancerigenas e toxicidade devido a efeitos ndo especificos em
células normais (HU et al., 2012).

Véarios marcadores moleculares estdo associados a variacdes dos graus de
glioma. Todos os GBMs de grau 4, exibem heterogeneidade genética significativa e
subtipos tumorais com alteracdes genéticas existem dentro desta maior categoria
histolégica homogénea que leva a um progndéstico com significancia (THAKKAR et al.,
2014).

Estudos anteriores forneceram evidéncias de que GBMs primarios e
secundarios se desenvolvem por vias genéticas distintas. A superexpressao EGFR é
tipica de GBMs primarios, tendo uma mutacdo em PTEN e alteragdo no
cromossomol10. Alteracdes genéticas mais comuns em GBMs secundarios incluem
mutacdo em TP53 e alteracdo no cromossomol19q. Entretanto, até a identificacao
da mutacao IDH1 como marcador molecular do GBM secundario, os padrdes de
alteracdes genéticas, embora diferentes, ndo permitiram uma separacao precisa dos
2 subtipos. A mutacdo do gene IDH1 como um marcador molecular de GBM
secundario, € mais confiavel e objetivo do que critérios clinicos e / ou patolégicos
(OHGAKI et al, 2007; OHGAKI et al., 2013).

A via de EGFR / PTEN / Akt / mTOR é uma via de sinalizacdo chave no
desenvolvimento de GBMS primarios. A superexpressdo do EGFR ocorre em 40%
dos GBMs primarios, mas raramente em GBMs secundarios. A superexpressao do
EGFR também €& mais comum em GBMs primarios (60%) do que em GBMs
secundario (10%) (OHGAKI, 2007).

Em suma, GBMs priméarios e secundarios realizam alteragbes genéticas
diferentes. As mutacfes TP53 foram raramente encontradas em GBMs primarios, mas
ocorrem com uma incidéncia elevada em GBMs secundarios; a prevaléncia da
superexpressao do receptor de EGF (EGFR) é maior em GBMs primarios, porém mais
raramente em GBMs secundarias (OHGAKI et al., 2007).
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No estudo de MOLENAAR, Remco J. et al. (2014) concluiu que combinacdes
das mutacdes IDH1 e metilagdo MGMT supera as mutagdes IDH1 ou metilagdo MGMT
isoladamente na previséo de sobrevida de pacientes com GBM. Isso seria devido a
metilacdo do promotor do gene MGMT parecendo ser um fator preditivo para a
resposta de pacientes com GBM a temozolomida e radioterapia e, consequentemente,
a sua sobrevivéncia (MOLENAAR et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar das terapias intensivas, incluindo cirurgia, radioterapia e quimioterapia,
0 prognostico dos pacientes com glioma ainda permanece desfavoravel, uma vez que
a sobrevida média é de 14-16 meses para 0s pacientes com o subtipo mais agressivo,
GBM. Pesquisas focadas na identificacao de alteracdes genéticas implicadas no GBM
podem ajudar a definir subgrupos de pacientes com progndésticos diferentes e
respostas diferentes a tratamentos especificos.

O estudo de mutacfes nas células tumorais de GBM estabelecidas em nosso
laboratério ird ajudar nas nossas pesquisas, de forma a identificar o perfil mutacional
de genes relacionados aos GBMs que podem estar relacionados a resisténcia a
alguns tratamentos.

O cancer de mama continua sendo uma doenca comum em todo o mundo
cancer de mama continua sendo uma doenca comum em todo o mundo. O progndéstico
do cancer de mama inicial € geralmente favoravel. Portanto, o diagndstico precoce e
o0 inicio precoce do tratamento tem sido importante. Outra abordagem para manter a
doenca sob controle € a elucidacdo da funcdo molecular do cancer de mama
caracteristicas bioldgicas. A avaliacdo de potenciais alvos moleculares pode levar ao
diagnéstico precoce e direcionamento molecular tratamento.

O cancer oral € uma das doencas malignas mais comuns. Os primeiros estagios
da doenca, que tém um bom progndstico, geralmente sdo assintomaticos. Assim, a
maioria dos casos sdo diagnosticados em um estagio ja avancado caracterizado por
um mau prognastico e baixa sobrevida. Apesar dos avancos no diagndstico e terapia,
a incidéncia de recorréncia, local e distante metastases e as taxas de mortalidade

ainda permanecem altas.
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3. OBJETIVO
3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Reconhecer os genes mutados em células tumorais permitindo uma melhor
andlise e descricdo das culturas celulares utilizadas na pesquisa em nosso

laboratorio, comparativamente aos padrées de mutacdes indicados na literatura.

3.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Analisar a mutacdo H1047R do gene PIK3CA nas células utilizadas no estudo
atraves da técnica de DDPCR

e Avaliar a expressdo génica dos genes AKT1, mTOR e EGFR por PCR em
tempo real

e Comparar a expressdao destas mutacfes em estudo nos genes EGFR e
PIK3CA a outras linhagens tumorais, nédo gliais, como a de tumor de mama e

de cancer oral.
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4. MATERIAL E METODOS

FLUXOGRAMA

Crescimento em cultura de células das amostras

Amostras: GBM 02, GBIM 03, GBM 11, TO8G, GBM 95, MCF7, SSC8 e AMG

Imunocitoquimica dos genes AKT e mTOR sExtragac
para as amostras GBM 11, T98G e MCF7 sTranscrigao reversa (cDNA)
+Quantificagao
Ddper para a sonda P13k com todas as RT-PCR TaqéﬂgERpara 0s genes
amostras

RT- PCR Syber Green para os genes
EGFR, AKT e mTOR de todas as
amostras

RT-PCR para o gene EGFR com
todas as amostras

4.1 LINHAGENS CELULARES

As células que foram utilizadas no projeto sdo GBMs (CONEP 2340)
previamente caracterizadas em nosso laboratorio obtidas de pacientes e
denominadas GBM 095 (HUCFF- UFRJ), GBM 02 (HUCFF- UFRJ), GBM 03, GBM11
(HUCFF- UFRJ) e T98G, obtidas a partir do American Type Culture Collection (ATCC,
www.atcc.org), numero de catadlogo CRL-1690 (Quadro 1). Células gliais primaria

humana foram utilizadas como controle. As células fora descongeladas e propagadas



em cultura. As células foram cultivadas em meio DMEM F12 (Invitrogen, EUA)
suplementado com 10% de SFB (Invitrogen, EUA) e 50g/mL de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen, EUA). As células foram mantidas incubadas em
estufa com 5%/C0O2/37° C.

Quadro 2. Caracteristica das células

Célula Tipo Tratamento

GBM 95 Tumor de recidiva N&o

Astrocitoma grau Il evoluindo para

GBMO2 GBM (secundario) Nao

GBM 03 Recidiva de GBM primario Radioterapia

GBM 11 Recidiva me|oterarlg|CIai1()(tt::;rl1[)(i)§olam|da)+
T98G Obtida a partir do American Type

Culture Collection

4.2 EXTRACAO, TRANSCRICAO REVERSA E QUANTIFICACAO

O isolamento do RNA mensageiro foi realizado através do Maxwell® 16 Viral
Total Nucleic Acid Purification kit (Promega,EUA), utilizando a extracao automatizada
com Maxwell® 16 Instrument (Promega, EUA) de acordo com as instrucdes do
fabricante. ApOs a extracdo, as amostras foram submetidas a uma reacdo de
transcricdo reversa para a producdo do cDNA utilizando o High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, EUA) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Em seguida foi feita a quantificacdo do material extraido utilizando o
NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientifics).

4.3 LISTA DE INICIADORES (PRIMERS)

Os iniciadores para a regidao de ectodominio de EGFR (Figura 10) foram
desenhados a partir da sequéncia NM_005228.5 EGFR variante 1 retirada do

GenBank, utilizando o programa online Primer3Plus (Quadro 2).
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Os iniciadores para os genes AKT1 e mTOR (Quadro 3 e 4) foram desenhados

a partir das sequencias NM_005163.2 Homo sapiens AKT serine/threonine kinase 1

(AKT1), transcript variant 1 e NM_001386500.1 Homo sapiens mechanistic target of

rapamycin kinase (MTOR), transcript variant 2, respectivamente, também utilizando

como ferramenta o programa Primer3Plus.

Estes iniciadores foram utilizados para

PCR em tempo real utilizando o 2 - 22CT como método para andlise de expressao

génica.

Figura 10. Estrutura do gene EGFR
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Legenda: Estruturas correspondentes as alteragdes do gene e do transcrito do gene EGFR, sendo os

cDNAs sintetizados para analise de sequéncias (Adaptado de FREDERICK et al., 2000).

Quadro 3. Iniciadores para o gene EGFR

Iniciadores (nome) Sequéncia

EGFRECD1F 5" ACGAGTAACAAGCTCACGCA 3’
ECGRECD 1R 5" GGACATAACCAGCCACCTCC &
EGFRECD2F 5" CCAGGAGGTGGCTGGTTATG 3
EGFRECD 2R 5" CTGACTATGTCCCGCCACTG &
EGFR ECD3 F 5" GGTGCAGGAGAGGAGAACTG 3
EGFRECD 3R 5" GGCTTCGTCTCGGAATTTGC 3
EGFRECD4F 5" CTACAACCCCACCACGTACC &
EGFRECD4R 5" AGGCCCTTCGCACTTCTTAC &
EGFRECDS5F 5" GGCCGACAGCTATGAGATGG 3¢
EGFRECD5R 5CACTGATGGAGGTGCAGTTT &

Quadro 4. Iniciadores para o gene AKT

Primer AKT1 F

5' GGACAAGGACGGGCACATTA 3

Primer AKT1 R

5' CGACCGCACATCATCTCGTA 3

Produto
169 pb

261pb

174 pb

190 pb

164 pb
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Quadro 5. Iniciadores para o gene mTOR

Primer nMTOR F |5 CGATGGCCAGGGATCTCTTC 3
Primer mTORR |5 GGTCTGTGTGACTTCAGCGA 3

4.4 DDPCR

A metodologia de PCR digital, foi realizada no QX200 Droplet Digital PCR (Bio-
Rad Laboratories). A reagao apresentou volume final de 20uL constituindo de 10uL do
2X Supermix (Bio-Rad Laboratories), 1uL de sonda PIK3CA WT for p.H1047R e
PIK3CA p.H1047R, Human (Bio Rad, #1863133) e o cDNA. Os 20uL de reacao foram
colocados no cartucho para geracgao de goticulas utilizando as 8 canaletas e 70uL de
Oleo para geracgdo da gota foi adicionado a cada canaleta. Depois disso, o cartucho
sera conectado a um gerador de goticulas gerado aproximadamente 20.000 goticulas.
Apods o processamento, a emulsdo de goticula foi transferida para a placa contendo
96 pocos. A placa foi subsequentemente selada usando o selador de placa. A
amplificag&o da placa foi realizada utilizando o termociclador. A concentragéo absoluta
de cada amostra foi relatada automaticamente pelo software ddPCR, calculando a

propor¢ao das goticulas positivas sobre as goticulas totais.

4.5 IMUNOCITOQUIMICA

Para a analise de imunocitoquimica, 1 x 10* células em 300ul DMEM / F12
foram semeadas em laminulas colocadas em uma placa de 24 pocos. As laminulas
foram fixadas com PFA 4% em PBS por 15 minutos apdés atingir a confluéncia
desejavel. As células fixadas foram entéo lavadas com PBS a 1% e a permeabilizacéo
feita usando Triton X-100 a 0,1%. As laminulas foram ent&o incubadas em 5% de BSA
diluido em PBS por 30 minutos para minimizar a ligacdo nédo especifica. A incubacao
foi feita com anti-mTOR (sinalizag&o celular, 1:200, Cell Signaling Technology cat n°,
2983), anti-fosfo mTOR (sinalizagao celular, 1:50, Cell Signaling Technology cat n°
5536), anti-Akt (sinalizacdo celular, 1:400, Cell Signaling Technology cat n°® C67E7)
anti-fosfo Akt (sinalizacao celular, 1:400, Cell Signaling Technology cat n® D9E). As
células foram incubadas durante a noite a 4 ° C com anticorpos primarios, depois

lavadas novamente com PBS seguido de incubagcdocom anticorpos secundarios



conjugados com Alexa Fluor 546 (anti-coelho de cabra; 1:400) por 2 horas. As laminas
foram lavadas com PBS, coradas com DAPI, lavadas novamente com PBS e
montadas em laminas de vidro com agente antifading Fluoromount-G (Emsdiasum).
Os controles negativos foram corados apenas com anticorpos IgG de coelho. A
imagem foi realizada em microscopia de fluorescéncia avancada DMI8 (Leica
Microsystems, Alemanha). A intensidade de fluorescéncia de células individuais foi

analisada usando o software ImageJ (NIH, EUA).

4.6 PCR EM TEMPO REAL
4.6.1 TAQMAN PARA ANALISE DE MUTACAO

O iniciador utilizado para detec¢cdo da mutacdo L858R no gene EGFR foi o
PrimePCR Mutation Assay EGFR WT and p.L858R, Human (Bio Rad, EUA). Todas
as reagOes foram realizadas em microtubos de 0,2 mL, sob condi¢cdes de plena
assepsia, utilizando os reagentes descritos no quadro abaixo. A reacao foi feita em

triplicata, incluindo como calibrador a amigdala, utilizando 50 ng de cDNA.

MASTER MIX

Reagentes Quantidade em pl (01 reacéo)
TagMan® Master Mix 10
Primer mut 1
Primer wt 1
cDNA 9
Agua 9
Total 20

Misturas das reacdes para PCR em tempo real e concentrag@es finais dos reagentes

Logo apos o preparo da reacao foi colocado em cada microtubo 9 yL de cDNA
e 11 pyL do Master mix, em seguida os tubos foram colocados no termociclador (Veriti
96-well thermal cycler, 0.2ml / Applied Biosystems).

As condicfes utilizadas para a reacdo foram 60 °C durante 2 minutos, 95 °C

durante 10 minutos e 40 repeticbes de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto.
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4.6.2 Analise de mutacdo do EGFR

O método utiliza um sistema fluorescente em plataforma capaz de detectar a
luz oriunda da reacdo de amplificacdo com a utilizacdo da Tag DNA polimerase em
sondas marcadas com corantes fluorescentes (TagMan). Essas sondas, especificas
para 0 segmento génico cuja expressdo se deseja estudar, apresentam uma
substancia (fluoréforo na posicao 5' da sonda) capaz de absorver a energia luminosa
emitida pelo equipamento e dissipa-la na forma de luz e calor, em comprimento de
onda, porém na sua posi¢ao nativa, toda a luz emitida por esse fluoréforo é absorvida
por substancia (quencher) presente na extremidade 3' da sonda. Como resultado,
essa sonda sera degradada e o fluoroéforo ficara distante do quencher que agora ndo
mais sera capaz de absorver a luz emitida. O equipamento utiliza uma fonte de luz
capaz de excitar o fluorocromo envolvido na reacdo. A fluorescéncia eventualmente
produzida pela amostra € detectada pelo sistema e o momento da reacédo de PCR em
que a fluorescéncia determinada € denominada de CT ou CP (threshold cycle,
crossing point). Quando ha hibridizacdo da sonda suficiente € clivada pela Taq
Polimerase, a intensidade da fluorescéncia do repérter aumenta, permitindo a
deteccdo da fluorescéncia gerando o plot de amplificacdo, que na sua fase
exponencial ultrapassa o limiar de deteccao Ct (Cycle). Nos ciclos iniciais da PCR, ha
uma pequena alteragdo no sinal de fluorescéncia, isso define o Baseline para o grafico
de amplificacdo, um aumento na fluorescéncia acima do Baseline indica a deteccéo
de alvo acumulado. Um threshold de fluorescéncia fixa pode ser ajustado acima do
Baseline. O parametro CT (ciclo threshold) é definido como o ciclo no qual a
fluorescéncia ultrapassa o threshold.

4.6.3 SYBR GREEN PARA ANALISE DE QUANTIFICACAO RELATIVA DE
EXPRESSAO GENICA

Para avaliar a expressao génica foi utilizado o Sybr Green, a sequéncia de
primers utilizada foi desenhada pelo programa online Primer3Plus, sendo descrita na
lista de iniciadores acima (tabelas 1, 2 e 3). A reacéao foi feita em triplicata, incluindo

controle negativo, utilizando 50 ng de cDNA. A linhagem proveniente da amigdala



cerebral foi utilizada como controle e como normalizador o GAPDH. Os reagentes

utilizados foram descritos abaixo:

MASTER MIX
Quantidade em pl (01
Reagentes reacao)
SyberGreen 7,5
Primer wt 0,6
Primer mut 0,6
cDNA 1
Total 15

As condicdes utilizadas para a reacao foram 95 °C durante 10 minutos, 95 °C
durante 15 segundos, 60 °C durante 1 minutos e 39 repeticbes de 65 °C por 5
segundos e 95 °C por 5 minuto.

Para a nossa analise dos dados utilizamos método de quantificacao relativa CT
comparativa 2 22 CT  onde permite fazer a avaliacdo do nivel de expresséo da amostra
e de um controle enddgeno. O ciclo de limiar (CT) é o ciclo no qual o nivel de
fluorescéncia atinge um determinado valor (o limiar). Este método usa diretamente
as informacdes de CT geradas a partir de um sistema gPCR para calcular a expressao
relativa do gene em amostras alvo e de referéncia, usando um gene de referéncia

como o normalizador.

5. Resultados:

Inicialmente foram tiradas fotos das células GBM03, GBM11, T98G, MCF7 e
SSC9 crescidas em cultura, por microscopia de luz Optica através do microscopio
invertido modelo Leica DMil, com a objetiva de 40x (figura 11), de forma apenas
ilustrativa, ndo obtendo nenhuma relagdo com a descri¢éo dos resultados.

A fim de analisar mutacdes no gene EGFR, foi realizada a reacédo de RT-PCR
nas amostras de GBMs 95, T98G, 02, 03 e 11, sendo realizada duas reacobes
independentes, uma contendo iniciadores e sonda para o gene selvagem (WT) e outra
para a mutacao especifica, no caso de EGFR, a mutacao L858R. Nao foi observada
amplificacdo tanto de WT quanto mutados nas linhagens de GBMs 95, 02 e 03.
Gréficos das curvas de amplificacdo gerada pelo CFX96 Real Time System (Figuras
12 e 13).
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Figura 11. Fotos das células de GBM, MC7F e SSC9 em cultura

Legenda: (A) Corresponde as células de GBM 03 possui o crescimento rapido; (B) Células de GBM 11
possui 0 crescimento lento; (C) Células de GBM T98G possui o crescimento rapido, (D) Células de
mama MCF7 possui o crescimento lento tem o aspecto arredondado crescendo em grumos e (E)
Células de cancer oral SSC9 possui o crescimento lento. As células apresentam diferentes morfologias.
Barra 200 um
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Figura 12. Grafico em tempo real da célula GBM 11
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Gréficos 1: Curva de amplificacdo de RT-PCR para o gene humano EGFR tipo selvagem na amostra
de GBM 11, fazendo o monitoramento da fluorescéncia que mostra quantidade de ciclos para a
amplificagdo em tempo real.

Figura 13. Grafico RT-PCR da célula T98G
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Gréficos 2: Curva de amplificacdo de RT-PCR para o gene humano EGFR tipo selvagem na
amostra T98G, fazendo o monitoramento da fluorescéncia que mostra quantidade de ciclos para
a amplificacdo em tempo real.

Os gréficos 1 e 2 mostram o plot de amplificacdo do gene EGFR para as células
GBM 11 e T98G. Foi observado amplificacdo apenas nas amostras selvagens, nao
sendo observada nenhuma mutacao por esta metodologia. Realizamos a técnica de
ddPCR com a sonda para PIK3CA H1047R de forma a tentar observar a possibilidade
de mutacdes nessas células para esse gene. Na técnica de ddPCR nas células T98G
e MCF7 e GBM11(Figuras 14, 15 e 16) apresentaram populagdes selvagem em verde
e mistas em laranja. Na célula GBM 11 foi observado uma pequena mutacéo isolada
podendo ser identificada em azul (Figura 16) para o gene PIK3CA.
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Figura 14. Avaliacdo de muta¢des por Ddpcr na célula MCF7
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Legenda: Representacao grafica do resultado do PCR digital da amostra de cancer de mama MCF7. O
traco na cor rosa representa o limite entre a populacdo de gotas positivas e negativas. A regido em
cinza representa a populacéo controle, a regido em verde a populacéo selvagem e a regido em laranja

a populagdo mista.

Figura 15. Avaliacdo de mutacdes por Ddpcr na célula T98G
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Legenda: Representacdo gréfica do resultado do PCR digital da amostra T98G. O tra¢o na cor rosa
representa o limite entre a populacdo de gotas positivas e negativas. A regido em cinza representa a
populacéo controle, a regido em verde a populacdo selvagem e a regido em laranja a populacdo mista

(mutado e selvagem).
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Figura 16. Avaliacdo de mutacdes por Ddpcr na célula GBM 11
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Legenda: Representacédo grafica do resultado do PCR digital da amostra GBM11. O trago na cor rosa
representa o limite entre a populacdo de gotas positivas e negativas. A regido em cinza representa a
populacdo controle, a regido em verde populacdo selvagem, regido em laranja a populacdo mista

(selvagem e mutada) e a regido em azul populagdo mutada.

Das amostras que foram feitas a técnica de Ddpcr digital, as amostras T98G,
GBM11 e MCF7 apresentaram mutacdo para o gene PIK3CA. Diante desses
resultados partimos para 0s proximos experimentos.

Devido a isso resolvemos fazer a imunocitoquimica dessas células com
anticorpos para proteinas que estdo envolvidas na via de PIK3CA, como AKT1 e

MTOR conforme demonstrado abaixo (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Imunocitoquimica do gene AKT

Legenda:Expressdo de Akt / Phos Akt em células de cancer de mama humano MCF-7 e GMBs T98G
e GBM 11 usando a andlise de imunocitoquimica mostrando a expressao citoplasmética e nuclear de
anticorpos Akt / Phos Akt. As células T98G e GBM 11 apresentam imunocoloracao positiva para Akt /

Phos Akt, j& a MCF7 apresentou uma coloracdo mais fraca. Barra: 50 pm.
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Figura 18. Imunocitoquimica do gene mTOR

T98G GBM11 MCF-7

Legenda: Expressao de mTOR / Phos mTOR em células de cancer de mama humano MCF-7 e gbms
T98G e GBM 11 usando a analise de imunocitoquimica mostrando a expressédo citoplasmatica e
nuclear de anticorpos mTOR / Phos mMTOR. As células T98G e GBM 11 apresentam imunocoloragéo

positiva para todas as amostras mMTOR / Phos mTOR. Barra: 50 um.

Através da analise das imunocitoquimicas das amostras T98G, GBM11 e MCF7
(Figuras 17 e 18) para AKT/Phos AKT, sugerimos que as células de mama se
mostraram menos expressa e para mTOR/ Phos mTOR todas as células se mostraram

bastantes expressas.
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Inicialmente iniciadores primers foram desenhados para o sequenciamento de
forma a observar mutacdo do gene EGFR, ndo sendo possivel seguir com o
sequenciamento, entdo resolvemos desenhar novos iniciadores de forma a verificar a
expressao génica.

Em seguida fizemos o PCR em tempo real Sybr Green com 0S novos
iniciadores desenhados da regido do ectodominio do gene EGFR, também para o
gene AKT e mTOR de forma a verificar a superexpressao dessas células seriam

compativeis como os resultados encontrados para PIK3CA.

Figura 19. Gréfico da expresséo do gene EGFR no PCR em tempo real com o0s novos iniciadores
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Legenda: Analise da expressao do gene EGFR nas células de gbm, MCF7 e SCC9.

Foi realizado o PCR em tempo real com os iniciadores para EGFR e GAPDH
de forma a comparar se haveria uma superexpressao (Figura 19), utilizando a
linhagem AMG (amigdala cerebral) como controle. Como pode ser analisado quase
todas as células mostraram valores de fold change abaixo de 2, sendo 1 nossa

referéncia. Nenhuma célula apresentou hiperexpresséo para esse gene.
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Figura 20. Gréfico da expressao do gene AKT no PCR em tempo real
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Legenda: Analise da expresséo do AKT1 nas células de GBMs, SCC9 e MCF7. As barras representam

0 +/- desvio padréo.

As células GBM11, T98G e MCF7 se mostraram menos expressas do que
amigdala para o gene AKT1, um dos genes envolvidos na via de PIK3CA (Figura 20).
Porém, observamos que as células GBM02 -; GBMO03 -; GBM95 - e SCC9 -,
apresentando valores de fold change de 3,4; 3,6; 3,0 e 2,3 respectivamente,

mostraram hiperexpressdo em relagdo ao controle (amigdala).

Figura 21. Grafico da expressdo do mTOR no RT- PCR
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Legenda: Analise da expressdo do MTOR nas células de GBMs e SCC9. As barras representam a

média +/- desvio padréo.
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As células para mTOR néo se mostraram hiperexpressas em relacdo ao gene

de controle a amigdala (Figura 21).

6. DISCUSSAO

Um dos maiores desafios no tratamento do cancer é o tumor cerebral GBM
sendo bastante agressivo, mesmo com os avanc¢os da medicina, o prognéstico para
0s pacientes com GBM ainda é bastante debilitado devido a resisténcia terapéutica e
a recorréncia tumoral apds a remocao cirdrgica, dessa forma apresentando sobrevida
curta, cerca de 15 meses. Novas vias moleculares importantes estdo sendo
associadas a patogénese, biologia e abordagem terapéutica dos GBMs, entre elas 0s
RTKs e PI3K (Cury, 2016).

A descoberta de novos biomarcadores de uso potencial no diagnostico e no
tratamento sdo importantes. A expressao génica de gliomas se correlaciona melhor
com a sobrevivéncia do que com a classificacdo histologica, a identificacdo de
marcadores moleculares associados a progressao do tumor, grau do tumor e
sobrevida do paciente usando métodos de alto rendimento, a fim de compreender a
biologia complexa que regula o crescimento do tumor, a transformacdo maligna e a
acessibilidade terapéutica dos gliomas se faz necessario (ROHN et al., 2018).

Vérios estudos relataram a identificacdo do EGFR em rearranjos genéticos e/ou
alteracdes da proteina EGFR em GBMs. As mutacdes de EGFR parecem ocorrer em
tumores que abrigam e expressam genes de tipos selvagens e proteinas, a presenca
das quais pode obscurecer a deteccdo de mutantes (FREDERICK, 2000).

O papel do EGFR na oncogénese é particularmente convincente no GBM, o
mais agressivo tumor cerebral humano com uma sobrevivéncia de dois anos inferior
a 5% apesar da cirurgia, radiacdo e quimioterapia. Estudos anteriores mostram que
aproximadamente 40% dos GBMs mostram amplificacdo do gene EGFR. Talvez a
prova mais forte para um papel do gene EGFR na biologia do GBM deriva de ensaios
clinicos em que 15% a 20% dos doentes com GBMs experimentaram regressao
tumoral significativa em resposta a pequena molécula inibidores da quinase EGFR
(LEE et al., 2006; TAYLOR et al., 2012).

Receptor tirosina quinase, EGFR ¢é frequentemente demonstrado que é

geneticamente alterado em canceres humanos. O EGFR, € encontrado para ser



50

superexpresso no cancer de mamaem ~ 10 - 30% dos pacientes e associada a baixa
sobrevida. A mutacdo do gene EGFR resulta na superexpressao desse gene e suas
mutacOes sdo frequentemente encontradas em céanceres humanos. Mutacdées no
EGFR sdo mais frequentemente relatadas em ~ 25% a 82% dos canceres colorretais,
~ 30 - 50% GBMse em 5% - 20% em cancer de pulmao de células ndo pequenas, etc
(MURUGAN et al., 2019).

EGFR é amplificado em cerca de 36% das amostras de glioma. Embora EGFR
seja 0 oncogene mutado mais comumente encontrado em amostras de GBMs, outros
RTKs também podem ser amplificados em GBMs. As mutacdes ativadoras no préprio
AKT séao muito raras em gliomas e outros tipos de cancer. Ainda n&o foi determinado
se existem mutacOes ativadoras de AKT em células de glioma (AMCDOWELL et al.,
2011).

Embora em outros estudos os GBMs demonstraram amplificacdo no gene
EGFR, no nosso estudo onde foi analisado 8 amostras e 1 controle, ndo foi possivel
observar essa amplificagdo. No nosso estudo comparativo do gene EGFR e GAPDH
nao sendo observado uma hiperexpressdo. As outras amostras de célula néo
apresentaram essa hiperexpressdo ficando com os valores abaixo da amigdala
mediante a essa observacao SSC9 - 0.4; GBM 03 - 0.8; GBM 11- 0.3; GBM 95 - 0.2;
T98G - 0.4 e MCF7- 0.

A ativacdo de mutacBes somaticas de outros oncogenes (EGFR, KRAS, HRAS,
NRAF, BRAF, AKT1 e assim por diante) envolvidas em eventos moleculares a jusante
da ativacdo de RKT e frequentemente observados em outros canceres sendo raros
no cancer de mama (CIZKOVA et al., 2012).

O gene EGFR foi identificado, como sendo um dos principais contribuintes para
a proliferacéo, imortalizagdo e metéstase de células tumorais na tumorigénese oral. A
rede de interacdo entre esses oncogenes entre eles o EGFR, foi associada a varias
vias oncogénicas que sdo a sinalizacdo PI3 quinase / Akt, sinalizacdo NF-kB,
sinalizacdo de controle do ciclo celular e crescimento e diferenciagdo nasvias de
sinalizacdo MAPK / Erk. No geral, essas vias oncogénicas regulam-se de forma
cruzada e sao reguladas pela fosforilacdo de EGFR, ERK e Akt, formando uma rede
importante que aumenta as atividades das células tumorais, como a evasdo do
apoptose (ZHU et al., 2017).

Normalmente os genes que regulam as funcdes celulares basicas devam ser

guase invariaveis entre as diferentes amostras, mesmo assim o0s niveis de
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expressdo de possiveis genes de referéncia podem variar em um conjunto de
amostras como resultado de transformacgéo patoldgica ou tratamento experimental,
por exemplo (AITHAL et al., 2015; GRUBE et al., 2015).

O gene de referéncia se mostrou variado quando comparado com AKT para as
células GBM11 e T98G. Para corroborar nossos resultados, como perspectiva
utilizaremos outro gene de referéncia.

Mutacdes ativadoras no gene PIK3CA sé&o observadas em 6 -15% dosGBMs,
embora ndo seja amplamente descrita. As mutacdes ativadoras de PIK3CA séo
associado a recorréncia precoce e mau prognostico em GBM (TANAKA et al., 2019).

O oncogene PIK3CA é o gene mutado com maior frequéncia nos canceres de
mama humanos; mutacdes sao observadas em 20% a 40% dos casos. A mutagao é
um evento precoce no cancer de mama e € mais provavel que desempenhe um papel
na iniciacdo do tumor do que na progressao invasiva (CIZKOVA et al., 2012).

A sinalizacdo PI3K/Akt desempenha um papel essencial na sobrevivéncia e
motilidade das células tumorais, as células de GBMs nao sdo completamente viciantes
a esta via de sinalizagao (ZHAO et al., 2017).

Véarios estudos também investigaram GBMs para mutacdes PIK3CA e
relataram uma taxa de mutacdo PIK3CA significativamente  mais baixa
aproximadamente 7% (GALLIA et al., 2006).

Embora na literatura seja descrito que as mutacdes sejam mais frequentes em
células de mama, no nosso estudo através da técnica de Ddpcr analisamos 3
amostras GBM11, T98G e MCF7, sendo possivel observar uma pequena mutacao da
célula GBM 11 isoladamente e o restante na populagéo selvagem.

A Akt ativada fosforila uma variedade de moléculas da via a jusante para facilitar
a sobrevivéncia das células tumorais, proliferacdo, migragéo, invasdo e metabolismo
da glicose. O eixo mMTORCL1 Akt a jusante também regula a sintese de proteinas e o
crescimento celular (ZHAO et al., 2017).

Akt / Phos AKT é expresso em canceres de mama humanos primarios e tecidos
normais. Devido a essa informagdo é sugerido que pode ndo haver diferenca na
expressao de Akt / Phos AKT em tecidos normais e tumorais, e que sua expressao
nao se restringe a células tumorigénicas ou cancer de mama (Al-Bazz et al., 2009).

Até o presente, as isoformas Akt foram encontradas hiperexpressas em varios
tipos de tumor, mas a informacé&o sobre cancer de mama ainda € limitada. Apesar de

uma correlagéo positiva entre Akt e a proteina ativada, alguns casos negativos de Akt



resultaram como Phos/Akt positivos. Este paradoxo pode ser explicado pela
sensibilidade diferente dos anticorpos ou pela reatividade cruzada do anticorpo
Phos/Akt com outra isoforma ativada presente no tumor, como Akt-2 ou Akt-3. Isso
sugere que pAkt pode ser indicativo de recidivas distantes, apesar de um baixo estado
proliferativo do tumor, provavelmente por promover a sobrevivéncia celular em vez da
proliferacdo celular (PEREZ et al., 2002).

A via RTK / PTEN / PI3K leva a AKT ativada e os niveis de fosfo-AKT s&o
elevados na maioria das amostras de tumor de GBM e linhas celulares, estudos que
mostram que as células de glioma ajudam a crescer descontroladamente, evitam a
apoptose e aumentam a invasao tumoral. AKT representa um ponto nodal nesta via
gue permite a amplificagéo dos sinais de crescimento, tornando a inibicdo de AKT um
alvo atraente para a terapia com GBM (MCDOWELL et al., 2011).

Muitos estudos foram feitos para examinar os niveis de fosfoAKT em tumores
de gliomas primarios. Os niveis de expressao de PhosphoAKT foram inicialmente
mostrados como elevados em glioblastomas em vitro e em vivo e esta expressao
mostrou estar correlacionada com a perda de PTEN. Em amostras de tumor de glioma,
foi demonstrado que o fosfoAKT elevado esta associado a um pior prognostico para
os pacientes (MCDOWELL et al., 2011).

O alvo mecanistico da rapamicina (mTOR) impulsiona varios processos
celulares fisioldgicos e patologicos e é frequentemente desregulado em diferentes
tipos de tumores, incluindo GBMs. O mTORC1 contribui para o crescimento das
células tumorais ao inibir a autofagia, uma via catabdlica que degrada organelas
envelhecidas ou danificadas (MECCA et al., 2018).

Toda a imunocoloracdo foi avaliada de forma cega, sem qualquer
conhecimento de dados clinico-patolégicos ou outros tipos de resultados clinicos. Na
etapa da analise por imunocitoquimica podemos observar que a imuno com O
anticorpo Akt foi mais expressa nas células de glioma T98G e menos nas células de
mama MCF7, assim como a imuno para mTOR foi expressa em todas as células tanto
de glioblastoma quanto de mama, jA as de phosp mMTOR também apresentaram
expressividade em todas as células.

O complexo mTORC1, muitas vezes é desregulado em canceres de mama que
se tornaram resistentes as terapias. A via PI3K / PTEN / Akt / mTORC1 é
frequentemente hiperativada e desregulada em muitos tipos diferentes de cancer,

incluindo: mama, pancreas, prostata e cérebro (STEELMAN et al., 2016).



No grafico de fold change para esse gene mTOR néo foi observado nenhuma
hiperexpressao das células GBM 02 e GBM - 0.5; GBM 11, T98g e MCF7 - 0; GBM
03 -0.3 e SSC9 - 0.4, quando comparado com a amigdala. Nao foi bem esclarecido o
porqué nao ocorreu hiperexpressdo de nenhuma célula dos diferentes tipos de
canceres analisado GBM, mama e oral, podendo sugerir que possa estar relacionado

com a via de expressao.

7. CONCLUSOES:

e Embora o gene EGFR seja expresso na célula ndo foi possivel observar a
mutacéo L858R

e A andlise de expressdo génica do gene EGFR mostrou uma possivel
hiperexpressao observada na linhagem celular GBM02 — n&o foi observada
hiperexpressao do gene EGFR em nenhuma das células analisadas

e Foi encontrada a mutacdo H1047R do gene PIK3CA nas linhagens GBM11,
T98G e MCF7, analisadas pela técnica de PCR digital

e A analise da expressdo génica do gene AKT1 sugere hiperexpressao nas
células GBM02, GBM03, GMB95 e SCC9, porém n&o vimos correlagdo com as

analises de expressao génica do gene mTOR
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