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Avaliagao do papel funcional de ELAVL2 em Gliomas

Impacto cientifico esperado: O ELAVL?2 tem sido descrito na literatura como um
potencial supressor tumoral em glioblastoma, além de estar associado a
progressao tumoral e a taxa de sobrevivéncia favoravel de pacientes com glioma
e, portanto, pode ser usado como biomarcador prognéstico para glioma. Apesar
disso, nao ha muitos trabalhos na literatura sobre a fungao desse gene em gliomas
pediatricos. Portanto, analisar o papel funcional deste gene em glioma pediatrico
através de analises in vivo e in vitro, bem como correlaciona-lo com sobrevida,

pode proporcionar o melhor entendimento da génese destes tumores.

Impacto social: Um melhor entendimento acerca do papel funcional de ELAVL?2
em gliomas pediatricos, possibilitara que novas estratégias terapéuticas sejam
pesquisadas e desenvolvidas, no intuito de melhorar a sobrevida de pacientes

acometidos com essa neoplasia.

Impacto econémico: O melhor direcionamento na conduta médica e tratamento

e com isso, uso racional e direcionado dos recursos destinados a saude.
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ABSTRACT

Background: Gliomas represent approximately 30% of primary brain tumors and
nearly 80% of malignant brain tumors. Our group previously identified a recurrent
deletion at chr9p22.1-21.3 in ~50% of glioblastomas, a locus that includes the
tumor suppressor genes CDKN2A and CDKN2B, as well as ELAVL2 and members
of the interferon and MTAP gene families. ELAVL2 has been suggested as a

potential tumor suppressor and prognostic biomarker in gliomas.

Methods: The functional role of ELAVLZ2 was investigated using in silico, in vitro,
and in vivo approaches. TCGA datasets from glioblastoma (GBM) and low-grade
glioma (LGG) patients were analyzed. The KNS42 cell line was edited using
CRISPR/Cas9 to generate a clone with reduced ELAVL2 expression, followed by

functional and in vivo assays comparing KNS42g v owt and KNS42g,4vi 2kd cells.

Results: Low ELAVL2 expression was associated with poor prognosis, particularly
in grade 3 astrocytomas, and with the mesenchymal subtype. In vitro, reduced
ELAVL2 expression increased proliferation and migration but decreased invasion,
suggesting partial activation of Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) related
pathways, as confirmed by RT-PCR approach. In vivo, ELAVL2-deficient tumors
displayed thinner, more organized collagen fiber boundles consistent with a TACS-
2 pattern, whereas KNS42¢ av 2wt tumors showed collagen alignment toward the

tumor parenchyma (TACS-3), indicative of greater invasiveness.

Conclusion: ELAVL2 may modulate glioma progression by influencing tumor cell
behavior and extracellular matrix organization, supporting its potential as a

prognostic biomarker.



RESUMO

Introdugdo: Os gliomas correspondem a aproximadamente 30% dos tumores
cerebrais primarios e a cerca de 80% dos tumores cerebrais malignos. Nosso
grupo identificou previamente uma delecédo recorrente em chr9p22.1-21.3 em
aproximadamente 50% dos glioblastomas, regido que abriga os genes
supressores tumorais CDKN2A e CDKN2B, além de outros genes como ELAVL?2
e membros das familias dos interferons e MTAP. ELAVL2 tem sido descrito como

um potencial supressor tumoral e possivel biomarcador prognéstico em gliomas.

Métodos: O papel funcional de ELAVLZ2 foi investigado por meio de analises in
silico, in vitro e in vivo. Dados do TCGA de pacientes com glioblastoma (GBM) e
gliomas de baixo grau (LGG) foram analisados. A linhagem KNS42 foi editada por
CRISPR/Cas9 para gerar um clone com redugao da expressao de ELAVL2, sendo
realizados ensaios funcionais e in vivo comparando KNS42gaviowt e
KNS42¢ avi2kd.

Resultados: A baixa expressao de ELAVLZ2 foi associada a pior progndstico,
especialmente em astrocitomas grau 3, e ao subtipo tumoral mesenquimal. /n vitro,
células com baixa expressdao de ELAVL2 apresentaram maior proliferagdo e
migracdo, porém menor capacidade invasiva, sugerindo ativagao parcial de vias
relacionadas a transigao epitélio-mesenquimal (EMT), confirmado por RT-PCR. In
vivo, tumores com baixa expressao de ELAVL2 apresentaram feixes de fibras
colagenas mais finas e organizadas, compativeis com o padrao TACS-2, enquanto
tumores KNS42£,avi 2wt mostraram fibras direcionadas ao parénquima tumoral

(TACS-3), indicando maior potencial invasivo.

Conclusao: Os resultados sugerem que ELAVL2 pode modular a progresséo dos
gliomas ao influenciar o comportamento celular e a organizagdo da matriz

extracelular, reforcando seu potencial como biomarcador progndstico.
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CAPITULO I: REVISAO DA LITERATURA

l. Tumores do Sistema Nervoso Central

Os tumores cerebrais primarios do Sistema Nervoso Central (SNC) referem-
se a um grupo heterogéneo de tumores. Sao considerados raros, correspondendo
a aproximadamente 1,6% dos casos de cancer no mundo, com uma estimativa
anual de 321.731 novos casos e 248.500 o6bitos. Esses valores correspondem a
um risco estimado de 3,5 novos casos a cada 100 mil pessoas e de 2,6 de mortes
a cada 100 mil pessoas (1,2). Em homens a incidéncia é de 173.699 novos casos
(risco estimado 3,9 a cada 100 mil homens), e em mulheres a incidéncia de novos
casos é de 148.032 (risco estimado de 3,1 a cada 100 mil mulheres) (1-3). No
Brasil, a estimativa é de 11.490 casos para o triénio de 2023 a 2025, sendo 6.110
casos em homens (risco estimado de 5,8 a cada 100mil homens) e 5.380 em
mulheres (risco estimado de 4,8 a cada 100 mil mulheres) (4). Em termos de
mortalidade, em 2020, ocorreram 9.355 ébitos por cancer do SNC no Brasil (risco
estimado de 4,42 a cada 100 mil). Entre os homens, foram 4.787 o&bitos (risco
estimado de 4,62 a cada 100 mil homens), e, entre as mulheres, 4.567 (risco
estimado de 4,22 a cada 100 mil mulheres) (4). De acordo com as projegdes
globais, a incidéncia de tumores do SNC devera aumentar progressivamente entre
2020 e 2045, passando de aproximadamente 322.000 casos em 2022 para cerca
de 474.000 casos em 2045, refletindo o crescimento populacional e o

envelhecimento da populagao mundial (1,5).

Apesar de raros, os tumores do SNC possuem alta malignidade, e a taxa de
mortalidade dessas neoplasias é relativamente alta seja em pacientes adultos ou
pediatricos. Em pacientes adultos a idade média de diagndstico de tumores
cerebrais primarios é de aproximadamente 60 anos (3,6). Também se trata de uma
das neoplasias mais comuns em criancas e adolescentes de 0 a 14 anos (7-9),
sendo uma das maiores causas de morte por cancer em pacientes na idade
pediatrica (7,10-12).

Os sintomas associados a esses tumores incluem convulsées, fadiga,

comprometimento da memoéria de curto prazo, alteragdes cognitivas ou

11



comportamentais como, por exemplo, ansiedade e depressdo, mobilidade
prejudicada, comprometimento da fala e da compreensao, além de deficiéncia
visual, bem como complicagbes como edema intracerebral, infecgbes,
endocrinopatias e tromboembolismo venoso, que podem impactar seriamente a

qualidade de vida dos pacientes (4,10).

Estes tumores se desenvolvem a partir do crescimento anormal de células
localizadas nesses tecidos ou em estruturas anexas (4,7,13). Dentre os tecidos
originarios, incluem-se as células neuroepiteliais (glia e neurénios), meninges,
nervos cranianos ou glandulas adjacentes (7), cada um com uma nomenclatura
especifica. Aqueles originados por células que acreditam-se ser precursoras das
células da glia sdo chamados de gliomas. Os gliomas possuem diferentes graus e
caracteristicas, e vao desde astrocitoma pilocitico, que sdo menos comuns em
adultos, nado invasivos e cirurgicamente curaveis, ao glioblastoma, o tumor
cerebral maligno mais comum em adultos, que é altamente invasivo e geralmente
incuravel (10,11). Os gliomas correspondem a cerca de 30% dos tumores

cerebrais primarios do SNC e 80% dos tumores cerebrais malignos (4,11).

Os tumores do SNC nao apresentam estagios pré-malignos ou in situ
identificaveis. Além disso, por causa da alta capacidade de infiltragdo de alguns
subtipos, a resseccao cirurgica completa € muitas vezes impedida, o que esta

associado a um prognostico desfavoravel (9,14).

Por muito tempo, a classificagdo dos tumores do SNC foi baseada em
critérios histologicos sendo classificados de grau 1 a 4 pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS). Recentemente, porém, biomarcadores foram descritos como
importantes auxiliares no diagnostico dessas neoplasias como, por exemplo, a
presenca ou auséncia de mutagcdes nos genes Isocitrato Desidrogenase 1 e 2
(IDH1/IDH2), além de codele¢bes e metilacdo no gene O6-metilguanina-DNA
metiltransferase (MGMT) e alteragbes em outros genes importantes na
carcinogénese (1,8,9). As varias formas de classificagdo dos tumores do SNC

serdo abordadas mais a frente.

12



dos tumores desses pacientes.

b. Silenciar a expressdao de ELAVL2 em linhagem de glioma de alto grau

pediatrico (KNS42) através de CRISPR/Cas9;

c. Avaliar in vitro a funcéo bioldgica (proliferagcao, apoptose, migragao e

invasao) e resposta terapéutica (temozolamida) do knockdown do ELAVL?2

comparando com a linhagem parental de KNS42.

d. Avaliar in vivo padrao de crescimento de xendégrafos das células com

baixa expressdo de ELAVL2 em camundongos NSG (NOD/SCID IL2Ry null) e

avaliar a morfologia dos tumores.
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