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Glioblastoma Multiforme
[REVISAO]

Introducéo

Céancer € um problema de saude mundial. Segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), em 2018, a incidéncia da doenca atingiu aproximadamente 18
milhdes de casos, entre todas as idades e géneros. Dentre estes, 203 mil
correspondem aos tumores do sistema nervoso central (SNC), ocupando a 182
posicdo do tipo de cancer com maior prevaléncia, para ambos o0s géneros.
Adicionalmente, para os tumores do SNC, estimou-se 297 mil novos casos e 241 mil
mortes no mesmo ano. Porém, com notavel piora dessas estimativas para o ano
2020, com 309 mil novos casos e 252 mil 6bitos.

No Brasil, estimou-se para 2018 a prevaléncia de aproximadamente 8 mil
(3,9/100.000) casos de tumores do SNC, 10° mais comum em ambos 0s sexos (12°
e 9° para homens e mulheres, respectivamente), com uma incidéncia de 12.3 mil
novos casos e 10.7 mil mortes estimadas. Para o ano de 2020 foi estimado , com um
leve aumento, 12.9 mil e 11.3 mil para incidéncia e mortalidade respectivamente.’?

Embora sejam mais raros e representando apenas 1.7% dos tumores
malignos relatados no mundo, os tumores do SNC colaboram significativamente com
a mortalidade mundial por cancer, com um evidenciado aumento continuo nas taxas
de incidéncia e mortalidade nos dltimos anos.34

Dentre os tumores do SNC, o Glioblastoma Multiforme (GBM) representa o
tipo mais frequente (50-60% dos tumores cerebrais primarios)>® e com o pior
prognostico em adultos, devido sua natureza altamente invasiva. Mesmo apos
resseccao cirdrgica, quimioterapia e radioterapia, 0S pacientes apresentam
sobrevida média entre 10 e 15 meses,*® e apenas 4% sobrevivem 5 anos apés o
diagndstico.® Nesse contexto, o GBM ¢é classificado segundo a OMS, como um

astrocitoma (tipo mais comum) de grau IV.1°

Fisiopatologia
Os gliomas sao neoplasias originarias das células da glia encefalica, cuja
principal funcdo é dar suporte nutricional, sanguineo, estrutural e de defesa aos

neurdnios. Quatro tipos celulares formam a glia: os astrocitos, os oligodendrocitos, a



micréglia e epéndimdcitos.'! Assim, os gliomas apresentam caracteristicas e
marcadores moleculares de acordo com o tipo celular que os originou, sendo
classificados em astrocitomas, oligodendroglioma, ependimomas e 0s
oligoastrocitomas (gliomas mistos).1®? Dentre os gliomas, 70% sdo astrocitomas,
10-15 % sé&o oligodendrogliomas e 3-5 % séo do tipo ependimomas.

Os tumores astrociticos sdo derivados das principais células de sustentacdo
da glia, os astrocitos. Classicamente, os astrocitomas séo classificados pela OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) de acordo com o grau de malignidade:

* Grau [: astrocitomas pilociticos — com incidéncia estimada em menos de um
caso/100.000 pessoas/ano, principalmente casos pediatricos. Histologicamente se
apresentam como neoplasias de celularidade baixa a moderada, constituidas por
astrocitos. A cirurgia € o tratamento de escolha para tais lesdes, sendo curativa na
maioria dos casos. Entretanto em alguns casos a quimioterapia tem sido utilizada,
principalmente em criangas com tumores nas vias opticas.

*Grau Il: astrocitomas difusos fibrilares - s&o menos frequentes em criancas,
afetando mais comumente jovens adultos. Ao exame histopatoldgico, estes tumores
apresentam maior celularidade, s&o mais infiltrativos e tendem a sofrer
transformacao anaplasica de modo mais frequente.

*Grau llI: astrocitomas anaplasicos - sdo neoplasias infiltrativas, com um alto
potencial proliferativo, afetando principalmente adultos. Esses tumores estéo
associados a menor sobrevida quando comparados com os dois anteriores,
chegando a uma média de 3 a 4 anos em 70% dos casos. A cirurgia continua sendo
a melhor opcéo de tratamento e esta deve ser a mais ampla possivel.

*Grau IV: glioblastomas multifatoriais - mais comumente chamado de
glioblastoma multiforme, é o tipo de tumor cerebral mais frequente em adultos e o
tumor mais agressivo desta linhagem, correspondendo a aproximadamente 50% dos
tumores malignos do SNC. S&o clinicamente agressivos e extremamente invasivos,
com capacidade de invasdo extra-axial. Essa neoplasia se apresenta
frequentemente em adultos, apds os 50 anos de idade, com uma sutil predominancia
entre pacientes masculinos, ndo sendo exclusivos desta faixa etéria, afetando
também pacientes mais jovens e criancas.®°

Os tumores do SNC, quando primarios, ou seja, que ndo se originam de
metastases, possuem origem multifatorial, onde a predisposicdo genética e a

exposicdo a fatores ambientais estéo intimamente relacionados a carcinogénese.®® A



exposicdo a infeccdes, alergias, traumas mecanicos, abuso de drogas e
medicamentos, exposi¢cdo a radiagdes ionizantes, tabagismo e etilismo séo fatores
ambientais considerados relevantemente relacionados ao surgimento desses
tumores. 415

Estudos sugerem que o glioblastoma pode evoluir a partir dos astrocitomas de
baixo grau (I e Il) pré-existentes ou a partir da tumorigénese de células
morfologicamente normais, sendo assim, denominados glioblastoma secundéario ou
primario, respectivamente.®¢’ Geneticamente os dois subtipos tumorais tendem a
se distinguir pela ocorréncia de mutacdes no genes IDH1 e IDH2 (Isocitrato
desidrogenase 1 e 2). Estudos mostram que essas mutacdes, principalmente em
IDH1, sdo muito frequentes (~80%) no glioblastoma secundario, caracterizado por
ser comum em pacientes mais jovens e apresentar melhor sobrevida, mas raras no
glioblastoma primario (~5%). Diferentemente, nos glioblastomas primarios pode-se
verificar a predominancia de mutagcdes em TERT (regido promotora da transcriptase
reversa da telomerase) (~80%), delecdo do gene CDKN2A (31~52%) e alteracbes
no EGFR (36~60%) e nos glioblastomas secundarios observam-se mutacfes em
IDH1 (88%), TP53 (65%), ATRX (57~80%), além da LOH 19qg (perda da
heterozigosidade do cromossomo 19q) (54%).17:21-24

As vias moleculares envolvidas no desenvolvimento e progressao dos
glioblastomas ainda ndo sao totalmente conhecidas. Dentre as alteracfes genéticas
mais frequentemente observadas estdo a LOH 10923 (perda da heterozigosidade do
cromossomo 10g23) (em aproximadamente 70% dos casos), metilacdo no gene de
reparo do DNA MGMT (DNA O(6)metilguanina-metiltransferase) (30 - 60%),
mutacdes no gene EGFR (Receptor de Fator de Crescimento Epidérmico) (57%),
mutacdes no PTEN (principal via de sinalizacdo para proliferacdo celular) (44%) e
mutacdes no gene que codifica a enzima IDH1 (correlacionada a um aumento da
metilacdo de histonas, alterando expressdo génica e promovendo transformacao

oncogénica) (12%).20:25-29

Sintomatologia e Diagnostico

O SNC, por ser uma regiao nobre do organismo e de alta complexidade, pode
desencadear sinais e sintomas variados quando afetado por tumores, mesmo
quando benignos. Os pacientes portadores de gliomas malignos, geralmente

acometidos por sintomas neurolégicos e cognitivos, apresentam uma queda



significativa em sua qualidade de vida, que muitas vezes avanga com a progressao
da doenca. Os sintomas estdo diretamente associados a regido afetada, e apesar
dos gliomas primarios ndo respeitarem as divisées anatdomicas, podendo envolver
multiplos I6bulos, os mais afetados em adultos, séo o frontal e o temporal, gerando
muitas vezes um aumento da presséo intracraniana®

Um amplo estudo realizado por Laws et al,3 envolvendo 565 pacientes
portadores de gliomas malignos, acompanhados por até 24 meses, observou que 0s
sintomas mais comuns compreendem dores de cabeca (56%), perda de memdria
(36%), problemas neurocognitivos (34%), motores (34%), distdrbios de linguagem
(33%), convulsdes (31%), e alteracdes de personalidade (23%). Outra pesquisa
realizada, citou dores de cabeca (57%), convulsbes (40%), alteracdes na fala, visdo
ou audicao (25%), no humor ou personalidade (25%), problemas na concentracao
ou memodria (25%), e alteracdes no equilibrio e no ato de andar (24%), relatados por
portadores de astrocitomas de alto grau.?

Os sintomas, além da relacdo com a progressao da doenca, podem se tornar
constantes ou se agravarem de acordo com outros fatores coexistentes, como
infeccbes, acidentes vasculares cerebrais, uso de medicamentos, terapia de
escolha, entre outras comorbidades presentes.33

Comumente, sdo o0s sintomas supracitados que levam o paciente a buscar
ajuda meédica e, juntamente com a anamnese, exames fisicos e especificos
permitem o diagndstico dos tumores do SNC. Segundo o Instituto Nacional de
Cancer (INCA),** entre os exames utilizados a partir da suspeita clinica dessas
neoplasias, 0s principais sao os de imagem, como a Ressonéancia Magnética (RM) e
a Tomografia Computadorizada (TC), essencialmente com o uso de contrastes, e de
forma mais invasiva, a analise de bidpsias. De forma complementar, o
eletroencefalograma, eletroneuromiografia, campimetria, audiometria, e exames
laboratoriais envolvendo marcadores especificos e dosagens hormonais podem
auxiliar o diagnéstico.

A RM é a técnica padrdo ouro de imagem escolhida por apresentar um
contraste tecidual superior (exemplificado na Figura 1), fazendo com que se permita
uma melhor visualizagdo da complexidade e heterogeneidade da massa tumoral
guando comparado a tomografia, normalmente escolhida quando a RM nédo pode ser

realizada por motivos especiais, como 0 uso de marca-passos.*



Figura 1. RM contrastada (T1), corte axial. Quatro pacientes com GBM que ilustram a

heterogeneidade anatémica da lesédo: (a) massa com borda extensa localizada no I6bulo parietal
direito, apresentando necrose central envolvida por edema (branco); (b) massa irregular acentuada
gue atravessa 0 corpo caloso; (c) massa homogénea acentuada, bem delimitada no l6bulo frontal
esquerdo sem edema associado; (d) massa infiltrativa e mal definida, sem necrose notavel, na regido
medial do I6bulo frontal esquerdo. (Adaptado de Nelson e Cha, 2003).

Apesar do diagnostico do GBM atualmente ser baseado em bidpsia e exames
de imagens,*® ambos podem apresentar dificuldades em ilustrar a real atividade da
progressdo do tumor. Muitos estudos visam a busca e deteccdo de marcadores
biologicos chaves para o GBM e outras neoplasias, tanto no sangue periférico como
no Liquido Cefalorraquidiano (LCR), tendo em vista um melhor rastreamento da
atividade tumoral, e sendo, quando comparado as bidpsias, analises menos
invasivas.3’

Para a eficiéncia das analises desses marcadores tumor-especificos, deve-se
levar em consideracdo sua capacidade em atravessar a barreira hematoencefalica
(BHE) a fim de serem detectados no sangue periférico. E sabido, que o GBM induz a
um ambiente angiogénico (formador de novos vasos sanguineos), com maior
processo inflamatério ativo, e juntamente com a hipdxia, caracteristica comum entre
tumores sélidos assim como o0 GBM, podem aumentar a permeabilidade da BHE,383°
ja relacionada com uma maior progressdo da doenca, em gliomas.*°

Recentemente, Krol et al.** em seu estudo verificou que 7 (53%) dos 13 de
seus pacientes com GBM apresentaram, em pelo menos uma amostra de sangue
periférico colhida em varios periodos durante terapia, positividade para a presenca
de aglomerados de células tumorais circulantes (CTCs). A partir desse estudo,
evidenciou-se a capacidade desses aglomerados celulares em atravessar a BHE,
alcancando a circulacdo periférica. Associada a metastase em diversos tipos de

tumores solidos, as CTCs sédo lancadas por tumores primarios ou secundarios ao
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sistema circulatério.*>4* Qutro estudo também encontrou a presenca de CTCs em
39% das amostras de sangue periférico de pacientes com glioblastoma.**

Além da CTCs, existe a capacidade da deteccdo de &cidos nucleicos
circulantes derivados do tumor, como o DNA livre proveniente de necrose ou
apoptose celular, podendo apresentar maior concentracdo em pacientes com
tumores mais avangados,* e diferentes classes de RNAs circulantes, incluindo os
ndo codificadores de proteina, tanto no LCR como na circulagdo sanguinea, com
potencial de biomarcadores para o progndéstico, diagnéstico e monitoramento
terapéutico nos pacientes com gliomas.*%4” E possivel ainda, na detecgdo do DNA
tumoral circulante, rastrear mutacdes especificas e/ou checar o perfil de metilacdo
do DNA, como a metilacdo do gene de reparo MGMT, comum no GBM, e assim
auxiliar tanto com um prognostico mais preciso como na definicdo de uma
abordagem terapéutica mais especifica e efetiva.*®

Finalmente, pode-se citar a deteccdo das vesiculas extracelulares (VE),
liberadas em situacdes fisioldgicas e/ou patoldgicas, que possuem a capacidade de
carrear proteinas celulares, DNA, RNA codificador/ndo codificador, podendo ser
detectados com o auxilio de marcadores superficiais celulares.*®% Tais vesiculas
atravessam facilmente a BHE®' e desempenham um importante papel na
estabilidade das biomoléculas,®® e na comunicacdo intercelular®®. Além das
informacOes genéticas relevantes observadas nas VES, estudos mostram um
aumento dessas vesiculas em pacientes com GBM quando comparado a pacientes
saudaveis ou com outras doencas do SNC,>>> além do potencial para diferenciar

gliomas de alto e baixo grau.>®

Tratamento

As altas taxas de proliferacdo, migracao e resisténcia terapéutica associadas
a localizacdo em sitios nobres e criticos do SNC tornam o tratamento do GBM ainda
um desafio, baseando-se principalmente em combinacfes entre quimioterapia e/ou
radioterapia apds remocéo cirdrgica do maximo possivel da massa tumoral.>’

Quando possivel, a excisdo cirdrgica € realizada no contexto de
remocdo/reducdo da massa tumoral e na obtencdo de material para diagndstico
histologico e caracterizagdo molecular do tumor, melhorando a definicdo prognéstica

e terapéutica. 3658
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O quimioterapico oral temozolomida (TMZ), agente alquilante/metilante do
DNA, combinado com a radioterapia permanece como a modalidade terapéutica
padrdo para o GBM, podendo ser reavaliada apds a caracterizacdo molecular
tumoral. Em pacientes idosos ou que apresentem a metilagdo da regido promotora
do MGMT, com reducdo na taxa de reparacao do DNA, sdo mais responsivos ao
quimioterapico, sendo sugerido nesses casos, apenas 0 uso do TMZ. J& os
pacientes sem metilagdo do MGMT, a TMZ apresenta perda em sua efetividade e
apenas o uso da radioterapia € indicado. %% Existe ainda em estudo, para os
pacientes resistentes a TMZ, a possibilidade do uso de inibidores do MGMT, como
0O-6 benzilguanina ou o silenciamento do MGMT mediado por RNA de interferéncia,
visando melhor resposta ao TMZ.5!

Aléem do TMZ, outro quimioterapico alquilante e aprovado pela FDA (Food and
Drug Adminstration) € o BNCU (carmustina) que, formando ligagGes cruzadas entre
cadeias nos DNAs, apesar de relatada a possibilidade de aumento na pressao
intracraniana, demonstrou melhora significativa na sobrevida, em um estudo
recente.®?

Lomustina, quimioterapico em fase Ill de estudo clinico, além de formar
cadeias como o BNCU, promove a metilacdo do grupo amino e, pela sua alta
solubilidade lipidica, facilita o traspassamento pela BHE.® Quando combinado com
outros quimioterapicos tem-se mostrado altamente eficiente, como observado em
um estudo que relatou uma sobrevida geral de 48.1 meses (Lomustina+TMZ) contra
31.4 meses quando apenas o TMZ foi utilizado.%*

Os anticorpos monoclonais Bevacizumab e o Nimotuzumab, que se ligam e
inibem, respectivamente, VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) e EGFR
(Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico), tém sido utilizados na terapia
adjuvante.®® VEGF, liberado e estimulado pelas células tumorais em diversos
canceres, inicia o processo de formacdo de novos vasos (angiogénese) pela
ativacao e migracao das células endoteliais, processo importante para o crescimento
e disseminacdo do tumor.®® Enquanto que o EGFR, quando seu estimulo é
aumentado, observado em varios tipos de tumores solidos, favorece o fenétipo
maligno celular, com rapido crescimento tumoral devido a maior desregulacdo da
proliferacédo celular.%” Adicionalmente, o tratamento com o anti-PD-1 apresentou
resultados significantes na melhora da sobrevida de pacientes com GBM.%8 Seu

ligante, PD-L1, altamente expresso nesse tumor, ao se ligar com o PD-1 livre, reduz
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a atividade dos linfécitos T citotoxicos, induzindo a tolerdncia e diminuindo a
autoimunidade, importantes na resposta antitumoral.5%7°

Outros resultados promissores no tratamento de tumores do SNC, mas ainda
em estudos, abrangem a terapia celular, inibidores de checkpoints imunoldogicos,
imunoestimulantes, vacinas, terapia génica e epigenética, e o uso de virus
oncoliticos.®®

Um dos maiores desafios para o tratamento dos GBM, além da sua
localizacdo de dificil acesso cirrgico, € a sua heterogeneidade genética, tanto intra
guanto inter-tumores. Tais diferengcas promovem variagao significativa nas respostas
aos tratamentos e reacOes adversas, justificando a busca por mecanismos

moleculares comuns a maioria dos GBM.

MicroRNAs

Os MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNAs de fita simples
(18 a 25 nucleotideos) ndo codificadoras de proteinas, que possuem funcéo
importante na regulacdo da expressao de dois tercos dos genes humanos. Atuam
principalmente na regulacdo pos transcricional e silenciamento de diversos RNAs
mensageiros (MRNAS), interferindo em varios processos fisiologicos e patolégicos,
entre eles a origem e progresséo neoplasica.’*"?

A formacdo dos miRNAs se inicia a partir da transcricdo génica, mediada
pelas RNA Polimerase Il ou IIl,”>7* em um transcrito primario denominado pri-miRNA
(Figura 2). O pri-miRNA é entdo clivado por um complexo constituido por uma
RNase Ill (Drosha) e uma proteina de ligacdo de RNA (DGCRS8), formando o pre-
MiRNA, de 85 nucleotideos. Apds essa primeira etapa, o pre-miRNA é transportado
do nucleo para o citoplasma, por meio do complexo Ran/GTP/Exportina 5, onde
sofre nova clivagem por outra RNase Il (Dicer), tornando-se um miRNA de fita
dupla, que é incorporado ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) no
gual as duas fitas sdo separadas. Agora, a cadeia associada ao RISC promove o
silenciamento génico ao se ligar na regido 3’ ndo traduzida (3’-UTR) dos mRNAs
alvos, degradando-os ou intervindo na sua traducao.

Os miRNAs também podem atuar como ligantes aos receptores da via Toll-
like (TLR).”>7® Localizados na membrana de diversos tipos de células e vesiculas
intracelulares, os TLRs sao importantes no reconhecimento de agentes

microbioldgicos, liberacdo de mediadores inflamatorios e regulagdo da resposta
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imune adaptativa. Um namero crescente de estudos relata a interacdo dos miRNAs
com os TLRs, com o potencial de iniciar a resposta imunoldgica, induzindo a
expressdo de genes imunoinflamatérios. Ao se ligarem aos TLRs ou proteinas
envolvidas em suas vias de sinalizacdo, os miRNAs regulam processos como
inflamacdo, ativacdo das células T, infiltracdo celular e o desenvolvimento

imunolégico.’""®
[
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Figura 2. Biogénese dos microRNAs. (Adaptado de Peng e Croce, 2016)

A desregulacdo na expressdao de alguns miRNAs pode alterar vias
moleculares envolvidas com o cancer, alterando mecanismos importantes para seu
desenvolvimento e manutencdo de forma favoravel (pré tumoral) ou desfavoravel
(antitumoral), como angiogénese, proliferacdo, invasdao, migracdo, viabilidade,
apoptose, ciclo celular e resisténcia terapéutica. Paulmurugan e colaboradores
(2019) reuniram, em um recente estudo de revisdo,”® associacbes entre a
desregulacéo da expressdo de miRNAs com seus provaveis alvos e 0s mecanismos
afetados em GBM (Tabela 1).
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Tabela 1. Desregulacéo da expressdo de miRNAs em Glioblastoma Multiforme.

miRNA Expressao Alvos Mecanismos Celulares Afetados
miR-9/miR-9* Aumentada CAMTAL, SOX2 Proliferacdo, autorrenovacao
miR-10b Aumentada HOXD10 Invaséo
miR-15b Aumentada CCNEI Proliferacao, ciclo celular
miR-17 Aumentada POLD2, CTGF Angiogéneses, crescimento, Ylabl|ldade,
apoptose, proliferagdo
. Angiogéneses, crescimento, viabilidade,
miR-18a Aumentada Smad4, CTGF apoptose, proliferacdo
miR-20a Aumentada TGFB-RII, CTG Angiogéneses, crescimento tumoral
. PTEN, RECK, PDCD4, Invasdo, apoptose, quimiorresisténcia,
miR-21 Aumentada SPRY2, TIMP3 proliferacdo, crescimento tumoral
miR-25 Aumentada Mdm21, TSC1 Crescimento tumoral
miR-26a/ miR-26b | Aumentada PTEN, IFNB Apoptose, prolifera¢éo, crescimento tumoral
miR-92 Aumentada CTGF Viabilidade, proliferagéo
miR-93 Aumentada Integrina-8 Angiogéneses, crescimento tumoral,
proliferacdo
. Invasédo, apoptose, proliferacdo, migracgao,
miR-125b Aumentada Bmf vl e el
miR-221/ miR-222 | Aumentada PUMA, P57, P27, Akt, Proliferacao, invasdo, apoptose, migracéo, ciclo
PTPu celular
miR-381 Aumentada LRRC4 Proliferacéo, volume tumoral
miR-7 Diminuida EGFR, IRS1, IRS2 Proliferacéo, invas&o, migracao, viabilidade,
radiossensibilidade
miR-29b Diminuida PDPN Apoptose, invasao, proliferacéo
miR-34a Diminuida CDK6%? Senescéncia e ciclo celular
miR-101 Diminuida EZH2 Apoptose, invasao, migracéo, viabilidade
. L . Proliferacdo, autorrenovacéao, volume tumoral,
miR-128 Diminuida EGFR, Bmi-1 angiogénese
miR-137 Diminuida CDK®6, Msil, EZH2 Proliferacéo, ciclo celular, invaséo, migragéo
miR-138 Diminuida Msil Proliferacdo
miR-146b-5p Diminuida EGFR Invaséo, migracéo, proliferacéo
miR- . . . ~
L P Apoptose, radiossensibilidade, invasao,
181a/181b/181d Diminuida Bel-2, K-Ras proliferagdo, volume tumoral
miR-218 Diminuida IKK-B Invaséo
MiR-326 Diminuida | Notch-1, Notch-2, PKM2 Apoptose, invaséao, viabilidade, proliferacéo,

crescimento tumoral

*Fita complementar

MiRNA-34a

(Adaptado de Paulmurugan, Malhotra e Massoud, 2019)

Codificado pelo gene MIR34A localizado na regido 1p368° e alvo direto da

proteina P53, atua como um fator transcricional.8!
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O miRNA-34a atua na regulagdo de genes importantes em diferentes
processos e mecanismos celulares, muitos deles envolvendo o controle do ciclo
celular, regulacdo da apoptose e senescéncia, além de inibir a migracdo e invasédo
celular.8-83 (Tabela 2)

A desregulacdo miR-34a foi associada a varios tipos de tumores, como o de
prostata,®* pancreas,® ovario,® neuroblastoma,®’ gastrico,® hepatocelular®® e
tumores do sistema nervoso central, tal como glioma®®-°? e meduloblastoma.®®°* Em
GBM, foi observada a reducdo da expressédo®:%°° do miR-34a tanto em tecidos
tumorais como em linhagens celulares. Apoiando esses achados, Vaitkiene et al.1®
recentemente concluiram que pacientes acometidos por GBM com menor expressao
do miR-34a, possuiam um volume tumoral significativamente maior, quando
comparados aos com maior expressao. Contrariando esses achados, Jesionek-
Kupnicka'®? detectaram maior expressdo do miR-34a nos tecidos de glioblastomas,
entretanto, menor expressdo nos pacientes que apresentavam mutagdes no gene
TP53.

A relacdo do miR-34a com o TP53 e seu potencial efeito antitumoral ja foi
relatada anteriormente evidenciando miRNA atuando como uma fenocopia de P53.
95,99,102

Um desses estudos observou que linhagens celulares com TP53 mutado
expressavam menos miR-34a do que aquelas com TP53 em sua forma selvagem.®®

Muitos mRNAs alvos de miR-34a sdo envolvidos em processos fundamentais
no desenvolvimento e progressao tumoral. Ao se ligar na regido 3'-UTR desses
MRNAs, miR-34a induz a sua degradacdo (em uma ligacéo perfeita) ou interfere na
sua traducdo (ligacdo parcial).1%3 A maioria desses mMRNAs alvos sédo responsaveis
pela traducdo de proteinas antiapoptéticas (SIRT1 e Bcl2) ou envolvidas no
processo de invasao celular (c-MET) e fatores essenciais para a transicdo G1/S do
ciclo celular (c-MYC, CDK4, CDK6 e E2F).%! Agindo sobre essa variedade de
MRNAs, miR-34a provoca um silenciamento de diversos genes chave (Tabela 2),
agindo contrariamente a etapas importantes na carcinogénese em diversos tipos de

tumores.
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Tabela 2. Alvos do miR-34a e efeitos associados em tumores.

Gene Alvo Efeito do silenciamento génico induzido pelo miR-34a Referéncia
AR Apoptose e inibicdo da autorrenovacao celular 104
Bcl-2 Apoptose, inibico da proliferacéo, invaséo e viabilidade 105,106
ccL22 Inibicdo do crescimento e sobrevivéncia tumoral 107
CD24 Inibicio da tumorigénese e metastase otz
c-Kit Inibicdio da quimiorresisténcia e invaséo 109
c-Met Apoptose, inibicdo da invaséo e migragéo 110.111
c-Myc Inibicdio da invas&o e migracéo 112
E2F1/E2F3 Controle ciclo celular 113
Eag1 Inibicdo da proliferacdo 114
HDAC1 Regulagéo da P53 e inibigdo do crescimento tumoral e
IMPDH Inibicio do crescimento e sobrevivéncia tumoral 116
LMTK3 Inibic&o da proliferacdo celular 117
LyGDI Apoptose por radiossensibilidade 118
MDM4 Regulacdo da P53 119
MTA2 Regulagéo da P53 115
Musashil Apoptose, diferenciacéo e cor;;gllﬁecrigg(gglo celular, além da inibicdo da 120
Notch Radiossensibilidade, inibico da tumorigénese e progresséo tumoral 104,121,122
PDGFR a Apoptose, inibicdo da tumorigénese, migrag&o e invaséo 1z 12y
PDGFR 8 Apoptose, inibicdo da migracdo e invasido 123
PNUTS Inibigio do alongamento dos telémeros L5
Receptor Ax| Inibicdo da proliferacdo, migracéo e invasio 126,127
SIRT1 Apoptose, inibicao da proliferagéo, migragéo e senescéncia i e
Src Inibigdo da invas&o e metastase 108
Survivina Apoptose, inibicdo da proliferagdo e invasdo 129 1310
ULBP2 Inibico do reconhecimento do tumor pelas células Natural Killers 131
Yin Yang-1 Regulacéo da P53 115

Dentre as possiveis causas para o silenciamento de miR-34a ha a metilacdo
das ilhas CpG situadas na regido promotora da transcricdo.'®? Caracterizada pela
adicdo de um grupo metil, pela DNA Metiltransferase, ao carbono 5 de citosinas que
antecedem guaninas (CpG), localizadas em regides denominadas ilhas CpG.'%*3 As

ilhas CpG estdo localizadas principalmente nas regides promotoras de genes
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housekeeping e aqueles que se expressam em tecidos especificos.'3* Silenciar um
gene via metilagdo é um evento normal do desenvolvimento e da diferenciagdo
celular, entretanto, a metilacdo aberrante pode silenciar genes importantes no
controle do ciclo celular como supressores tumorais ou os de reparo de danos no
DNA.'3 Além da metilacéo, alteracdes na sequéncia de nucleotideos do MIR34A,
como a delecdo cromossdmica (1p36) e mutacdes no gene TP53, podem impactar
drasticamente a expresséo do miR-34a.%

Em razéo da relevancia do miR-34a nos processos celulares, seu potencial
uso como molécula terapéutica vem sendo avaliado. Um estudo confirmou que a
reexpressao do miR-34a em linhagens de células tumorais aumentou a taxa de
apoptose, promoveu melhor controle do ciclo celular e diminuicdo do crescimento
celular.*®*® Thor et al., ao analisar animais geneticamente modificados com delecéo
do MIR34A, verificaram que tumores implantados, meduloblastoma humano, apos a
reexpressao do MIR34A, exibiram maior taxa de apoptose, e a0 mesmo tempo,
menor viabilidade e proliferacdo celular. Como consequéncia, reduziu a expressao
de seus genes alvos, SIRT1 e MYCN, importantes na iniciacdo e progressao
tumoral.®® Em outro estudo, com linhagens de cancer colorretal, apds a transferéncia
do equivalente sintético do miR-34a, notou-se queda na migracdo, invasao e
proliferacdo celular e também o aumento na expressdo de EGR1 e reducdo da
expressdo do gene da vimentina, associada a maior migragdo e invasdo tumoral.'%’

Nesse contexto, miR-34a representa, além de um potencial agente supressor
tumoral, um possivel alvo terapéutico e marcador biolégico no diagndstico,
prognostico e acompanhamento nos processos da carcinogénese de diferentes tipos
de tumores e estudos adicionais sd0 necessarios para esclarecer 0s mecanismos

moleculares em que ele atua.
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Resumo

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), embora considerados raros,
contribuem de forma significativa para a morbidade e mortalidade mundial. Dentre os
tumores do SNC, o glioblastoma multiforme (GBM) apresenta o pior prognéstico, com
altas taxas de proliferacdo, invaséo e dificil excisdo cirdrgica completa. Atualmente,
os microRNAs (miRNAs) tém sido considerados importantes ha génese e progressao
do cancer, uma vez que participam da regulacdo de diversos processos biolégicos
como o controle da proliferacdo, diferenciacdo celular e apoptose. O miR-34a é
ativado por TP53 e atua no controle pés transcricional da expressdo de genes
envolvidos na proliferacdo celular. A sub-expressdo do miR-34a ja foi associada a
progressdo do cancer em varios tipos celulares. Esse microRNA pode ser silenciado
tanto por mutacées no TP53 ou delecdo da regido cromossdémica 1p36 quanto por
metilacdo na sua regido promotora. Nesse contexto, esse estudo teve como objetivos
definir o perfil de metilacdo da regido promotora e a expressao relativa do miR-34a
em amostras de glioblastoma multiforme, quando comparados com o tecido glial
normal. A maioria dos casos (82.5%) exibiu subexpressdo de miR-34a, contudo,

poucos casos apresentaram metilacdo na regido promotora da transcricao.

31



Concluimos que a metilacdo, em nosso estudo, parece ndo ser o principal mecanismo
envolvido no silenciamento do miR-34a, mas sua significante sub-expressao sugere
gue esse microRNA representa ser um importante supressor tumoral, como potencial
biomarcador no diagnostico e prognéstico, além do potencial uso adjuvante como

molécula terapéutica em GBM.

Palavras-chave: glioblastoma, miR-34a, metilagdo, SNC
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Introducéo

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) correspondem ao 182 tipo de
cancer mais frequente, independente do sexo!, representando 1,7% de todos os
tumores malignos relatados no mundo.? Apesar de serem considerados raros, 0s
tumores do SNC, contribuem de forma significativa para a mortalidade no mundo e
tem-se observado um aumento de sua incidéncia e mortalidade nos Ultimos anos.®*

Dentre os tumores do SNC, os gliomas sdo neoplasias originarias das células
da glia encefdlica, cuja principal funcéo é dar suporte nutricional, sanguineo, estrutural
e de defesa aos neurdnios. Sao classificados segundo o tipo celular que os originou
como astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas e oligoastrocitomas (gliomas
mistos). Dentre os gliomas, 70% s&o astrocitomas, 10-15% séo oligodendrogliomas e
3-5% sao do tipo ependimomas.

Os astrocitomas sao derivados das principais células de sustentacao da glia,
os astrocitos. Classicamente, o0s astrocitomas sao classificados pela OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) de acordo com o grau de malignidade em
astrocitomas pilociticos (grau 1), astrocitomas difusos fibrilares (grau Il), astrocitomas
anaplasicos (grau lll) e glioblastomas multiformes (grau V).

O glioblastoma multiforme (GBM) ocorre mais frequentemente em adultos e
corresponde a aproximadamente 50% dos tumores malignos do SNC. Séo
clinicamente agressivos e muito invasivos, com capacidade de invasdo extra-axial e
progndstico ruim, com uma média de 15 meses de sobrevida apés o diagnéstico.>®

Estudos sugerem que o GBM pode evoluir a partir dos astrocitomas de baixo
grau (I e Il) pré-existentes ou a partir da tumorigénese de células morfologicamente
normais, sendo assim, denominados glioblastoma secundario ou primario,
respectivamente.’?

As vias moleculares envolvidas no desenvolvimento e progressao dos
glioblastomas ainda ndo séo totalmente conhecidas. Contudo, dentre as alteracdes
genéticas mais frequentemente observadas estdo a LOH 10923 (perda da
heterozigosidade do cromossomo 10g23) (em aproximadamente 70% dos casos),
metilacdo no gene de reparo do DNA MGMT (DNA O(6) metilguanina-
metiltransferase) (30 - 60%), mutacdes em EGFR (Receptor de Fator de Crescimento
Epidérmico) (57%), mutacdes no PTEN (principal via de sinalizacdo para proliferacéo

celular) (44%) e mutacGes no gene que codifica a enzima IDH1 (correlacionada ao
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aumento da metilagdo de histonas, alterando expressdo génica e promovendo
transformacéo oncogénica) (12%).%-4

Estudos sugerem que o0s glioblastomas primarios e os secundarios diferem
guanto as vias moleculares alteradas. Nos glioblastomas primarios pode-se verificar
a predominancia de mutacdes em TERT (regido promotora da transcriptase reversa
da telomerase) (~80%), delecdo do gene CDKN2A (31~52%) e alteracdes no EGFR
(36~60%); nos glioblastomas secundarios observam-se mutacdes em IDH1 (88%) e
TP53 (65%), ATRX (57~80%), além da LOH 19q (perda da heterozigosidade do
cromossomo 19q) (54%).8:15-18

Atualmente, vem sendo relatada a importancia dos microRNAs (miRNAS) na
regulacdo de diversos processos biologicos como o controle da proliferacao,
diferenciacdo celular e apoptose.'®2® Os miRNAs sdo moléculas de fita simples, néo
codificadoras de proteinas, envolvidas no controle da expressao de 30% a 50% dos
genes humanos.?*#?> Frequentemente, esse controle ocorre pela ligacdo dessas
moléculas na regido 3’ ndo traduzida dos RNA mensageiros (RNAm).26:27

A relevancia dos miRNAs nos processos fisiologicos celulares tem despertado
0 interesse sobre a importancia da desregulacdo na sua expressdo em eventos
patolégicos celulares, dentre eles o cancer. Alvo do gene TP53 (Tumor Protein P53),
o microRNA-34a (miR-34a) tem se destacado por seu potencial efeito antitumoral, por
meio da regulacdo de processos fundamentais no desenvolvimento e progressao de
tumores, como ciclo celular, apoptose, diferenciacdo, proliferacdo, invasao e
metastase.?8-33

A desregulacdo da expressdo do miR-34a foi relatada em diversos tumores,
incluindo o glioblastoma, tendo como possiveis causas mutacfes no TP53 e/ou
delecdo do cromossomo 1p36 e silenciamento por metilacdo na regido promotora da
transcricdo no gene MIR34A .343%

Nesse contexto, esse estudo teve como objetivos definir o perfil de metilacéao
da regido promotora e a expressao relativa do miR-34a em amostras de glioblastoma

multiforme, comparados com o tecido glial normal.

Casuistica e Metodologia
Casuistica
Amostras de tecido tumoral de 40 pacientes acometidos por glioblastoma

multiforme e assistidos pelo Servico de Neurocirurgia do Hospital das Clinicas da
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Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP foram incluidos nesse estudo. Como
parametro de normalidade de tecidos n&o tumorais do Sistema Nervoso Central (SNC)
11 amostras de tecidos gliais foram obtidas por ocasido de necropsia de individuos
cujo Obito ndo fora causado por cancer ou outras doencas, provenientes do Servi¢co
de Necropsia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu
— UNESP.

Metodologia

PCR quantitativo em Tempo Real (qPCR)

RNA total foi isolado das amostras tumorais e ndo tumorais pelo RecoverAll™ Total
Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion, Austin, Texas), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. O cDNA foi gerado a partir de 1 ug de RNA total usando High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) e primers reverse especificos
de cada gene (alvo e enddgeno) (tabela 1). A RT-qPCR foi realizada no ABI PRISM
7500 (Applied Biosystems), utilizando a GoTag® gPCR Master Mix (Promega,
Madison, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. As reacfes foram
realizadas em duplicata, cada uma composta por 2 uL de cDNA, 6,25 uL de tampéao
de amplificacdo GoTaq qPCR Master Mix 2X, 0.3 uM de cada primer e agua livre de
nucleases para um volume final de 12,5uL.

Os primers usados na RT-gPCR para o pri-miR-34a% e RNA U6 (enddgeno)
estdo descritos na tabela 1. cDNAs provenientes de amostras de tecido glial néo-
tumoral foram utilizados como controle (calibrador) na quantificacéo relativa (RQ),

calculada pelo método comparativo de Cr (2"22€T) segundo Livak e Schmittgen®’.

Tabela 1 — Sequéncia de primers e condi¢es de reacdo para RT-gPCR e MSP-PCR

Alvo Primer (5’- 3’) forward Primer (5’- 3’) reverse Tamanho Temperatura
(pb) anelamento
pri-miR-34a CGTCACCTCTTAGGCTTGGA CATTGGTGTCGTTGTGCTCT 128 60°C
RNA U6 TCGCTTCGGCAGCACATATAC GCGTGTCATCCTTGCGCAG 123 60°C
miR-34a-MET GGTTTTGGGTAGGCGCGTTTC TCCTCATCCCCTTCACCGCCG 122 60°C
miR-34a-UMET  IIGGTTTTGGGTAGGTGTGTTTT AATCCTCATCCCCTTCACCACCA 126 63°C
| = inosina
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MSP-PCR (PCR Especifica para Metilacao)

O DNA foi isolado dos tecidos tumorais e ndo tumorais pelo DNeasy Blood and

Tissue kit (Qiagen). Apés a extragdo, 1 ug de DNA foi tratado com bissulfito de sodio
pelo EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen), de acordo com as orientacbes do fabricante. O
DNA modificado foi amplificado com primers especificos (tabela 1) para as condicdes
de promotor de miR-34a metilado e ndo-metilado.3® MSP-PCR foi realizada em dois
tubos individuais com 25 pL de reagéo contendo 1X Platinum Tag Buffer, 1,5 mmol/L
MgCl2, 0,2 mmol/L de cada dNTP, 0,4 umol/L de cada primer, 1U de Platinum Taq
DNA Polymerase (Invitrogen) e 2 yL do DNA tratado. DNA metilado in vitro por Sss-|
methylase (New England Biolabs) foi usado como controle positivo e 4gua foi usada
como controle negativo. Os produtos de PCR metilado e ndo-metilado (122 e 126
pares de bases, respectivamente) foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6%,

corado por nitrato de prata.

Andlise estatistica

Foi realizada estatistica descritiva dos dados com frequéncia e porcentagens
para as variaveis gqualitativas. Para as variaveis quantitativas, foram avaliados a
média, mediana, desvio padrdo e valores de minimo e de maximo. Para verificar
expressao relativa de MIR34A foi realizado um teste de proporcédo. E para verificar a
associacao entre a expressao e as variaveis explanatorias de interesse foi realizado
um Teste Qui quadrado (x?) ou Exato de Fisher, quando necessario. JA para comparar
a expressao com idade foi realizado o Teste tStudent apos realizar o Teste de
normalidade para verificar a distribuicdo dos dados, e 0s mesmos apresentaram uma
distribuicdo simétrica. Para testar a concordancia entre as variaveis expressao e MSP-
PCR foi calculado o coeficiente Kappa. Considerou-se valor de p<0.05 como nivel de
significancia. O programa utilizado para realizar as analises foi 0 programa SAS,

versao 9.4.

Consideracoes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP mediante parecer 3.241.332 (CAAE
06516918.5.0000.5411) e foi conduzido de acordo com o protocolo da Declaracao de
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Helsinki de 1964 (revisado em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000). Todos 0s participantes

deste estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Resultados

Dentre os 40 pacientes incluidos nesse estudo, 24 (60%) eram do género
masculino e 16 (40%) do género feminino. A mediana das idades foi 58 anos (desvio
padréo + 14.34).

Expressao relativa de miR-34a

A expressao do transcrito primario do miR-34a (pri-miR34a) nos tecidos tumorais
foi comparada a dos tecidos gliais normais®’. Em 33 casos (82.5%) de glioblastoma
houve reducdo da expressdo do miR-34a quando comparados ao grupo controle
(p<0.0001, teste qui-quadrado (x?)) (Figura 1). As amostras foram distribuidas por
género e idade e a mesma proporcéo foi mantida (x? e teste t de Student), indicando
uma distribuicdo simétrica dos resultados, ndo influenciados pelo género e/ou pela

idade do grupo amostral.

Expressao miR-34a em Glioblastoma
Multiforme
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Figura 1. Gréfico de dispersdo dos valores de expressao
relativa (log?) do miR-34a em 40 casos de glioblastoma
multiforme (p<0.0001), distribuidos por género (p=0.4968). As
medianas sao indicadas pelas linhas tracejadas.
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MSP-PCR

O perfil de metilacdo da regido promotora do gene MIR34A foi avaliada por
MSP-PCR. Nove amostras tumorais (22.5%) apresentaram-se metiladas, dentre elas
guatro casos do género masculino e cinco femininos. Uma das amostras do grupo
controle (1/11; 9.1%) estava metilada. Quando os grupos foram comparados, néo foi
observada significancia estatistica (22.5% vs 9.1%, p=0.321, x?). A mediana das
idades dos casos metilados e ndo metilados foram 62 e 58 anos, respectivamente.
N&o houve diferenca na média das idades entre os dois grupos (56,8 vs 57,9 anos).
A figura 2 ilustra um gel de eletroforese para a visualizacdo do resultado de MSP-
PCR.

Ladder 231 155 Ctrl+ Neg
100pb M U M U M H,O

Figura 2. Imagem ilustrativa dos resultados da MSP-PCR em gel de poliacrilamida 6% revelados
com nitrato de prata. M: produto amplificado com primers para a regido metilada (122 pares de
bases); U: produto amplificado com primers para a regido ndo metilada (126 pares de bases).
Caso 231 (metilado) e Caso 155 (ndo metilado); Ctrl+ (controle positivo metilado in vitro por Sss-
| methylase (New England Biolabs)); Neg: reacdo sem DNA.

Para testar a concordancia entre a expressado (QPCR) e metilacdo (MSP-PCR)
de miR-34a foi calculado o coeficiente Kappa e nédo fui encontrada associacao

estatistica significante entre essas duas variaveis (p=0.1342).

Discusséao e Concluséao

O miR-34a apresenta um potencial efeito antitumoral e, como alvo
transcricional direto do gene TP53,3%-40 participa do controle do ciclo celular e
apoptose, indispensaveis para a o crescimento normal da célula. A sub-expressao do
miR-34a ja foi associada ao desenvolvimento e/ou progressao de varios tipos de
tumores.?84-48 Observamos uma marcante reducdo da expressdo do miR-34a em
82.5% (33/40; p<0.0001) dos glioblastomas multiformes (GBM) analisados em nosso
estudo. Esses dados corroboram outros ja publicados por Yunging Li et al,® que
mostraram expressdo de miR-34a regulada negativamente em GBM e em gliomas
P53 mutantes, quando comparados ao tecido normal. Um estudo envolvendo a

transferéncia de um miR-34a mimico (artificial) a linhagem de glioma U251 (miR-34a
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sub-expresso) induziu a restauracdo da sua expressao, resultando na inibicdo do
crescimento, parada do ciclo celular na fase GO-G1 e apoptose. Além disso, a
restauracdo do miR-34a reduziu significativamente as capacidades de migragcao e
invasao in vitro.*°

Yuen Ngan Fan et al®® demonstraram relevancia do miR-34a na sensibilidade
de GBM e meduloblastoma a quimioterapia, mesmo quando esses tumores possuiam
mutagdes em TP53, que conferem quimioresisténcia. Tais resultados mostram que a
necessidade de uma via de sinalizagdo funcional da P53 pode ser contornada pela
ativacao direta do miR-34a nas células tumorais cerebrais. Os principais desafios da
terapia nos GBM estdo relacionados a sua localizacdo e ao alto grau de
heterogeneidade inter-tumoral, resultado de diferentes combinacdes de alteracbes
genéticas.® Contudo, a maioria (82.5%) da casuistica analisada no presente estudo
apresentou miR-34a sub-expresso, e tais resultados associados a estudos
anteriores® sugerem o potencial uso do miR-34a como molécula terapéutica
adjuvante em GBM.

A hipermetilacdo na regido promotora de genes supressores tumorais e 0
consequente silenciamento transcricional € bem conhecido®' e a sua importancia para
a carcinogénese e progresséo tumoral é equitativa as mutacdes.*® De maneira inédita,
nosso estudo analisou o perfil de metilacdo da regido promotora da transcricdo do
MIR34A em amostras de glioblastomas. Apenas 22.5% (9/40) dos casos estudados
estavam metilados e a andlise de concordancia (Kappa) entre os perfis de expresséo
(gPCR) e metilacdo ndo apresentou associacfes relevantes entre as duas variaveis
(p=0.1342). Na literatura, alguns tipos tumorais apresentaram alta frequéncia de
hipermetilacdo em MIR34A como o cancer de prostata (79.1%), melanoma (62.5%),
cancer de bexiga (33.3%) e de pulmao (29.1%) e outros apresentaram menor
frequéncia como o cancer de mama (25%), rins (21.4%), pancreas (15.7%) e colon
(13.0%), como em nosso estudo.3® Além da metilagdo, outros mecanismos podem
estar envolvidos no silenciamento de miR-34a como a delecdo cromossdmica 1p36
(onde o gene esta localizado), e também mutacfes em TP53. A transcricdo de miR-
34a é ativada por p53 e este, por sua vez regula a expressao de mdultiplos genes
envolvidos nas origens e progressao do cancer, como SIRT1, BCL2, MYC, CDK4/6,

NOTCH1, MET, entre outros.5>> As andlises de mutacdes e expressdo de TP53 néo
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foram realizadas em nosso estudo mas devem ser levadas em consideracdo em
estudos futuros que investigam essa importante questao.
Uma das amostras de tecido glial normal apresentou-se metilada (1/11; 9.1%).
A metilagdo parece ocorrer precocemente durante a progressao do tumor e, assim,
apresenta potencial de aplicacées no diagndstico e avaliacéo de risco no futuro.>
Os resultados do presente estudo mostraram que o miR-34a esta sub-expresso
na maioria dos casos de GBM e que a metilagdo parece nao ser o principal mecanismo

envolvido no silenciamento desse miRNA.
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ANEXO 2

Tabela 1 - Dados gerais da casuistica e resultados.

P - . METILACAO | gPCR Relativa*
CODIGO | IDADE | GENERO | CLASSIFICACAO | GRAU MIR3A%A q miR-34a
1 70 M GBM v N-MET 0,012230
3 59 M GBM v N-MET 0,747846
16 58 M GBM v N-MET 5,564495
30 32 F GBM v N-MET -1,611824
35 58 M GBM v N-MET -0,845571
41 45 M GBM v N-MET -1,686597
49 56 M GBM v N-MET 3,684861
54 20 F GBM v MET 2,905888
55 75 M GBM v MET -4,997296
58 23 F GBM v N-MET -6,693257
77 64 M GBM v N-MET -6,691748
78 46 M GBM v MET -4,646627
82 45 M GBM \Y] N-MET -4,321364
101 73 F GBM v N-MET -8,117737
128 56 M GBM v N-MET -3,449838
139 82 M GBM v MET -2,537556
143 58 F GBM v N-MET -4,485028
147 67 F GBM v N-MET -0,554289
150 73 M GBM v N-MET -1,691292
155 79 F GBM v N-MET -6,006114
161 86 F GBM v N-MET -1,619296
163 63 M GBM v N-MET -1,048149
169 58 M GBM v N-MET -2,417999
173 61 F GBM v N-MET -1,402189
178 47 M GBM v N-MET -2,867875
179 50 F GBM v MET -2,703863
189 51 F GBM v N-MET -4,929149
197 54 F GBM v N-MET -3,609736
207 34 F GBM v MET -1,331204
212 51 M GBM v N-MET -4,127323
220 65 M GBM v N-MET 0,786320
224 55 M GBM v N-MET -4,010011
226 73 F GBM v MET 0,550168
228 52 F GBM v N-MET -1,414018
229 58 M GBM v N-MET -1,833725
236 57 M GBM v N-MET -1,407185
239 69 M GBM v MET -5,504863
240 62 F GBM v MET -2,901580
246 58 M GBM v N-MET -6,448761
247 63 M GBM v N-MET -3,373095

GBM = Glioblastoma; N-MET = ndo metilado; MET = metilado

*valores expressos em Log2; Expressao relativa calculada pelo método comparativo de

Cr (222CT) segundo Livak e Schmittgen, 2001.
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