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ABSTRACT

Gliomas are subdivided into astrocytoma, oligodendroglioma and oligoastrocytoma based on
immunophenotypical similarity to a cell of putative origin. Various molecular aberrations of
gliomas such as, the combined loss of chromosome arms |p and 19q, the presence of
isocitrate dehydrogenase (IDH) mutation and MGMT promoter hypermethylation, harbor
diagnostic, prognostic, or predictive information. (Kros et al, 2015) The clinical importance
of genetic or immunohistochemical biomarkers derived from the resected tumour or biopsy
is well established, but repeated sampling of tumour tissue is not always appropriate, and
circulating biomarkers are necessary to avoid repeated biopsies. Great efforts have been
made to validate biomarkers reflecting the genetic profile of a tumour. In the circulation,
such biomarkers include circulating tumour cells, and cell-free nucleic acids that can either
circulate freely in the plasma or be packaged into extracellular vesicles. (Westphal e
Lamszus, 2015) Inclusion of circulating biomarkers in clinical daily practice is warranted in an
effort for more effective prognosis, personalized therapy and therapy monitoring in the

future of patients.
RESUMO

Os gliomas sao subdivididos em astrocitomas, oligodendrogliomas e ependimomas com base
na semelhanga imunofenotipica da célula que Ihe deu origem. Varias alteragoes moleculares
tém sido detetadas em gliomas, tais como a perda combinada dos bragos dos cromossomas
Ip e 19q, a presenga de mutagao nos genes que codificam a enzima isocitrato desidrogenase
(IDH) e a hipermetilagao do promotor do gene MGMT, com valor de diagndstico,
progndstico e preditivo. (Kros et al., 2015) E conhecida a importéncia clinica de marcadores
genéticos ou imunohistoquimicos derivados da resse¢ao ou bidpsia do tumor mas a recolha
frequente de amostras de tecido tumoral nao é facil e os biomarcadores circulantes sao
necessarias para evitar biopsias repetidas. Tém sido feitos esforgos na tentativa de validar
biomarcadores que reflitam o perfil genético de um tumor. Na circulagao, esses
biomarcadores incluem células tumorais e acidos nucleicos, que podem tanto circular
livremente no plasma ou estar inseridos em vesiculas extracelulares. (Westphal e Lamszus,
2015) A inclusao de biomarcadores circulantes na pratica clinica vem permitir um
prognostico mais efetivo, uma terapia personalizada e a monitorizagao da terapia dos futuros

doentes.
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I. INTRODUCAO

O cancro &, nos dias de hoje, uma das principais causas de morte no Mundo, constituindo

um dos principais problemas de Satde Publica. (Siegel, Miller e Jemal, 2016)

Os gliomas, por sua vez, sao os tumores cerebrais primarios mais, frequentes, com uma

incidéncia anual de ~3,5/100 000. (Stupp et al., 2014)

Atualmente, o diagndstico destes tumores é baseado em estudos de imagem e, para um
diagnostico mais preciso, € requerido tecido tumoral para uma andlise histologica. Este
tecido é obtido através da biopsia ou ressegao o que representa um risco quando os gliomas
estao localizados em zonas de dificil acesso. Para além da dificuldade na recolha de tecido,
estas zonas podem apresentar resisténcia a radio e quimioterapia e pode nao ser possivel
realizar uma cirurgia de remocao. Por estas razoes, € de extrema importancia encontrar
novas estratégias que permitam um diagnostico precoce, um tratamento infalivel e uma

monitorizagao mais efectiva. (Liang e Shen, 2011)

Os estudos feitos em gliomas, nos dltimos anos, tém identificado marcadores de diagnostico,

de prognéstico e preditivos, suscetiveis de ajudarem a definir a classificagao histologica.

A presenca de mutagoes em genes que codificam a proteina isocitrato desidrogenase | e 2
(IDHI e IDH2) em astrocitomas, oligodendrogliomas e glioblastomas, a codelecao 1p/19q
em oligodendrogliomas e a hipermetilacio da regiao promotora do gene MGMT em

glioblastomas e astrocitomas sao considerados dos marcadores mais interessantes em

gliomas. (Guedes, 2010)

Sujeitar os doentes a uma série de bidpsias invasivas €, na maioria das vezes, impraticavel,
pode ser doloroso e, em alguns casos, € anatomicamente desafiante e com riscos associados.
Também é de salientar que bidpsias num Unico local provavelmente nao conseguem capturar
a complexidade genomica do tumor do doente no seu todo, devido a heterogeneidade

intratumoral profunda. (Krebs et al., 2014)

Os biomarcadores circulantes surgem assim como um meio complementar as tradicionais
amostras de biopsia. Captados através de um teste de sangue minimamente invasivo, e
prontamente passiveis para amostragem sérica, tém a capacidade de informar acerca da
heterogeneidade do tumor e da sua evolugao, embora ainda permanega por determinar o

quao util podem ser na clinica.
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2. CANCRO

O cancro é a primeira causa de morte em paises economicamente desenvolvidos e a
segunda causa de morte em paises em desenvolvimento. O nimero de novos casos esta a
aumentar em paises desenvolvidos como resultado do envelhecimento e crescimento da
populacao, assim como, devido ao aumento crescente da adogciao de estilos de vida

associados ao cancro, como fumar, inatividade fisica e dietas “ocidentais”. (Torre et al., 2015)

Apresenta-se assim como o maior problema a nivel de salde puablica com,
aproximadamente, 14 milhdes de novos casos diagnosticados e mais de 8 milhdes de mortes
em 2012, em todo o mundo. Espera-se, contudo, que o nimero de novos casos cresga mais
70% nas proximas 2 décadas. (WHO | Cancer, 2016) No que diz respeito ao panorama
portugués, em 2012, houve mais de 49 mil novos casos de cancro e esperam-se, em 2035,

mais de 14 mil novos casos do que os verificados em 2012. [Figura 1]

A transformagao de células normais em células cancerigenas e a conservagdo do estado
maligno estao associadas a desregulagoes genéticas e ambientais, a respostas de sinalizagao
celular alteradas e a interacgoes com o microambiente. Estas alteragoes estao em constante
evolugao pois as células tumorais estdo sujeitas a pressoes induzidas pelas células em si, pelo
microambiente em que estdo inseridas e pelas terapias que lhes sdo aplicadas. Os tumores
sao também ecossistemas complexos onde diferentes subpopulagoes tumorais, por vezes
heterogéneas, e uma variedade de células nao-tumorais coexistem e evoluem de forma
constante. As interagoes entre as células e as moléculas, que surgem como resultado dessas
alteragoes, e os ecossistemas sao ainda mais complexas. As investigagoes na area do cancro
estdo, cada vez mais, a integrar essa complexidade e a adotar uma combina¢ao de métodos
que lhes permita compreender e entrever a actividade das células cancerosas. (Du e

Elemento, 2014)

Os maiores desafios desta doenga sao a sua detegao precoce, a melhoria na estratificagao
dos doentes e a previsao da resposta terapéutica e desenvolvimentos nestas areas

prometem resultados mais favoraveis na progressao da doenga para os doentes. (Lowes e

Allan, 2014)
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3. GLIOMAS

Os tumores cerebrais compreendem um espectro heterogéneo de neoplasias que inclui
aproximadamente |20 tipos e variantes de tumores cerebrais primarios e uma variedade de

neoplasias secundarias (metastases). (Louis et al., 2007)

Existem diferentes tipos de tumores do Sistema Nervoso Central (SNC). De forma mais
genérica, podem ser classificados em tumores do tecido neuroepitelial (incluem os gliomas),
em tumores germinativos (incluem os medublastomas e os neuroblastomas), em tumores

dos nervos periféricos e em meningiomas, entre outros. (Guedes, 2010)

Os gliomas sao o tipo mais comum de tumor cerebral primario, compreendendo cerca de
50% de tumores cerebrais malignos em adultos. Sao responsaveis por 189,000 novos casos e
142,000 mortes anualmente (1,7% de novos casos de cancro e 2,1% de mortes por cancro),

apresentando-se como um dos cancros com maior mortalidade. (Torre et al., 2015)

Sao assim denominados porque tém origem em células da glia e sao subdividos em
astrocitomas, oligodendrogliomas e ependimomas com base na similaridade no perfil
imunofenotipico das células quem lhes dao origem. Tumores que exibam uma mistura de

diferentes células sao denominados oligoastrocitomas. (Kros et al., 2015)

Os glioblastomas, os tumores cerebrais primarios mais comuns, sao responsaveis por
aproximadamente 60 a 70% dos gliomas malignos, o astrocitoma anaplasico por 10 a 15%, e
os oligodendrogliomas anaplasicos oligoastrocitomas anaplasicos por 10%. A incidéncia
destes tumores aumentou ligeiramente ao longo das ultimas duas décadas, especialmente em
idosos, como resultado, principalmente, do aperfeigoamento das técnicas de neuroimagem.
Os gliomas malignos sao 40% mais comuns em homens do que em mulheres e duas vezes
mais comuns entre a populacdo caucasiana do que na africana ou asiatica. Nenhuma causa
subjacente foi identificada para a maioria dos gliomas malignos. O Unico factor de risco
estabelecido é a exposicao a radiagao ionizante. Estima-se que aproximadamente 5% dos
doentes com gliomas malignos tenha uma historia de familia de glioma e alguns destes casos
familiares estiao associados a sindromes genéticos raros. (Wen e Kesari, 2008) Os tumores
malignos podem desenvolver-se em todas as idades, estando o pico de incidéncia situado

entre a quinta e a sexta década de vida. (Stupp et al.,, 2014)



Biomarcadores Em Gliomas:
Conhecimento Atual E Perspetivas Futuras

3.1 CLASSIFICACAO

Os tumores cerebrais sao classificados segundo a Organizagao Mundial de Saide (OMS) de
acordo com similaridade morfologica a células diferenciadas do cérebro, citoarquitetura e
perfil imunohistolégico. Para além da divisao morfologica, a OMS também subdivide os
tumores de acordo com o seu grau — |, Il, lll e IV, em ordem ascendente de malignidade.
Tumores de alto grau (grau Ill e IV) tém um pior progndstico e sao caracterizados
histologicamente pela presenca de atipia nuclear, aumento proliferativo, proliferagao
microvascular e necrose. Tumores de baixo grau (grau | e Il) tém um potencial proliferativo

reduzido e apresentam possibilidade de cura apds ressecgao cirargica. (Louis et al., 2007)

Graus dos Gliomas

Astrocitomas difusos e Oligodendrogliomas

Astrocitoma difuso, IDH mutante 1l

Astrocitoma anaplasico, IDH mutante ]l

Glioblastoma, IDH wildtype v

Glioblastoma, IDH mutante \Y

Oligodendroglioma, IDH mutante e com a codelegaolp/19q Il

Oligodendroglioma anaplasico, IDH mutante e com a I}

codelegao 1p/19q

Outros Astrocitomas

Astrocitoma pilocitico I

Astrocitoma subependimario de células gigantes I

Xantoastrocitoma pleomoérfico Il

Xantoastrocitoma pleomérfico anaplasico ]l

Ependimomas

Subependimoma I

Ependimoma mixopapilar I

Ependimoma Il

Ependimoma anaplasico I}

Tabela | — Graus dos gliomas segundo classificagdo de tumores do SNC da OMS, 2016 [adaptado de
(Louis et al., 2016)]

3.2 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Atualmente, o exame histolégico de tecido tumoral é o procedimento-padrio para o
diagnostico definitivo de glioma, enquanto a tomografia computorizada (TC) e a ressonancia
magnética nuclear (RMN) sao os procedimentos suplementares para definir o estadio da

doenga. (Westphal e Lamszus, 2015)
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No entanto, tanto os testes histopatologicos como a neuroimagem sao insensiveis e
dispendiosos e podem causar hemorragias e danos cerebrais. Desta maneira, é urgente e
altamente necessario desenvolver procedimentos menos invasivos para detetar e

monitorizar gliomas. (Qu, Guan e Liu, 2015)

A detecao precoce de gliomas sera um processo dificil até se comegarem a usar na pratica

clinica biomarcadores especificos associados ao desenvolvimento de este tipo de tumores.

No que respeita a terapia, os gliomas sao tumores dificeis de curar. Normalmente, o
prognostico para pacientes com gliomas de alto grau (especialmente para glioblastomas) é

pior, o que se traduz numa média de sobrevida de apenas |5 meses. (Stupp et al., 2014)

Grau e tipo de célula Sobrevida média
Grau ll

Astrocitoma 7-10 anos

Oligodendroglioma® >10-15 anos
Grau lll

Astrocitoma anaplasico 3.5 anos

Oligodendroglioma anaplasico >10 anos
Grau IV

Glioblastoma I5 meses

*com LOH Ip/19q

Tabela 2 — Sobrevida esperada para doentes com gliomas. [adaptado de (Stupp et al., 2014)]

A abordagem tradicional para tratar gliomas engloba cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A
cirurgia é a abordagem terapéutica inicial comum para a resse¢io do tumor e para a
obtengao de amostras para diagnostico. Os doentes submetidos a ressecao do tumor tém
um prognostico mais favoravel; idealmente sao sujeitos a ressegao total desde que a fungao
neurolégica nio seja comprometida pela extensio da ressecio. E durante a cirurgia que se
obtém o tecido (amostra) e este deve ser em quantidade suficiente para realizar a anilise

molecular. (Stupp et al., 2014)

Um problema notério na medi¢cdo dos efeitos do tratamento é a pseudoprogressao, uma
resposta do tecido cerebral relacionada com a quimio e radioterapia. A pseudoprogressao
do glioma provoca um aumento do edema cerebral, que se assemelha a uma progressao real

do tumor. Esta condicao é provavelmente induzida por uma inflamagao local devida ao
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tratamento, resultando em edema e aumento da permeabilidade anormal dos vasos. Existe
portanto, a necessidade de discriminar o diagndstico ja que a combinagdo de quimio e
radioterapia induz pseudoprogressdo em, aproximadamente, 30% dos casos. Infelizmente,
ainda nao ha técnicas radioldgicas que distingam entre pseudoprogressao e recorréncia
tumoral ou progressdo. A identificagdo da proliferacao de células tumorais em biopsias de
tecido retirado em situagoes de pseudoprogressdo pode ser problematica, e a importancia
da presenga de células disseminadas com as caracteristicas morfolégicas ou moleculares da
lesao original é discutivel. Atualmente, nao ha biomarcadores ou exames radiolédgicos ou
clinicos para distinguir de forma segura entre a recorréncia do glioma de necrose ou para
monitorizar a resposta do tumor a terapia. A existéncia de parametros mensuraveis

objetivos que avaliassem a presenga de tumor, a sua atividade e resposta ao tratamento seria
um acréscimo desejado ao conjunto de técnicas de diagnostico atualmente disponiveis. (Kros

et al, 2015)

4. BIOMARCADORES

Os biomarcadores podem ser definidos como qualquer indicador de diagnostico mensuravel
que € usado para avaliar o risco ou a presenga de determinada doencga. (Gutman e Kessler,
2006) Por outras palavras, podem ser descritos como caracteristicas que sao objetivamente
medidas e avaliadas como indicadores de processos biologicos normais, processos

patogénicos e respostas farmacolégicas a uma intervengao terapéutica. (Atkinson AJ. et al.,

2001)

Existem trés categorias reconhecidas de biomarcadores. Os biomarcadores de diagnostico,
que identificam a presenga de uma doenca especifica. Ou seja, testes moleculares que ajudam
no diagndstico ou na subclassificagao do estadio de uma doenga em particular. A
subclassificagdo pode resultar numa abordagem diferente da doenga mas o biomarcador é
usado primariamente para identificar a doenga tendo por base a amostra obtida do doente.
Os biomarcadores de prognostico, usados para deduzirem a evolugao da doenga
independentemente da terapia. Estes tém uma relagdo com alguns parametros clinicos tais
como a sobrevida ou sobrevida livre de progressao, independentemente do tratamento
prestado. Finalmente, os biomarcadores preditivos, que informam sobre a resposta a um

tratamento particular. Estes prevéem a actividade de uma determinada classe ou tipo de
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terapia e sao usados para ajudar a tomar decisdes de tratamento mais especificas. Sao
utilizados como indicadores do provavel beneficio de um tratamento em especifico para um

doente em particular. (Berghoff et al, ; Redzic, Ung e Graner, 2014)

Os biomarcadores desempenham um papel importante, por vezes, indispensavel na detegao
e monitorizagao de doentes com malignidades. Assim, em doentes assintomaticos, os
biomarcadores podem ser usados na detegao precoce de cancro ou condigoes pré-malignas,
enquanto que em pacientes sintomaticos, os biomarcadores podem ajudar na diferenciagao
entre doenga benigna e maligna. Apés um diagnostico de malignidade, os biomarcadores
podem ajudar no progndstico e na identificagao da terapia mais apropriada. Em doentes que
tenham sido submetidos a cirurgia de ressegao, estes podem ser usados na monitorizagao e
na detecao precoce de possiveis recorréncias da doencga. E no caso de doentes que estejam
a receber tratamento sistémico, os biomarcadores podem proporcionar uma abordagem

menos invasiva para monitorizar a resposta do tumor. (Duffy et al., 2015; Karsy et al., 2015)

Os biomarcadores estao a desempenhar, cada vez mais, papéis importantes na detegao e
tratamento de doentes com cancro. Apesar do grande numero de publicagdes sobre
biomarcadores tumorais, apenas alguns estao a ser usados actualmente na clinica. (Duffy et

al., 2015)

Estratégias de detegao precoce e um tratamento eficaz para doentes com glioma sao pecas
fundamentais para a melhoria dos resultados clinicos e, o desenvolvimento de
biomarcadores para este fim tem sido objeto de investigagao. Sendo produzidos pelos
processos patologicos da progressao do tumor ou pelo sistema hospedeiro em resposta a
este, os biomarcadores podem ajudar a compreender as caracteristicas da neoplasia.

(Manne, Srivastava e Srivastava, 2005)

Os biomarcadores de gliomas podem ser identificados a partir de sangue, de liquido
cefalorraquidiano (LCR) ou diretamente de tecido do glioma. Como os tumores intracranias
nao sao facilmente acessiveis para amostragem, o sangue e o LCR apresentam-se como

fontes preferenciais para pesquisa de biomarcadores. (Kros et al., 2015)
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4.1 BIOMARCADORES ACTUAIS

A convergéncia de esforcos, a abordagem “émica”, que inclui genédmica, transcriptomica,
proteomica e metabdlica, e a jungao de ambos tem permitido compreender a biologia
complexa dos gliomas ao longo das ultimas décadas; como resultado, tém sido propostos
varios alvos terapéuticos. No entanto, poucas foram as alteragdes moleculares e os
marcadores que mostraram serem Uteis no seguimento terapéutico de gliomas e, por isso,
que possam ser chamados de biomarcadores de acordo com a definicao aceite. (Westphal e

Lamszus, 2015)

Para que um teste seja considerado util na sua generalidade, este deve demonstrar validade
analitica e utilidade clinica. A validade analitica inclui a sua reprodutibilidade e qualidade
como teste. A validade clinica implica que o biomarcador consiga identificar 2 grupos que
possam ser distinguidos biologicamente e que apresentem diferentes resultados mas, porém,
nao é suficiente para considerar que deva ser usado como teste de rotina. A utilidade clinica
implica que seja demonstrado um alto nivel de evidéncia, ou seja, que o uso desse marcador
como teste de rotina melhora os resultados no doente suficientemente para poder ser

integrado como teste de rotina. (Berghoff et al.,)

Os biomarcadores genéticos e epigenéticos actualmente analisados sao-no a partir de tecido
tumoral proveniente da ressegao cirurgica ou de bidpsias, caso o tumor nao seja ressecavel.
Devido ao facto da recorréncia de gliomas ser quase inevitavel, o acompanhamento ao longo
do processo dos biomarcadores é imprescindivel para detetar adaptagoes fenotipicas;
contudo, o acesso repetido a biomarcadores requer, atualmente, procedimentos invasivos

tais como re-ressecc¢ao ou re-biopsia. (Westphal e Lamszus, 2015)

Alguns dos biomarcadores usados actualmente em gliomas com evidéncia clinica
comprovada sao a codelecao Ip/19q, as mutagoes somaticas em genes que codificam
isocitrato desidrogenase | e 2 (IDH| e IDH2) e a hipermetilagao da regiao promotora do
gene MGMT. Estes biomarcadores podem ser identificados a partir de tecido do glioma e

apresentam valor diagndstico, prognostico ou preditivo.

4.1.1 MUTACAO IDH1/2

Os genes isocitrato desidrogenase | e 2, IDHI| e IDH2, parecem estar envolvidos em

processos metabolicos importantes, assumindo papéis relevantes na biologia do cancro.
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As enzimas isocritrato desidrogenase catalisam a descarboxilagao oxidativa de isocitrato a a-
cetoglutarato (a-KG) no ciclo de Krebs. Durante este processo, o NAD+ ou o NADP+ sao
reduzidos a NADH ou NAPH, respetivamente, dependendo da isoforma que catalisa a
reagao. Ha 3 isoformas diferentes, NADP(+) citosolico — IDH especifico (IDHI), NADP(+)
mitocondrial — IDH especifico (IDH2), NAD(+) mitocondrial — IDH especifico (IDH3). A
enzima IDHI ¢ ativa no citosol e nos peroxissomas enquanto que a IDH2 esta localizada na
mitocondria. (Mellai et al., 2013) As proteinas IDH3 estao, exclusivamente, localizados na
mitocondria e a sua atividade enzimatica depende de NAD+, desempenhando fungoes no
ciclo de Krebs, como a produgao de energia. Estas proteinas, porém, nao tém sido

associadas com o desenvolvimento de gliomas. (Ying, 2006)

Em células normais, a atividade da IDHI e da IDH2 é regulada pela disponibilidade de
substrato e cofatores. A caracteristica chave deste mecanismo cinético de regulagao € a
direcao da atividade enzimatica. As reagoes catalisadas pelas enzimas IDHI e IDH2 sao
reversiveis mas o mesmo nao acontece com a reagao catalisada pela IDH3. [Figura 2] (Mellai

et al, 2013)

As proteinas IDH desempenham papéis importantes mas distintos numa variedade de
fungoes metabolicas celulares tais como transdugoes de sinais, sintese lipidica, stress
oxidativo e respiragao oxidativa. Em suma, as proteinas IDH desempenham um papel

preponderante na protecgao celular. (McNamara, Sahebjam e Mason, 2013)

Identificadas em 2008 num estudo genomico, feito por Parsons et al, as proteinas IDHI/2
mostraram estar mutadas em, aproximadamente, 5% dos gliomas primarios e em 60-80%
dos gliomas secundarios. Quando observada em gliomas de grau alto, significa que o tumor
se desenvolveu a partir de uma lesao de baixo grau (glioblastoma secundario). De facto, a
mutagao IDHI/2 apresenta-se como uma mutagao no desenvolvimento precoce de
glioblastomas (> 90% amostra com a mutagao IDHI/2) e resulta no aumento da produgao
do oncometabolito D-2-hidroxiglutarato, o qual pode alterar os padroes de metilagao do
DNA nos glioblastomas e alterar a transcricao de genes num grande numero de alvos. As
enzimas IDHI/2 usam NADP+ como cofator na produgao de NADPH. Deste modo, as
mutagoes levam a diminuigao da produgao de NADPH o que, pode sua vez, leva ao aumento
do stress oxidativo, oxidagao do DNA, supressao dos mecanismo de reparagao do DNA e

eventual indugao de danos no DNA. (Krell et al., 2013)
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As mutagoes IDHI/2 sao actualmente consideradas como o primeiro evento na
gliomagénese e uma das alteragoes genéticas mais importantes na biologia do glioma. (Arita

etal, 2015)

Anomalias em ambos os genes, IDHI e IDH2, tém sido associadas com uma melhoria no

prognostico de doentes com gliomas de varios graus. (Stancheva et al., 2014)

Num estudo com 395 amostras de glioblastoma mostrou que, nas 30 amostras que
continham a mutagao, a sobrevida dos doentes aumentou (26.6 vs 14.5 meses). (Labussiere
et al., 2014) Noutro estudo, feito por Jansen et al., foi reportado que esta mutagao estava
presente em 18 de 149 (12%) dos glioblastomas e a sobrevida média de doentes com a
mutagao na IDH foi de 31 meses em comparagao aos |5 meses dos doentes sem a mutagao.

(Jansen et al., 2010)

A frequéncia de cada mutagao varia de acordo com os ensaios. A mutagao mais comum, que
afecta aproximadamente 90% dos mutados IDH, é uma substituicio do aminoacido arginina
por histidina (R132H). Outros tipos de mutagao incluem R132C (4%), RI132L (1%) e R132S
(2%) e R132G (2%). (Preusser, 2012) A mutacao IDH2 no residuo Argl72 é aniloga a
Argl 32 encontrada no gene IDHI. As mutagoes no gene IDH2 tém sido detectadas em ~3%

dos gliomas de grau Il e lll. (Yan et al., 2009)

A mutagao p.R132H no gene que codifica a IDH| é fortemente associada com astrocitomas
enquanto que a mutagao no gene que codifica a IDH2 afecta maioritariamente doentes com
oligodendrogliomas. (Mellai et al, 2013) A mutagao mais comum, p.R132H, pode ser
detectada usando técnicas de imunohistoquimica com um anticorpo monoclonal que é capaz
de detectar a mutagao enquanto as outras mutagoes podem ser detectadas por

sequenciamento. (Stupp et al., 2014)

Um estudo do passado més de maio revelou uma diferencga intrinseca entre os gliomas com
a mutagao IDHI e com a mutagao IDH2. Este estudo vem demonstrar que estas mutagoes
devem, entio, ser consideradas separadamente pois as suas diferengas podem ter

implicagoes no diagnostico e tratamento desses gliomas. (H.-Y. Wang et al., 2016)

As mutagcoes IDHI/2 estao intimamente ligadas com outros fatores de
prognostico/preditivos, tais como a idade do doente, a metilagao do promotor do gene
MGMT ou da codelecao Ipl9q. Apesar do tamanho limitado de coorte, das diferentes
terapéuticas aplicadas e da heterogeneidade dos diferentes tipos de tumores entre cada

estudo poder levar a resultados conflituosos, sabe-se que a presenga/auséncia da mutagao
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IDH1/2 adiciona informagoes valiosas para a previsao do curso clinico da doenca, e deve ser
considerado como um factor de estratificagao em ensaios clinicos de gliomas. (Arita et al.,

2015)

Apesar de a proteina IDH ser uma ferramenta util no prognéstico e diagnostico, atualmente
nao parece ser capaz de prever a resposta a um tipo particular de terapia. (Mellai et al,

2013)

4.1.2 CODELECAO Ip/19q

Os gliomas raramente tém cura e os factores que influenciam o progndstico dos doentes
com esta doenga ainda nao é totalmente compreendido. A perda da heterozigotia do |p/19q
tem vindo a ser conhecida como uma caracteristica molecular tipica de oligodendrogliomas.
No entanto, a associagao entre perda de heterozigotia do |p/19q e a sobrevida permanece

controversa. (Zhao, Ma e Zhao, 2014)

A perda combinada de material genético nos bragos dos cromossomas Ip e 19q é
consequéncia de uma translocagao nao equilibrada entre os bragos dos cromossomas | e 19,
t(1;19)(q10;p10), que leva a formagao de dois cromossomas derivativos, um composto por
Iq e 19p e outro composto por |p e 19q. Subsequentemente, ocorre perda do cromossoma
derivativo der(1;19) (p10;q10), resultando na perda simultinea de |Ip e 199, com retengao

do der(l;19)(ql0;p10). [Figura 3] (Jenkins et al., 2006)

Deste modo, a perda de |p/19q tem-se demonstrado ser uma caracteristica comum entre
os oligodendrogliomas. Estudos sugerem que a perda de heterozigotia esta presente em 80%
dos oligodendrogliomas de baixo grau, 60% dos oligodendrogliomas anaplasicos, 30% dos
oligoastrocitomas anaplasicos e 10% dos astrocitomas difusos (incluindo glioblastomas).

(Zhao, Ma e Zhao, 2014)

E agora reconhecido que doentes com oligodendrogliomas com a codele¢ao |p/19q tém um
prognostico mais favoravel do que aqueles doentes com tumores com um grau equivalente e

com uma aparéncia histolégica similar mas sem a codele¢ao. (Ahmed et al,, 2014)

A codelegao 1p/19q tem também um poderoso valor preditivo na resposta da quimioterapia,
com os doentes a apresentar uma progressao da doenga mais lenta e um aumento de

sobrevida quando tratados com agentes alquilantes. (Ahmed et al., 2014)
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Ha varias técnicas diferentes para testar a codelecao |p/19q: PCR- baseado na anidlise da
perda de heterozigotia, MLPA (multiplex ligation-dependent pobre amplification), aCGH
(array comparative genomic hybridization) e FISH (fluorescence in situ hybridization). As

técnicas de PCR e FISH sao as mais usadas nos meios clinicos. (Preusser, 2012)

De acordo com o relatério da National Comprehensive Cancer Network (NCCN), o teste de
Ip/19q em oligodendrogliomas preenche o critério de alto nivel de evidéncia (IA), suportado
por validagao e utilidade clinica baseadas em ensaios clinicos randomizados, existindo uma
guideline disponivel para a realizagao da analise da |p/19q pelo método FISH. (Berghoff et

al.,)

4.1.3 HIPERMETILAGAO DA REGIAO PROMOTORA DO GENE MGMT

O gene MGMT esta localizado no cromossoma 10926 e contém uma ilha CpG. As ilhas CpG
sao regides no genoma, com cerca de 300-3000 pb, que contém uma elevada percentagem
de citosinas e guaninas (regidces CpG), e estao geralmente localizadas nas regidoes promotoras
dos genes, onde em células normais estao tipicamente nao metiladas, permitindo a
transcricao dos genes. As regioes CpG que se encontram fora das regides promotoras sao,
comummente, metiladas e sao responsaveis pelo silenciamento transcripcional, por exemplo,

das sequéncias repetitivas. (Weller et al., 2010; Hadnagy, Beaulieu e Balicki, 2008)

Em células cancerigenas, a metilagao nas ilhas CpG, localizadas préoximo ou na regiao
promotora de genes envolvidos no ciclo celular, na invasao e apoptose, na supressao
tumoral ou na reparacio do DNA e integridade genomica, tem sido frequentemente
associada com o silenciamento transcripcional em varios modelos tumorais. Um estudo
realizado por Yu et al., mostrou que genes como o MGMT, encontravam-se metilados em
doentes com gliomas, nomeadamente, com astrocitomas, ao contrario do que acontecia em

individuos controlo, em que estes genes nao estavam metilados. (Guedes, 2010)

A O6-metilguanina DNA-metiltransferase (MGMT) é uma enzima de reparagao do DNA que
remove grupos alquilo da posigado O6 da guanina, transferindo-os para uma cisteina.

(D’Alessandris, 2014)

A remocgao de grupos alquilo da Oé-metilguanina (O6-MG) mediada pela enzima MGMT
torna-se relevante na quimioterapia por agentes alquilantes em doentes com glioma, tais
como a temozolomida. A alquilagao do DNA em grande escala produzida pela temozolomida

causa desemparelhamento de bases pois, a guanina metilada, em vez de emparelhar com a
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citosina, emparelha com a timina. Se a O6-MG nao é reparada devido a baixa/nula expressao
do gene MGMT, esta forma um par de base com a timina. Este desemparelhamento é
reconhecido pelas proteinas de reparagao que conduzem a paragem do ciclo e a morte
celular. Pelo contrario, a enzima MGMT pode reverter os danos causados pela metilagao da
temozolomida visto que a sua actividade de reparacio do DNA proporciona resisténcia
contra os efeitos citotdoxicos da metilagio da guanina. Como demonstrado em ensaios
clinicos com doentes afectados por gliomas que foram tratados com o agente alquilante
temolozomida, a terapia ¢é significativamente mais eficaz quando a expressao do gene MGMT

esta reduzida devido a metilagao do promotor. [Figura 4] (Cabrini et al., 2015)

Assim sendo, a hipermetilagao do promotor do gene MGMT emergiu como um importante
marcador molecular em doentes com gliomas. Dados indicam que a metilagao do promotor
do gene MGMT tem um forte valor progndstico quando doentes com glioma anaplasico sao

tratados com radioterapia e quimioterapia com agentes alquilantes.

Stupp et al., num estudo publicado, avaliaram o impacto da temozolomida quando associado
a radioterapia. Dos 206 casos, 45% mostraram ter o promotor do gene MGMT metilado, o
que resultou num prognostico mais favoravel. A média de sobrevida foi de 21.7 meses apos
radio e quimioterapia comparado com os 15.3 meses dos doentes sem a metilagao e a

receber o mesmo tratamento. (Hegi et al., 2005; Stupp et al., 2009)

Ensaios randomizados vieram reforgar o valor prognéstico e preditivo da metilagao do
promotor do gene MGMT. No ensaio clinico NOA-04 com doentes com astrocitomas
anaplasico (grau lll), a metilagao foi eficaz ao prever uma sobrevida (1.9 vs 8.2 meses) e
sobrevida livre de progressao (8.4 vs 4.6 meses), assim como uma melhoria na resposta a
quimioterapia em comparagao com os controlos nao metilados. (Wick et al, 2009) No
ensaio NOA-08, 584 doentes com glioblastoma ou astrocitoma anaplasico foram recrutados
para tratamento com temozolomida associada ou nao a radioterapia. A metilagaio no
promotor do gene MGMT estava presente em 73 dos 209 doentes testados (35% das
amostras) e foi associada com um aumento de sobrevida significativo (11.9 vs 8.2 meses).
Além disso, a sobrevida livre de progressao, definida como o tempo desde a cirurgia até aos
primeiros sinais de progressao ou morte, melhorou em doentes com a metilagao sujeitos a
quimioterapia em relagao a doentes sem a metilagao (8.4 vs 4.6 meses). (Wick et al., 2012)
Estes resultados mostram que doentes com a metilagao respondem melhor a quimioterapia;
contudo, a diferenga entre doentes com glioblastoma e doentes com astrocitomas anaplasico

nao foi estudada, limitando a interpretagao do estudo.
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Além disso, estudos sugerem que nao € apenas um biomarcador de prognostico mas
também um biomarcador preditivo na resposta a temozolomida em doentes com

glioblastoma. (Hegi et al., 2005)

5. BIOMARCADORES CIRCULANTES

Pretende-se que, cada vez mais, os doentes sejam tratados com base na genética do tumor.
Contudo, os genomas dos tumores sdo instaveis e suscetiveis a mudangas quando sujeitos a
pressoes tal como a aplicagao de um determinado tratamento. Deste modo, terapias com
alvos moleculares requerem uma monitorizagao continua do tumor de modo a assegurar
que esse tal tratamento ainda é eficaz ou até mesmo para detectar o surgimento de novos
biomarcadores preditivos. No entanto, como dito anteriormente, bidpsias regulares nao
podem ser realizadas devido a sua natureza invasiva. Além disso, frequentemente, sao
recolhidas pequenas quantidades de material citologico e, portanto, a informagao sobre o
contelldo genético das células é limitado. A incapacidade de obter amostras para a
monitorizagao dos tumores apresenta-se como uma barreira para a terapia. (Heitzer, Auer,

Ulz, Geigl, & Speicher, 201 3a)

Sao necessarios métodos rapidos, de baixo custo e nao invasivos para a identificagao de
potenciais biomarcadores em varios pontos temporais durante o curso da doenca. Deste
modo, células tumorais circulantes, vesiculas extracelulares e acidos nucleicos oferecem uma
oportunidade Unica para a monitorizagio dos tumores de uma forma nao invasiva. Sao
referidos frequentemente como “biopsia liquida” por serem potenciais substitutos do tecido

tumoral propriamente dito. (Heitzer et al., 2013)

Os biomarcadores circulantes surgem com a vantagem de serem encontrados no sangue ou
no LCR. Ao contrario das técnicas usadas até ao momento para detectar os biomarcadores
descritos anteriormente, os biomarcadores circulantes sao facilmente acessiveis, o que
simplifica amostragens repetidas com, consequentemente, um melhor acompanhamento da
doenca. No entanto, estes biomarcadores estao a ser objecto de estudo e ainda nao estao a

ser usados na pratica clinica. (Kros et al., 2015)

As trés principais classes de biomarcadores circulantes em gliomas siao as células tumorais

circulantes, as vesiculas extracelulares (microvesiculas) e os acidos nucleicos circulantes.
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Cada classe de biomarcadores tem as suas vantagens e desafios que estao intrinsecamente

relacionadas com a biologia subjacente. (Holdhoff et al., 2013)

A questao chave relativa a todos os tipos de biomarcadores circulantes é a sua
representatividade de todo o tumor ou, pelo menos, dos aspectos mais relevantes do
tumor. Nesse sentido, muito pode ser aprendido de outras doengas oncoldgicas nas quais a
confiangca em diferentes classes de biomarcadores circulantes tem sido extensivamente
avaliada. A avaliagao do biomarcador deve considerar todas as caracteristicas tumorais e a
meia-vida deste, de maneira a que a dinamica da evolugao fenotipica do tumor e o reflexo
das respostas ao tratamento possa ser seguido com seguranca. As células tumorais
circulantes, por exemplo, contém toda a informagao celular, mas se o tumor nao é
homogéneo, estas representam apenas uma pequena parte do tumor e, desse modo,
apresentam menor relevancia nas decisOes terapéuticas. Pelo contrario, as vesiculas
extracelulares representam mais do secretoma total do tumor: pensa-se que estas derivam
de todas as células do tumor reflectindo assim a composi¢ao heterogénea. E as moléculas
individuais — DNA, RNA e microRNA — apenas podem fornecer informagao acerca dos
genes nelas contidas. O valor clinico dos biomarcadores circulantes em gliomas baseia-se na
precisao com que estes reflectem a biologia do tumor, na adequagao das meias-vidas e
dindmicas ao longo do tempo e da disponibilidade de tecnologia padronizada para a sua

detecao. (Westphal e Lamszus, 2015)

5.1 CELULAS TUMORAIS

As células tumorais circulantes (CTc) tém sido identificadas no sangue periférico de doentes
com cancro com ou sem metastases detectadas clinicamente. (Joosse, Gorges e Pantel, 2015;

Kros et al,, 2015)

Acredita-se que a aquisi¢ao deste fenodtipo invasivo por parte das células tumorais ocorre,
talvez, pelo aumento da hipoxia tecidular que deriva do crescimento do tumor e
consequente competicao pelos recursos, que por sua vez conduz a neovascularizagao e
linfogénese. Um conceito fundamental que surgiu e se mostrou relevante foi a transicao
epitélio-mesenquima (TEM), um processo que se observou pela primeira vez no
desenvolvimento embrionario. A TEM permite que as células epiteliais percam a polaridade
apical-basal, se separem das células vizinhas, adquiram uma morfologia parecida a do
fibroblasto, invadam o estroma circundante e se tornem mais resistentes a apoptose.

Durante este processo, as células tumorais perdem a expressao de alguns marcadores
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especificos do epitélio e comegam a exprimir proteinas do citoesqueleto mesenquimal,
proteinas de adesao, factores de crescimento e cinases. (Friedlander, Premasekharan e Paris,

2014)

As CTc podem representar tao bem ou melhor a heterogeneidade do tumor que uma
biopsia. Foram publicados mais de 1500 ensaios na ultima década, abrangendo tépicos desde
o desenvolvimento tecnolégico (métodos de recolha, caracterizagao e isolamento de CTc),
utilidade prognostica e farmacodinamica do biomarcador, e identificagao de biomarcadores
preditivos baseada em CTc (por exemplo, mutagoes candidatas ou estado dos recetores)

para selecao da terapéutica. (Krebs et al., 2014)

Com os recentes avangos tecnologicos, o perfil de DNA e RNA das CTc pode ser
examinado para determinar o grau de heterogeneidade entre células e o grau de semelhanga

entre amostras de biopsias aparentemente iguais. (Krebs et al., 2014)

O principal desafio técnico para a investigagao das CTc deve-se a raridade de células
tumorais no sangue, que se estima que seja de apenas | em 10’ no sangue de pacientes com
metastases. (Kros et al., 2015) Uma vasta gama de tecnologias surgiu na tentativa de isolar as
CTc. Na sua maioria, estas baseiam-se nos principios de “enriquecimento” e ‘“detec¢ao”.
Enriquecimento em CTc, o processo de separar as CTc da vasta gama de células sanguineas,
€ conseguido em virtude das propriedades fisicas das células, tais como o tamanho,
densidade e carga ou das caracteristicas biologicas especificas, tais como a expressao de
marcadores a superficie das células. A detecao é normalmente feita por imunocoloragao e

microscopia ou por métodos baseados na técnica de PCR. (Krebs et al., 2014)

Tal como acontece com outros ensaios para biomarcadores, os requisitos regulamentares
para usar uma tecnologia que tenha como base as CTc e que seja util na pratica clinica sao
necessariamente estritos. Estes ensaios tém que ser fiaveis, reprodutiveis e robustos com
validagao e qualificagao clinica de estudos prospectivos, para poderem ser usados
clinicamente. Este processo rigoroso requer colaboragao entre centros de investigagao e a
industria de modo a que estes biomarcadores circulantes se tornem uma realidade. (Krebs et

al, 2014)

Em cancro nao-metastico, a aplicagao clinica mais importante explorada até ao momento foi
a contagem de CTc como biomarcador de prognostico na recorréncia do tumor apos
conclusao da terapia. Um estudo feito em mulheres com cancro da mama mostrou que a

contagem de CTc antes e depois da quimioterapia, aliada com factores preditivos clinicos,
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pode ajudar na determinagao do risco de recorréncia. (Friedlander, Premasekharan e Paris,

2014)

Outro desafio na avaliagao das CTc como biomarcadores preditivos baseia-se no facto de
que nem todas as terapias atuam da mesma maneira. Enquanto umas sao direccionadas para
a necrose e apoptose, tal como a maior das quimioterapias, outras podem ter pouco efeito
sobre as CTc. Por esse motivo, os resultados de um ensaio que estude o valor preditivo de
uma terapia com base na contagem das CTc nao pode ser generalizado para outros
tratamentos ou para outros cancros. Deste modo, para avaliar o valor preditivo das CTc
serao necessarios dados de ensaios clinicos em grande escala. (Friedlander, Premasekharan e

Paris, 2014)

As CTc sdo o modelo mais compreensivo das propriedades do tumor. Até mesmo uma
Unica célula pode ser usada para uma analise genomica. As CTc parecem refletir os tumores
homogéneos, como o gastrico, com muita precisao mas, obviamente, nao podem reflectir as
caracteristicas e a composicao heterogénea que caracteriza quase todos os tumores,
particularmente aquelas que sio complexos e dindmicos como os gliomas. E desconhecido
ainda com quanta precisao as CTc podem refletir as propriedades das células de um glioma
pois a descoberta das CTc derivadas de gliomas foi feita recentemente por varios grupos de

pesquisa independentes e com metodologias diferentes. (Westphal e Lamszus, 2015)

O isolamento de CTc a partir do sangue de doentes com gliomas foi conseguido com
sucesso usando diferentes técnicas sendo que em 20-73% dos doentes com gliomas de alto

grau foram detetadas CTc. (Best et al., 2015)

Num ensaio baseado em telomerases, as CTc foram detectadas em 8 de || doentes com
gliomas. Além disso, em 5 desses doentes, a quantidade de CTc era tio elevada que foi
possivel relacionar o numero de CTc com a eficicia da radioterapia: naquelas que
responderam positivamente, o nimero de CTc diminuiu drasticamente apés o tratamento.

(Westphal e Lamszus, 2015)

Noutro estudo em que se sequenciou uma unica célula, algumas mutagoes raras foram
encontradas nas CTc assim como no tumor que lhes deu origem, o que permite deduzir que

as CTc refletem rigorosamente o genoma dos tumores. (Muller et al., 2014)

Apesar dos recentes avangos na area dos gliomas, o potencial das CTc permanece uma
questao aberta. Continua por avaliar se as CTc representam totalmente a heterogeneidade

da populagio celular do tumor, e qual é o potencial prognéstico, preditivo e de
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monitorizagao das CTc em doentes com esse tumor. (Best et al., 2015; Westphal e Lamszus,

2015)

5.2 VESICULAS EXTRACELULARES

Com um didmetro que pode variar desde os 30 aos 1000 nm de didmetro, as vesiculas
extracelulares (VE), segregadas a partir de células saudaveis, sdo capazes de transportar
varios tipos de RNA (incluindo mRNA, microRNA (miRNA) e outros RNA nao codificantes)
assim como proteinas e DNA. Dentro das VE podemos destacar os exossomas e as
microvesiculas, por serem as mais amplamente estudadas. Os exossomas sdo pequenas
vesiculas (50-90 nm de diametro) de origem endocitica que sao libertadas no meio
extracelular e permitem a comunicagdao celular. As microvesiculas sdo moléculas maiores
(100-1000 nm de diametro) que sdo libertadas da célula por brotamento da proépria
membrana celular. Devido as semelhancgas funcionais entre ambas tem-se vindo a discutir se

ha realmente uma diferenga significativa entre elas. (Mahmoudi, Ezrin e Hadjipanayis, 2015)

Todas as células libertam vesiculas para comunicarem com outras células como resposta ao
estado de doencas cronicas ou agudas. No caso de células cancerigenas, a libertagao de VE
podera ser a reagao mais eficaz das células tumorais para mudar as condigoes ambientais.
(Kros et al., 2015) As VE que contém DNA, microRNA e proteinas funcionam como um
reservatorios de adaptagao rapida para biomarcadores de gliomas tais como DNA

mutacional, microRNA reguladores e oncoproteinas. (Westphal e Lamszus, 2015)

A grande vantagem que as vesiculas apresentam é que, ao contrdrio das moléculas que
circulam livremente na corrente sanguinea, as moléculas no interior das VE estao protegidas

da rapida degradagao. (Westphal e Lamszus, 2015)

As VE contém um espectro variavel de moléculas representativas das células mae que lhes
deram origem. As provenientes de tumores carregam sinais e respostas moleculares tais
como proteinas tumorigénicas e RNA/DNA que codifica factores oncogénicos. O seu
conteldo pode ajudar a identificar a célula de origem da vesicula extracelular e oferece a
oportunidade de identificar biomarcadores de alvos terapéuticos nos fluidos corporais.

(Redzic, Ung e Graner, 2014; Kros et al.,, 2015)

A informagao acerca da farmacodinamica das VE é escassa, estas parecem ser depuradas

através de mecanismos nao especificos pelos rins, figado e outros orgaos com alta
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capacidade de depuragdo, assim como pela captagdo por células alvo. Um estudo descobriu
que o seu tempo de meia-vida parece ser muito curto, refletindo as alteragoes fenotipicas e

adaptativas das células que lhes deram origem. (Westphal e Lamszus, 2015)

Algumas técnicas tais como ultracentrifugacdo, cromatografia de exclusao molecular,
ultrafiltragdo e purificagdo por afinidade podem ser usadas para isolar VE desde o plasma
sanguineo. Uma vez isoladas e desnaturadas as técnicas de Western blotting, espectroscopia
de massa e sequenciagdo podem ser usadas para analisar o conteudo genémico e em

proteinas das VE. (Mahmoudi, Ezrin e Hadjipanayis, 2015)

Dependendo do tipo de tumor, o contetdo das VE pode variar significativamente. Por
exemplo, em situagoes de hipoxia, as VE dos glioblastomas enriquecem-se com proteinas
induzidas pela hipoxia tais como metaloproteinases da matriz (MMP-9), pentaxina-3, IL-8,
PDGF-AB/AA, CD26 (também conhecido como dipeptidil peptidase-4), inibidor do ativador
do plasminogénio | (PAIl), fator de crescimento insulina-like (IGFBP)-I e 3, lisina oxidase e
caveolina-l. Em condi¢oes de hipercoagulagdao induzida pelo glioma (por exemplo, no
aumento de frequéncia de tromboses), as células tumorais produzem uma grande quantidade
de particulas tipo exossoma contendo fator tecidular, VEGF e outros estimuladores
potentes da angiogénese. De facto, dependendo das condigdes, as células tumorais libertam
VE enriquecidas com proteinas cuja atividade é critica no crescimento, proliferagdo,
expansdo, sobrevivéncia e adaptagdo as novas condi¢oes. (Redzic, Ung e Graner, 2014;

Kucharzewska et al., 2013)

As VE podem vir a desempenhar um papel na diferenciagdo de pseudoprogressao. Através
do isolamento da VE de doente submetidos a radio e quimioterapia, podera detectar-se
biomarcadores especificos do tumor que indiquem a sua verdadeira progressao. (Mahmoudi,

Ezrin e Hadjipanayis, 2015)

Embora as VE sejam alvos promissores para a investigagao de biomarcadores, a sua detecgao

e quantificagdo em amostras clinicas permanece um desafio.

As VE derivadas de gliomas apresentam-se como uma grande promessa como fonte de
biomarcadores. Contudo, estudos clinicos e pré-clinicos focados na avaliagdo da importancia

prognodstica e diagnostica comegaram recentemente e ainda nao ha dados disponiveis.

(Chistiakov e Chekhonin, 2014)
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5.3 ACIDOS NUCLEICOS ASSOCIADOS AO TUMOR

Em 1948, Mandel e Métais, descreveram a presenga de acidos nucleicos na corrente
sanguinea. Em 1996, foram detectadas alteragoes no DNA circulante de doentes com cancro
e, durante as Ultimas décadas, cada vez mais atencao tem sido dada aos acidos nucleicos
circulantes (ANc), tal como DNA, RNA e microRNA, que estao presentes em altas

concentragoes na corrente sanguinea de doentes cancerigenos.

A quantidade de ANc é maior em doentes com lesées malignas que em doentes sem
tumores mas, quantidades crescentes também tem sido identificadas em doentes com lesoes
benignas, doengas inflamatérias e traumatismos. Os eventos fisiologicos que levam ao
aumento de ANc durante o desenvolvimento e progressao do cancro ainda nao sao bem
compreendidos. No entanto, analises ao DNA circulante (DNAc) permitem a detecao de
alteragoes genéticas e epigenéticas relacionadas com tumores que sao relevantes para o seu

desenvolvimento e progressao.

Pensa-se que a libertagao de acidos nucleicos para a corrente sanguinea possa estar
relacionada com a apoptose e necrose das células cancerosas no microambiente tumoral,
assim como com a segregacdo por macrofagos que fagocitam essas células e fragmentos. Os
fragmentos de acidos nucleicos celulares também podem ser libertados activamente.
Estimou-se que, para um paciente com um tumor de 100 g, o que corresponde a 3 x 10"
células tumorais, pode ser libertado, diariamente, na corrente sanguinea, até 3,3% de DNA

tumoral.

Os tumores representam, normalmente, uma mistura de diferentes células cancerigenas (que
representam a heterogeneidade genémica e epigendmica dos tumores) e de células normais,
tais como células hematopoiéticas e estromais. Assim, durante a progressio do tumor e
turnover, tanto podem ser libertados ANc derivados de células cancerigenas como de
células normais. Como tal, a proporgao de ANc que se origina a partir de células tumorais
varia consoante o estado e tamanho do tumor. A quantidade de ANc também ¢ influenciada
pela eliminagdo, degradagao e outros eventos fisiologicos de filtragem da circulagao
sanguinea e linfatica. Os acidos nucleicos sao eliminados do sangue pelo figado e rim e tém

uma meia-vida na circulagao que varia de |15 minutos a varias horas.

Um dos problemas na avaliagio dos ANc é a padronizagao dos ensaios, tais como as
tecnologias de isolamento, normas, condicoes de ensaio e especificidade e sensibilidade.
Permanece controverso se a amostra ideal sera o plasma ou soro. A diversidade de
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protocolos e reagentes utilizados hoje em dia impede a comparagao dos dados a partir de

diferentes laboratorios. (Schwarzenbach, Hoon e Pantel, 201 I)

5.3.1 DNA CIRCULANTE

O DNA circulante (DNAc) pode conter as alteragoes genéticas e epigenéticas presentes em
tumores e nas suas metastases, incluindo mutagées pontuais, rearranjos, amplificagoes e
aneuploidias. As alteragdes podem ser altamente especificas para um tumor em particular

mas podem também ser representativas da sua heterogeneidade molecular. (Diaz e Bardelli,

2014)

O DNAc tem sido detetado em doentes com cancro de mama, bexiga, colon, figado,
pulmao, ovarios, pancreas e prostata assim como em linfomas (exceto o de Hodgkins) e
melanomas. Também tem sido detetado em doentes com gliomas e as alteragoes
encontradas incluem a mutagao IDHI, perda de heterozigotia em Ip, 10g, 199, mutagdao
EGFRvIII, assim como a metilagdo anormal dos promotores MGMT, pl6, DAPK, RASSFIA,
p73, RARbeta, PTEN, pI5INK4B e pI4ARF. (Kros et al., 2015)

Em relagdo as CTc, o DNACc parece ser muito mais abundante. Foi detectado em 13 de 16
doentes com cancro da bexiga, coloretal ou mama nos quais nao havia vestigio de CTc.
(Bettegowda et al, 2014) Estima-se que sdo necessarias 50 x 10° células malignas para
produzir niveis detetaveis de DNAc, um numero muito inferior ao numero de células
necessarias para que o tumor seja visivel por técnicas de neuroimagem. Por esse motivo, o

DNAc é potencialmente, um parametro muito sensivel. (Westphal e Lamszus, 2015)

A alta sensibilidade e dinamica do DNAc faz dele um marcador ideal para acompanhar as
mudangas rapidas da homeostasia tumoral, especialmente com tecnologias robustas (PCR
digital, BEAMing [PCR de emulsao com esferas magnéticas e citometria de fluxo],
electroforese em gradiente desnaturante e sequenciamento em paralelo) que permitem uma
analise rapida e reprodutivel de amostras de plasma, proporcionando uma "bidpsia liquida".

(Francis e Stein, 2015)

Neste momento, a utilidade clinica ainda nao foi validada para qualquer dos DNAc
candidatos a biomarcadores para doentes com gliomas. Para que estes testes sejam

clinicamente aplicaveis precisam ainda de corregoes futuras. (Kros et al., 2015)
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5.3.2 RNA CIRCULANTE
A caracterizagao do RNA circulante (RNAc) tem sido menos explorada que a do DNAc.

Uma das razoes para que isto acontega é que o RNA que circula livremente fora das células
tem tendéncia para ser degradado pelas enzimas que degradam o RNA (RNAase), que estao
normalmente elevadas no sangue dos doentes cancerigenos. Por esta mesma razao, o RNA

extracelular encontra-se normalmente incorporado nas vesiculas extracelulares.

A expressao alterada de RNA tem sido associado com a fase, a progressao, e a propagagao

do cancro de diversos tipos.

Tal como o DNAc, o RNAc ainda nao foi validado como biomarcador a fim de ser

introduzido na pratica clinica. (Kros et al., 2015)

5.3.3 MicroRNA CIRCULANTE

MicroRNA (miRNA) sao pequenas moléculas de RNA nao codificantes com 20-22
nucledtidos que estao envolvidas no processamento pos-transcripcional do RNA mensageiro
(mRNA). Sao capazes de regular vias fisiologicas e processos metabolicos e, portanto,
influenciar toda a fisiologia celular, o desenvolvimento dos orgaos, e a diferenciacio dos
tecidos. A maioria dos miRNA sao conhecidos por serem especificos, dependendo da
fisiologia, do tecido e da doenga. Devido ao seu pequeno tamanho, sio menos sensiveis a

exposicao de RNases e, portanto, sio mais estaveis do que o RNAm. (Carrigan e Krahn,

2016)

O miRNA foi descoberto em 2002 e, atualmente, conhecem-se cerca de 2000. (Floyd e
Purow, 2014) A expressdao anormal de miRNA tem sido detetada em varios tipos de
tumores humanos, incluindo gliomas. Estudos mostraram que os tumores sdo caracterizados
por uma expressao diminuida dos miRNA o que indica que estas moléculas estdo envolvidas
em processos biologicos de vigilia. Porém, tem sido demonstrado que estas moléculas atuam
ndo s6 como supressores tumorais mas, também, dependendo a fungdo do mRNA alvo,
como oncogenes. Por conseguinte, os niveis alterados de expressao de miRNA exercem um
grande impacto nos processos oncogénicos. As razdes para a expressao diferencial do

miRNA maligno, em comparagao com células normais nao estdo totalmente elucidadas.

(Kreth et al., 2014)
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Em glioblastomas, foram identificados varios miRNA que sao expressos diferencialmente
quando comparados a tecidos cerebrais nao-neoplasicas. (Kreth et al, 2014) Padroes de
expressao de miRNA desviantes no sangue de pacientes com glioma incluem miR-10b,130
miR-15b, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-23a, miR-31, miR-106, miR-128, miR-133a, miR-
146b, miR-148a, miR-150, miR-193a, miR-197, miR-200b, miR-221, miR-222, miR-342-3p,
miR-497, and miR-548b- 5p. (Kros et al., 2015)

O miRNA-2l é o exemplo mais tipico de sobrerexpressio e é um factor de pobre
prognostico. Investigagoes revelaram que existe uma maior expressao de miR-2| na maior
parte dos gliomas malignos em comparagao com o cérebro normal. Isto sugere que o
miRNA-2] pode ser um potencial biomarcador de diagnostico de glioma maligno. O
miRNA-221/222 encontrou-se sobreexpresso em astrocitomas de alto grau, com andloga

especificidade, com aumento da invasdo celular e pior prognostico em gliomas.

Por outro lado, varios miRNA com expressao supressiva foram identificados em tumores
cerebrais. A subexpressdo de miRNA-128 foi relacionada com o aumento da proliferagao e

diferenciagao de células de glioma, e vice-versa.

Neste momento, encontram-se a decorrer ensaios clinicos com o objetivo de identificar
miRNA com potencial de progndstico em amostras de sangue/LCR em pacientes com
glioma, durante o curso do tratamento. Por exemplo, um estudo feito por Srinivasan et al.,
revelou que a expressao de varios miRNA consegue distinguir com sucesso graus de
malignidade de gliomas com uma notavel sensibilidade e especificidade. (Srinivasan, Patric e
Somasundaram, 2011) Além deste, outro estudo feito por Lages et al., apresentou sete
miRNA desregulados que permitem a discriminagao de oligodendrogliomas de glioblastomas.

(Lages et al,, 2011)

Um dos maiores obsticulos é a identificacao do/s miRNA representativos de gliomas
malignos através estudos de grande escala. Estes resultados permitirao desenvolver um

conjunto de biomarcadores de diagnostico e prognostico para avaliagao clinica e terapéutica.

Em conclusao, o miroRNA regula a proliferagao de células do tumor, a apoptose, a invasao e
a angiogénese através da interagao reciproca com o RNA mensageiro alvo. No entanto, a
informagao detalhada deste processo continua a ser incompleta, e é necessirio mais

investigacao para uma melhor compreensao do papel dos miRNA em gliomas. (Wang e Ma,

2015)
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Dado o baixo prognostico associado aos tumores cerebrais de alto grau, como os gliomas, e
as dificuldades em monitorizar a resposta do tumor a terapia ou a sua progressao, existe
uma clara necessidade de abordagens inovadoras para melhorar a avaliagao do tumor. Os
biomarcadores circulantes surgem entio como um meio promissor e nao-invasivo para
avaliar o estado dos gliomas e, potencialmente, ajudar no seguimento e monitorizagao da

terapia no futuro.

Deste modo, um biomarcador ideal de gliomas seria aquele que poderia ser facilmente
testado com técnicas nao-invasivas ou minimamente invasivas mas que possuisse alta
sensibilidade e especificidade. A dificuldade em encontrar um biomarcador especifico para
estes tumores reside em parte na natureza heterogénea complexa do tumor em si. A
heterogeneidade abrange desde as multiplas mutagoes que uma célula de tumor sofre
durante a transformagao as alteragSes gendmicas entre os varios tipos e subtipos de gliomas.
Usar um conjunto de biomarcadores para detectar um painel de alteragoes ou um conjunto
de biomarcadores para detectar uma caracteristica especifica sera, possivelmente, mais

benéfico do que utilizar um unico biomarcador. (Tumilson et al., 2014)

Um grande numero de candidatos a biomarcadores tem sido descoberto mas, nem as células
tumorais circulantes, nem as vesiculas extracelulares, DNA, RNA ou miRNA preenchem os
requisitos da Tumor Marker Utility Grading System Levels of Evidence/NCCN para aplicagao
clinica ou como monitores em ensaios. O caminho a percorrer desde a descoberta de um
novo candidato até 4 sua validagao clinica é longo. Muitas questoes tém ainda que ser
abordadas tais como relevancia biologica, sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade das
medigoes. As técnicas de padronizagao sao cruciais para que os candidatos a biomarcadores
consigam demonstrar utilidade clinica. Esforg¢os colectivos sao necessarios para a
padronizagcao e validagao da recolha e armazenamento de amostras e sao necessarios
grandes estudos prospectivos multicéntricos para alcangar o nivel de evidéncia requerido

para introduzir novos biomarcadores na pratica clinica. (Kros et al.,, 2015)

Espera-se entio que, num futuro proximo, com o acumular do conhecimento acerca dos
mecanismos moleculares subjacentes aos varios tipos de tumores e da dinamica dos
biomarcadores na corrente sanguinea, sejam introduzidos biomarcadores circulantes na
pratica clinica e que o tratamento dos doentes seja focado na arquitetura genética do tumor

em particular em vez de na localizagao e histologia do mesmo.
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8. ANEXOS

Portugal
All cancers excl. non-melanoma skin cancer
Number of new cancers in 2035 (all ages) - Both sexes
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Figura | — Ndmero de novos casos de cancro em Portugal em 2035 (excluindo cancro da pele que

nao seja melanoma). [Adaptado de: http://globocan.iarc.fr/Pages/burden_sel.aspx, consultado no dia
13.06.2016]

OH OH
HO OH HO MOH
Ng O 0 0

O Ho
isocitrate 2HG
IDH1/IDH2
NADP* NADP*
Wild-type Mutants
NADPH
NADPH
CO,
(0]
HO OH
(@) (0]

o-ketoglutarate

Figura 2 — Actividade enzimatica das isoformas IDH, wild-type e mutante.
[Adaptado de (Mellai et al., 2013)]
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Figura 3 — Translocagdo cromossémica que conduz a codelagdo Ip/19q. (A) Uma célula normal
contém 2 copias do cromossoma | e 19, cada uma delas contendo um brago curto (p) e outro longo
(9)- (B) Uma translocagao nao equilibrada resulta numa transposicao ao nivel do centrémero do 19q
para o |p (esquerda, sombreado) e a sua perda subsequente, e a formagao de um cromossoma
derivativo constituido por Iq e 19p, der(l;19)(p10;q10), no qual ‘pl0’ e ‘ql0’ indica a localizagao
centromérica no cromossoma. (C) A perda dos bragos cromossémicos Ip e 19q resulta numa copia
do Ip e do 19q e duas copias do Iq e do |9p. [Adaptado de (Brandner e Deimling, von, 2015)]
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Figura 4 — Reparagao do DNA mediada pela enzima MGMT. A quimioterapia alquilante pelo agente
temozolomida causa modificagoes citotoxicas no DNA tal como a conversiao de guanina em guanina
metilada (circulo vermelho) que podem ser corrigidas pela enzima MGMT. (a) A enzima MGMT
sequestra o grupo metil da guanina metilada, restaurando assim o estado normal da guanina. Este
processo leva a inactivagao irreversivel da enzima MGMT e a sua degradagao mediada pela ubiquitina.
(b) Se a guanina metilada nao é reparada pela enzima MGMT, devido a sua baixa expressao ou
silenciamento epigenético, esta emparelha com a timina (circulo azul) durante a replicagao do DNA.
O desemparelhamento guanina metilada-timina € reconhecido por mecanismos de reparagao que
conduzem a paragem do ciclo e a morte celular. Legenda: MGMT, O6-metilguanina-DNA
metiltransferase; TMZ, temozolomida; MSH2, MLHI, PMS2,MSHé siao proteinas de reparagao.
[Adaptado de (Wick et al., 2014)]
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