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"A Unica coisa necessaria para o triunfo do mal...
€ que os homens de bem néo fagam nada."

Edmund Burke
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RESUMO

As neoplasias do sistema nervoso central afetam 1 em cada 10.000
pessoas em todo mundo e corresponde a cerca de 3% de todos os tipos de cancer
na populacao brasileira e 3,3% na populagéao paraense. Os gliomas somam mais de
70% dos tumores cerebrais humanos, e destes, os mais freqientes sdo os tipos
histopatologicos malignos classificados como Astrocitoma de Grau IV. Os
astrocitomas sao tumores cujas células predominantes séo originadas de astrocitos
(constituem cerca de 75% dos gliomas). O TP53 é um dos genes responsaveis pela
integridade do genoma, sendo ativado pelo surgimento de DNA alterado, através de
mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos. Neste gene ha uma regido de alta
taxa de mutacdo conhecida como hot spot compreendida do éxon 4 ao 10. J& foram
descritas oito isoformas diferentes e uma nova regido promotora no éxon 4 e a
expressdo diferencial destas isoformas pode explicar a dificuldade em associar o
status da p53 com suas propriedades biolégicas em canceres humanos. Através da
técnica de PCR-SSCP, identificamos um total de 23,52% de alteracbes nas
amostras estudadas, nas quais 5,89% no éxons 4, a mesma taxa no éxon 5 e
17,65% no éxon 7, predominante nos astrocitomas de graus Il e Ill. O estudo sugere
associacao da prevaléncia de tumores astrociticos ao risco ocupacional e que as
mutacdes de ponto no gene TP53 ndo sdo determinantes para a oncogénese, mas
podem estar associada a progressdo tumoral dos astrocitomas, devendo levar-se
em consideracdo o0s casos associados a sindrome de Li-Fraumeni. Além disso, os
monoformismos aparentes do TP53 em astrocitomas podem estar relacionados a
outros mecanismos de inativacdo como eventos epigenéticos ou mutacdes fora da

regiao de hot spot.
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1. INTRODUCAO

A palavra cancer, do grego karkinos (caranguejo), significa, segundo o
Michaelis Moderno Dicionario da Lingua Portuguesa, neoplasma, um novo tecido
gue destréi as partes onde se desenvolve, tomando-lhes o lugar e tendendo a se
generalizar (Fernandes Junior et al., 2009).

Diferente das doencas infectocontagiosas e das doencas degenerativas
em geral, o cancer destaca-se pela formacao de um tecido constituido por células
autbnomas com habilidade e capacidade bem diferentes das que o antecederam,
com possibilidade de invaséo tecidual e metastizagdo, marcas reconhecidas das
neoplasias malignas. Outras caracteristicas préprias, historicamente conhecidas, da
célula tumoral sdo a proliferacdo descontrolada e independente, alteracdes
morfolégicas claras diferenciaveis do tecido original, perda da capacidade de adesao
juncional as células vizinhas ou & membrana basal, capacidade de invadir tecidos
vizinhos, perda de mecanismos de morte celular, entre outros (Fernandes Junior et
al., 2009).

As neoplasias do Sistema Nervoso Central (SNC) afetam 1 em cada
10.000 pessoas em todo mundo (Hodgens, 2007) e cerca de 24 mil tumores
primarios do SNC, um numero igual de tumores metastaticos sdo diagnosticados
nos EUA anualmente, admitindo-se uma populacdo de 300 milhdes de habitantes,
sendo que a maioria é comprovada histologicamente (Carr et al., 2006). Esta doenca
corresponde a cerca de 3% de todos os tipos de cancer na populagédo brasileira e
3,3% na populacéo paraense (INCA, 2009).

No Brasil, segundo taxas de dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), entre o periodo de 1980-1990, houve um aumento anual superior a 0,5%, na
mortalidade por neoplasias cerebrais na populacdo em geral, com elevacdo dos
indices em pacientes maiores de 65 anos de idade. No Pard, estima-se uma taxa de
66,15 novos casos para cada 100 mil homens em 2010, e 82,76 para mulheres

nestes mesmos parametros (INCA, 2009).

Os tumores do sistema nervoso representam 3% dos casos confirmados
de cancer no Brasil, onde os astrocitomas abrangem grande espectro de neoplasias
desde lesbes que crescem lentamente, até tumores altamente agressivos e fatais.
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Uma caracteristica importante desse grupo de neoplasias é a tendéncia a



recorréncia, frequientemente acompanhada da progressao para fendétipos mais

malignos (Martins, 2001).

A distribuicdo e o tipo histolégico de tumores cerebrais diferem em
criancas e adultos. Em criancas, os tumores cerebrais mais frequentes surgem a
partir da fossa posterior do cranio, onde os tipos histolégicos mais comuns sao
meduloblastomas, espongioblastomas (incluindo astrocitoma cerebelar e glioma do
nervo 6ptico) e ependimomas. Ja nos adultos, os tumores cerebrais mais comuns

sédo meningiomas e gliomas (Hodgens, 2007)

1.1. GLIOMAS

Glioma é o termo utilizado para designar os tumores originarios das
células da glia encefélica. A glia € uma unidade formada por varias células e tem
como principal funcdo dar suporte nutricional, sanguineo, estrutural e de defesa aos
neurbnios. Essas células se encontram ao redor dos neurénios assim como em meio
aos axodnios neuronais. A maior parte das células gliais em termos quantitativos

pode ser encontrada na substancia branca encefalica (FMC-UNICAMP, 2009).

A glia é formada principalmente por quatro linhagens celulares: astrocitos,
oligodentrdcitos, microglia e epéndima. Sdo dessas células que as neoplasias se
originam. Os astrécitos desempenham fun¢cdes muito importantes como a
sustentacao e a nutricdo dos neurénios. Os oligodendrdcitos sdo responsaveis pela
formacdo e manutencao da bainha de mielina nos axénios do SNC. A micrdglia tem
a funcé@o especifica de defesa contra invasGes externas ou mutagdes génicas. O
epéndima tem a funcdo de revestimento das cavidades ventriculares encefalicas e

do canal medular, e participa da dinamica do fluxo liquorico (FMC-UNICAMP, 2009).

Os gliomas somam mais de 70% dos tumores cerebrais humanos, e
destes, o mais frequente é o tipo histopatoldégico maligno classificado como Grau IV
(tabela 1). Existe uma tendéncia crescente na incidéncia de gliomas em cidades
desenvolvidas e industrializadas, onde alguns relatos indicam uma taxa maior em
caucasoides que em populagbes africanas ou asiaticas. Menos de 3% dos pacientes
diagnosticados com glioblastoma tém sobrevida de mais de cinco anos (tabela 2),
sendo considerada a idade avancada um fator significante e bastante consistente no
prognéstico (Ohgaki, 2009).



Além da idade, fatores como etnia, sexo e ocupacdo podem ser
considerados fatores de risco para o surgimento de gliomas conforme trabalho
realizado nos EUA por Fan & Pezeshkpour (1992) através de uma analise étnica de
8.947 casos de tumores primarios de cancer do SNC registrados de 1971 a 1985 no
Instituto de Patologia das Forcas Armadas dos EUA. Este trabalho mostrou que
gliomas sdo duas vezes mais freqlientes em afro-americanos que em caucasoéides.
E, de acordo com Ohgaki (2009), no leste europeu, América do Norte e Australia
surgem de 6 a 11 novos casos de tumores cerebrais a cada 100 mil pessoas todo
ano em homens e de 4 a 11 em mulheres nos mesmos modos. No mesmo estudo o
autor revela um alto risco de desenvolvimento de tumores cerebrais em certas
ocupacoOes, dentre as quais existe uma alta incidéncia de gliomas em anatomistas,
patologistas e embalsamadores, o que sugere relacdo com o formaldeido. Zheng et
al. (2001) apontam o risco de desenvolvimento de glioma relacionado ao uso de

plasticos, latex e produtos de arsénio, mercurio e petroleo.

Outros estudos mostram que casos de sindrome familial oncolégica estéo
associados a ocorréncia de gliomas, uma vez que, membros de familias de
pacientes com glioma podem ser mais suscetiveis ao desenvolvimento deste tipo
tumoral do que a populagdo em geral (Louis et al., 2007). E relatado um alto risco de
incidéncia familial em astrocitomas, porém esse risco € nulo para outro tipo
histologico de tumor cerebral (Malmer et al., 1999). Outro estudo do mesmo grupo
sugere que a aglomeracéo familial ocorre em aproximadamente 5% dos casos de
glioma e destes, 1% tem a probabilidade de heranca autossémica dominante
(Malmer et al., 2001).

1.2. ASTROCITOMAS

Os astrocitomas sdo tumores cujas células predominantes assemelham-
se aos astrécitos (figura 1A), constituindo aproximadamente 75% dos casos de
gliomas. O tumor astrocitico, em particular, causa um aumento anatdmico
caracteristico nos hemisférios cerebrais dos pacientes, cuja média etaria prevalente

€ de aproximadamente 37 anos (Santos et al., 2001).

Os tumores astrociticos podem ser classificados seguindo seu grau de
estadiamento, de acordo com a OMS, em uma escala de | a IV (tabela 1 e 2),



avaliando o grau de malignidade a ser julgado conforme suas caracteristicas
histologicas e alteracdes genéticas (Louis et al., 2007). Os tumores de grau | sédo
biologicamente benignos e sua cura pode ser obtida através de intervencao
cirdrgica. Os de grau Il sdo considerados neoplasias malignas de baixo grau que
podem ocorrer apds longo curso clinico. Os de grau Ill apresentam anaplasia e
aumento proliferativo comparados aos tumores de grau ll, sendo fatais e levando
rapidamente ao 6bito. Ja os de grau IV, o maior grau de malignidade, apresentam
proliferacdo vascular e necrose e, pelo fato de poderem ser resistentes a radio e a

guimioterapia, tém uma sobrevida de menos de 12 meses (Furnari et al., 2009).

Tabela 1: Classificagdo dos Astrocitomas e grau de malignidade (WHO — 2009)

- r
Tumores Astrociticos Grau

Astrocitoma subependimal de células gigantes [ |

Astrocitoma pilocitico [ |

Astrocitoma pilomixoide [ |

Astrocitoma difuso [ |

Xanthoastrocitoma pleomarfico [ |

Astrocitoma anaplasico [ |
Glioblastoma u
Glioblastoma de células gigantes [ |

Gliossarcoma |

Tabela 2: Classificagdo histologica dos Astrocitomas - estimativa de sobrevida (Pompéia-RS, 2006)

Critérios (feicdes) Nome

histologicos Graduagéo Sobrevida
1 critério, geralmente Astrocnqma difuso de Grau Il > 5 anos
atipias nucleares baixo grau
2 critérios, geralmente
atipias nucleares e . - Grau lll 2 abanos
. Astrocitoma anaplasico
mitoses
3 ou 4 critérios: atipias, .
mitoses, proliferacéo Glioblastoma Grau IV <1lano

multiforme
vascular e/ou necrose




A distribuicdo entre os sexos € igual, sendo sua localiza¢do topografica
mais comum no lobo frontal (43%) (figura 1B), temporal (31%) ou parietal (15%);

ocorrendo raramente em outras areas (Santos et al., 2001).

A maioria dos astrocitomas infiltrativos € anaplasica e os astrocitomas

nao-anaplasicos possuem um crescimento lento, no qual o tempo entre o inicio dos

sintomas e o estabelecimento do diagndstico pode se dar em média em até 3 anos
(Santos et al., 2001).

‘l:_l':’;i, \ \ N\ o }'}. i-'a 2 \ :
Figura 1. A - Células astrociticas descaracterizadas
pertencentes a um caso de Astrocitoma anaplasico grau
Il (MicroscopyU, 2009). B — Tomografia Computadorizada
mostrando tumor do tipo Astrocitoma difuso grau I,
localizado no lobo frontal, indicado pela seta (WHO -
2009).

Em 50% dos pacientes, o inicio dos sintomas pode ser subito. Sintomas
como cefaléia, vomitos, astenia psicomotora, depressdo da consciéncia, disfasia,
perda somato-sensorial e danos no campo visual podem ocorrer (INCA, 2009).

Estudos ja relataram alteracbes genéticas e citogenéticas em diversos
tipos de tumores cerebrais inclusive gliomas, porém, em tumores astrociticos,
poucos estudos foram realizados até o0 momento, cujos resultados relatam auséncia
das mutagcbes mais comuns nos demais tipos tumorais (Hodgens, 2007). Por outro
lado, Fukushima et al (2006) realizaram um estudo associando alteraces genéticas
de oncogenes e genes supressores de tumor diretamente a génese tumoral dos

astrocitomas.



Sabe-se que alguns fatores ambientais podem contribuir para a etiologia
do céancer, aceita-se também que as neoplasias sdo originadas através de um
processo de multiplos passos conduzidos por alteracbes de genes e selecdo clonal
da progénie variante, que vai adquirindo um comportamento progressivamente mais
agressivo. Estas mutacdes ocorrem principalmente em duas classes de genes
celulares: os oncogenes e 0s genes supressores de tumor. A grande maioria das
mutacdes em cancer é somatica, e presente apenas nas células tumorais. Uma
guantidade relativamente pequena dessas mutacdes pode estar presente na
linhagem germinativa dos individuos promovendo a predisposi¢cao a varios tipos de
cancer (Fearon & Cho; 1996).

1.3. PROTO-ONCOGENES E ONCOGENES

Os proto-oncogenes sao genes diretamente relacionados com o
crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular normal. Codificam fatores de
crescimento, receptores de membrana e proteinas de ligacdo do DNA (Lopes et al.,
2002).

Os oncogenes sao proto-oncogenes que sofreram ativacdo anormal. Esta
ativacao é desencadeada através de alteracdes cromossdmicas (translocacbes e
inversodes; delecdes) e génicas (amplificacdes; mutacdes puntiformes; insercdo de
DNA viral; etc.) conforme exemplifica a figura 2. Os mecanismos de acdo dos
oncogenes nao estdo totalmente elucidados (Hofee, 2000). Alguns oncogenes
produzem oncoproteinas, como a bcl-2, IE84 (Citomegalovirus), SV40-T (virus
SV40), E6 (HPV), EBNA-5 (EBV) e HBx (virus da hepatite B), que se ligam
fortemente e inibem proteinas codificadas por genes supressores do crescimento
celular ou indutores da apoptose, como o p53 e 0 Rb. Com isso, levam a auséncia
de repressdo da divisdo ou inibicdo da morte celular por apoptose, logo, a
“imortalidade" celular (Lopes et al., 2002). Outros oncogenes agem levando a
producao excessiva de receptores de membrana para fatores de crescimento. Uma
terceira via é a producdo autédcrina de fatores de crescimento, que é observada, por
exemplo, na multiplicacédo e ativagdo dos proto-oncogenes c-fos e c-sys pelo produto
do oncogene viral tax (HTLV-1). Outras formas de promoc¢ao do crescimento
neoplasico sao a ativacao de proto-oncogenes que estimulam a entrada da célula
em mitose (ex. c-myc) e a producdo de proteinas que simulam a acdo dos



transdutores de sinal dos receptores de membrana para fatores de crescimento

como c-ras e c-abl (Lopes et al., 2000).

Sabe-se que existe uma relacdo entre cancer e hereditariedade. Muitas
neoplasias malignas tém incidéncia aumentada dentro de uma mesma familia em
relacdo a outras, sugerindo algum padréo de heranca genética, como por exemplo, o
retinoblastoma, o carcinoma de mama, a sindrome de Li Fraumeni e a sindrome de
neoplasias endocrinas multiplas tipo 2 (NEM 2). Nesses casos 0s tumores costumam
aparecer em individuos mais jovens que nos tumores esporadicos sem relacéo
familiar e se devem a transmissao de um proto-oncogene ou anti-oncogene mutante
por um dos pais. No retinoblastoma ha heranga de um alelo inativo do anti-oncogene
Rb. Na sindrome de Li Fraumeni ocorre 0 mesmo com o gene TP53 (Lopes et al.,
2002).

GLIOBLASTOMA PRIMARIO

Glioma de Astrocitoma Glioblastoma
Astrocitos baixo grau anapléasico Multiforme
Normais (WHO grau 1) (WHO grau I11) (WHO grau 1V)

— (@ —

GLIOBLASTOMA SECUNDARIO

DELECOES: DELECOES: DELECOES:

-6q -9p (p15***, p16***) -9q

-13q (Rb**) -10q (DMBT-1**) -10q (PTEN)**

-17p (p53**) -11p -10q (LGI 1)

-22q -19q -10p+q
-17021 GFAP

GANHO: GANHO:

+PDGF* (receptor) +12q (CDK4*, GANHO:

MDM2****) +EGFR*

+EGFRVIII*
+PDGF-A*
+VEGF*

Figura 2: Desenvolvimento tumoral de células gliais (Arquivo pessoal).
*oncogenes; **genes supressores de tumor, ***anti-oncogenes, ***anti-supressor de tumor.



1.4. GENES SUPRESSORES DE TUMOR

Por uma definicdo operacional, os genes supressores de tumor sao
elementos genéticos cuja perda ou inativacao permite a célula apresentar algum dos
varios fenoétipos da transformacéo neoplasica (FMRP-USP, 2009). Neoplasias como
retinoblastoma, tumor de Wilms, meningioma, etc., podem ter uma perda genética
de ambos os alelos de um dado gene. A acéo recessiva de alelos mutantes de
genes supressores de tumor permite que os efeitos resultantes sejam retardados por
longos periodos de tempo apds a concepcdo (FMRP-USP, 2009). O retinoblastoma
€ um tumor da infancia e em 20-30% dos casos, ambos os olhos sédo afetados.
Todos esses casos bilaterais e 15% dos casos unilaterais sao herdados como um
carater autossémico dominante. O retinoblastoma forneceu a primeira sugestao de
gque a inativacdo de um gene especifico poderia ser importante para o
desenvolvimento do cancer humano. O envolvimento da regido cromossdémica
13914 na etiologia do Retinoblastoma foi primeiro inferida pela observacdo de
delecbes constitucionais intersticiais de 139gl4 em pacientes apresentando
retinoblastoma e anomalias congénitas. Tanto as formas hereditarias quanto as
esporadicas de retinoblastoma envolvem anormalidades nesta regido. Utilizando-se
retinoblastoma como modelo, postulou-se que ele é desencadeado por duas lesdes
sucessivas no genoma celular. No retinoblastoma esporadico, ambas as lesdes
ocorreriam na linhagem de células da retina como mutacdes somaticas, mas bem
depois da concepcéo. No retinoblastoma familial, uma das duas mutacbes seria
herdada de um dos pais ou se originaria durante a gametogénese; a segunda
mutacdo requerida ocorreria entio como um evento soméatico. O primeiro passo
seria a inativacdo de um gene supressor de tumor e 0 segundo passo seria a
inativacdo de seu alelo. Estas inativacbes poderiam ser qualquer disfuncéo
epigenética (ex. metilagcdo) ou auséncia (monossomia, delecdo) do gene (Hofee,
2000). Em gliomas esporadicos (incluindo astrocitomas) a via da p53 esta quase
invariavelmente alterada, seja por mutacdes de ponto ou perda cromossdmica,

evento freqientemente associado a progressao da doenca (Furnari et al., 2009).

1.5. TP53: CONTROLE DO CICLO CELULAR E APOPTOSE

O TP53, situado no loci 17p13.1 (figura 3a), € um dos genes

responsaveis pela integridade do genoma (Pinto et al, 2008). E ativado pelo



surgimento de DNA alterado, através de mecanismos ainda nado totalmente
esclarecidos. Sua ativagdo produz uma proteina (figura 3b) que estimula a sintese
de outras proteinas, que, por vez, atuardo inibindo a replicacdo celular através da
ligacdo com o antigeno de proliferacao nuclear (PCNA) e estimulando as enzimas de
reparo do DNA genémico. Caso o reparo do DNA seja completo, o TP53 é inativado
e a célula retorna ao estado normal. Caso nao haja reparo satisfatorio, a célula
permanece impedida de replicar-se e é induzida a apoptose (FMRP-USP, 2009). A
apoptose é um tipo de morte celular, desencadeada, entre outros estimulos, por
mutacdes potencialmente lesivas. Outra forma de atuacdo da proteina p53 é no
envelhecimento celular. Durante este processo, as células vao reduzindo
gradativamente a producdo de mdm2, um inibidor fisiolégico da p53. Com isso,
células senescentes e diferenciadas continuam sua existéncia, mas perdem a
capacidade de se multiplicar, protegendo o organismo contra tumores (Hoffee,
2000).

17r13.3

17p13.2
17p13.1

17p12

17ri1.2

17p11.1
i7aii.d

17311.2

17412
17421.1
17421.2

17421.51

17921.32

17421.33

17422
17323.1
17423.2

174253
17q24.1
17424.2

17q24.3

17425.1
17925.2

17q25.3

Figura 3: A - Cromossomo 17 e o loci do TP53 (adaptado do NCBI, 2009). B - Proteina p53 (UCSC,
20009).

De acordo com Lowe et al., (2004), as células humanas contém varias

vias de supressdo de tumor, apoptose e senescéncia que podem ser ativadas por
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multiplos estimulos. Dentre elas, a proteina p53 regula mdltiplas vias. A figura 4

mostra algumas vias de ativacao desta proteina.

O gene TP53, por desempenhar um papel-chave na manutencédo da
estabilidade gendmica (Smith et al.,, 1995) é denominado como “Guardido do
Genoma” (Lane, 1992) e “Estrela da Morte” (Vousden, 2000). A inativacdo deste
gene estd associada a instabilidade genémica em diferentes tipos de tumores
humanos através de varios mecanismos (Eyfjord et al., 1995).

estresse estresse
oncogenico genotoxico l Caz+

ATM/ATR I
) | Chk2 4 Ca?*

b-catenina

A N
c-myc

Atividade
Transcricional

Figura 4: Vias de ativacdo do TP53 (University of Maryland, 2009)

Dentre as mutacdes identificadas do TP53 em tumores -cerebrais
astrociticos, a transicdo G:C—A:T é a mais freqlente e estdo predominantemente

localizadas nos sitios CpG (Ohgaki et al., 2007).

O mecanismo melhor caracterizado das transicdes G:C—A:T nos sitios
CpG é a desaminacédo da 5-metilcitosina nesses sitios, resultando na substituicdo da

5-metilcitosina por timina. Isto ocorre espontaneamente ou mediado por fator, por
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exemplo, através da acao dos radicais de oxigénio ou de 6xido nitrico produzido pela
sintese de Oxido nitrico sob condi¢cdo de inflamacéo cronica (Ohshima & Bartsch,
1994).

Uma vez que todos os sitios CpG nos éxons 5-8 do gene TP53 estdo
metilados em tecidos humanos saudaveis, fatores que afetam a taxa de
desaminacdo podem influenciar a aquisicdo da mutacdo G:C—A:T. No entanto,
outros mecanismos também podem desempenhar seus papéis (Ohgaki, 2009). Um
possivel mecanismo de aquisicdo da mutacdo G:C—A:T é devido a agentes
alquilantes, desde que o promotor de metilagdo do gene O6-metilguanina
metiltransferase (MGMT) esteja associado a presenca da mutacdo G:C—A:T em
gliomas (Bello et al., 2004).

1.6. POLIMORFISMOS DO TP53

Mutacbes no gene TP53 estdo presentes em 50% dos tumores em geral
(Pinto et al., 2008) e sua sinalizacdo esta comprometida em 87% destes (Chin &
Meyerson, 2008). O dominio de ligacdo de DNA da proteina p53 é denominado “hot
spot” para mutacfes devido a maioria das mutacfes da proteina ocorrer nesta
regiao (Zilfou and Lowe, 2009).

No gene TP53, a regido compreendida como hot spot se estende do éxon
4 ao 10 (Pavarino-Bertelli et al., 2002) variando do 4/5 ao 9/10/11 de acordo com
outros autores como Fukushima (2006). Além da forma mais conhecida da p53, ja
foram descritas oito isoformas diferentes e uma nova regido promotora no éxon 4
(Bourdon et al., 2005). Estas variantes apresentam padrdo de expressao tecido-
especifico e o promotor alternativo é conservado evolutivamente estando presente
tanto na Drosophila quanto no homem (Barbosa, 2007). Além disso, parece ocorrer
expressao diferencial destas variantes no tecido de tumor de mama e a expressao
diferencial destas isoformas pode explicar a dificuldade em associar o status da p53
com suas propriedades biol6gicas em canceres humanos (Barbosa, 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

Os genes supressores de tumor sdo elementos genéticos cuja perda ou
inativacdo permite a célula apresentar algum fendtipo neoplasico. Esses genes
estdo normalmente envolvidos em conter a proliferacdo celular (Toledo & Wabhl,
2007).

O gene TP53, responsavel pela regulacdo do ciclo celular, controle e
apoptose, sofre inativacdo em quase 50% das células tumorais (Yang et al., 2004).

Ainda ndo esta claro quantas vias regulatdrias diferentes devem estar
alteradas para gerar células tumorais, ou se essas vias sdo semelhantes nos
diferentes tipos de céncer (Hanahan & Weinberg, 2000). N&o existem estudos
concludentes relacionando a inativacdo génica ou ocorréncia de mutacdes do TP53
ao surgimento de tumores do sistema nervoso humano em geral na populacéo

brasileira e/ou paraense.

Existe uma grande caréncia de dados moleculares em tumores do
sistema nervoso humano na literatura e, em particular, em astrocitomas essa
caréncia é um pouco mais acentuada. Talvez devido a baixa prevaléncia deste tipo

tumoral em comparacao aos demais casos de neoplasias (INCA, 2009).

Sabe-se que 0s astrocitomas, estdo entre os mais devastadores tumores
humanos, apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade.

Alteracbes genbmicas sédo fundamentais para a formagcdo e progressao
maligna dos tumores, causando modificagbes na expressdo ou funcdo de
determinados genes, desregulando vias de sinalizacdo e crescimento (Bredel et al.,
2009)

Estudos mostram que a populacdo paraense apresenta peculiaridades
genéticas Unicas em relacdo a neoplasias do estémago (Motta, 2004), o que faz
desta populacdo um bom objeto para se estudar outros tipos de neoplasias. Além
disso, qualquer tipo de informacdo gerada com estes estudos tera uma utilizacdo
muito valiosa, pois poderdo gerar dados que serdo utilizadas ndo sé na melhora da
classificacdo e diferenciacdo tumoral, mas também poderdo ser empregadas em
qguestdes de diagndstico e progndstico ndo sé nesta populacdo, mas na populacdo

humana como um todo.
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Considerando a premissa de que marcadores moleculares podem ser
utilizados no diagndéstico, prognéstico e na escolha adequada do tratamento a ser
recebido pelo paciente, que a idade ao diagndstico tem grande influéncia no
prognostico, e que o componente étnico influencia na incidéncia e patogénese
molecular dos tumores, a identificacdo de marcadores envolvidos na progressao
tumoral de tumores do SNC, especialmente astrocitomas, sdo de extrema
importancia para a saude publica.
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3. OBJETIVOS

¢ Realizar um screening de polimorfismos dos éxons 4-10 do gene TP53

em astrocitomas de pacientes da populagéo paraense.

¢ Verificar a associacao entre os padrdes de migracdo eletroforético dos
éxons do gene TP53 e o grau de estadiamento do tumor.

e Verificar uma possivel associacao das alteracdes nos éxons do gene

TP53 dos tecidos tumorais com a idade e/ou o sexo dos pacientes.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho faz parte de um projeto maior intitulado “Estudos
Citogenéticos e Moleculares em Tumores do Sistema Nervoso Humano na
Populacédo Paraense”, aprovado pelo Comité de ética em pesquisa do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parad (025/06 CEP-CCS/UFPA),
conforme anexo |. Os pacientes ou seus parentes mais proximos foram informados
sobre o estudo a ser realizado e, em caso de concordancia em participar do mesmo,

solicitou-se a assinatura de um termo de livre consentimento (Anexo I).

Amostras de tecido tumoral foram coletadas durante o procedimento
cirargico pela equipe de neurocirurgia do hospital Ophir Loyola. O material foi
colocado em meio de cultura RPMI, contendo antibidticos, para prevencdo de
possivel contaminacdo. Imediatamente apds sua coleta, o material foi encaminhado
ao Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal do Para, para

processamento.

Foram utilizadas 17 amostras tumorais do sistema nervoso humano
classificadas como astrocitomas de diversos graus (tabela 3), sendo estas 9 de
pacientes do sexo masculino e 8 do sexo feminino (taxa M/F = 1,125), com idades
entre 2 e 71 anos. Os laudos histopatoldgicos desse hospital seguem os padrbes da
Organizacao Mundial de Saude (WHO, 2009).

Tabela 3: Caracterizacdo das amostras utilizadas nas andlises

Protocolo Datadecoleta Sexo Idade Exame Histopatoldgico
Astrocitoma Subependimario de células
CSNo001 09/03/2005 M 23 gigantes
CSNO010 18/04/2005 F 12 Astrocitoma Fibrilar
CSNO012 28/04/2005 M 13 Astrocitoma Pilocitico grau |
CSNO020 23/05/2005 M 3 Astrocitoma Pilomixdide
CSN022 31/05/2005 M 2 Glioma misto (oligoastrocitoma)
CSNO031 05/07/2005 F 55 Astrocitoma grau Ill
CSNO044 29/08/2005 M 60 Astrocitoma grau Ill
CSNO058 14/10/2005 M 37 Astrocitoma difuso grau Il
CSNO082 16/03/2006 F 52 Astrocitoma fibrilar (glioma grau II- OMS)
CSNO098 05/06/2006 M 26 Astrocitoma Fibrilar grau Il
CSN122 25/10/2006 F 71 Astrocitoma Grau IV
CSN126 15/12/2006 F 34 Astrocitoma difuso Grau
CSN130 23/01/2007 F 51 Astrocitoma Grau IV
CSN136 09/05/2007 M 64 Astrocitoma difuso Grau
CSN145 04/09/2007 F 27 Astrocitoma pilocitico anaplasico
CSN146 11/10/2007 F 31 Astrocitoma Anaplasico
CSN167 08/05/2008 M 14 Astrocitoma Grau Il de diferenciacéo.
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De acordo com Pavarino-Bertelli et al. (2002), que classificam como
regido de “hot spot” aquela compreendida do éxon 4 ao 10, foram desenhados e
sintetizados com auxilio do banco de dados do MegaBlast (NCBI) e engine do
Primer3Plus, iniciadores especificos para as regides dos éxons 4, 5, 7, 8, 9 e 10
(tabela 4).

Tabela 4: Iniciadores utilizados neste trabalho

A Tam Tam
P Sequéncia Iniciador  éxon TA GC%
4F TTTCACCCATCTACAGTCCC 200b o ol.c 500
4R CATTGAAGTCTCATGGAAGC 20pb P 45,0
5F TTCACTTGTGCCCTGACTT 199D oy gpee 474
5R AACCAGCCCTGTCCGTCTC 19pb P 63,2
7F TGCTTGCCACAGGTCT 160D 110 ggec 503
7R ACAGCAGGCCAGTGT 15pb 60,0
8F CCACCGCTTCTTGTCCTGC 199D o cge 526
8R CCTTACTGCCTCTTGCTTC 19pb P 63,2
9F AGGGTGCAGTTATGCCTCAG 2000, iae 550
9R ACTTGATAAGAGGTCC 16pb P 43,8
10F CTGAGGCACAAGAATCAC 189D o epec 500
10R TCCTATGGCTTTCCAACC 18pb P 50,0

4.1. EXTRACAO DO DNA DO TECIDO TUMORAL

Foi feita extragdo do DNA das amostras tumorais utilizando o método do
fenol-cloroférmio, no qual as células do tecido tumoral sdo lisadas em solucdo
tampdo e as proteinas digeridas com proteinase K. Apos isto o DNA é precipitado
com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, com concentragcdo proporcional de 25:24:1,
respectivamente, centrifugado a 14.000 rpm durante 15 minutos, seguido de outra
precipitacdo com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), centrifugado novamente a
14.000 rpm por mais 15 minutos, eluido em etanol 100%, isolado com acetato de
sédio (neste momento o pellet do DNA pode ser visualizado) e finalmente eluido em
solucéo de Tris-EDTA (TE) com pH 8.0 (Sambrook et al., 1989).
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4.2. REACAO DA CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Utilizando estas amostras de DNA, foram feitas Rea¢des da Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando os iniciadores e os programas descritos na tabela 4. As
reacOes foram padronizadas realizando-se uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 5
minutos; seguidos por trés ciclos repetidos por 35 vezes: desnaturacdo a 95 °C por 1
minuto, anelamento dos iniciadores (ver tabela 4), extensdo a 72 °C por 1 minuto;

extensao final a 72 °C por 7 minutos.

Os fragmentos-modelo utilizados como padrdo para os aqui estudados
foram obtidos no Mega Blast (NCBI, 2009).

4.3. POLIMORFISMOS CONFORMACIONAIS DE FITA SIMPLES (SSCP)

Depois de amplificados, os fragmentos de interesse foram imersos em
solucdo desnaturante e submetidos a 95° C por 5 minutos para desnaturacdo das
fitas de DNA, com a finalidade de executar a técnica de rastreamento de
Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (Single Strand Conformational
Polymorphism — SSCP). Em seguida, foi induzido o choque térmico (imersdo em
gelo) nas amostras para estabilizacdo das bandas simples e posterior aplicacdo em
gel de poliacrilamida nas condi¢des descritas na tabela 5.

Para controle do padrdo de migracéo no gel de SSCP, foram utilizadas 2

amostras de individuos clinicamente saudaveis e sem histérico de cancer.

Os géis foram fixados com solucao a base de etanol (10%), acido acético
(0,75%) e adicdo de solucao de AgNOs (1 ml); e, finalmente, revelados com solucéo
a base de NaOH (30%) e formaldeido (0,6%).

Tabela 5: Condi¢des de execucgdo do gel de SSCP

Exon Concentracao do gel Voltagem Tempo
4 8% 240V 4h
5 8% 240V 4h30m
7 8% 240V 4h30m
8 10% 100V 12h
9 8% 240V 4h30m

10 8% 240V 4h30m




18

4.4, ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis preditoras definidas foram sexo (dicotbmica), idade
(continua) e presenca ou nao de polimorfismo (dicotdbmica) no gene TP53
relacionadas com o grau tumoral das amostras estudadas (categorica). Definidas as
varidveis e delimitando que seriam testadas duas a duas, sendo estas
independentes entre si, foram escolhidos os testes estatisticos de Mann-Whitney
(MW) e Kolmogorov-Smirnov (KS).

O teste de MW ¢ direcionado a testar diferenca entre medianas, assim
como chances de obtencdo de observacdes mais presentes em uma populacéo
contra outra, onde a significancia é obtida através do valor de p (p<0,05). A hip6tese
nula no teste de MW é que as duas amostras sdo provenientes de uma Unica
populacdo, e, portanto, que as distribuicbes a sua probabilidade sdo iguais. Neste
teste é exigido que as amostras sejam independentes.

O teste de KS, semelhante ao de MW, compara duas amostras
independentes, porém, estimando a distancia minima entre elas. E um teste nio
paramétrico de igualdade entre as distribuicdes de probabilidade bidimensional e,
assim como no teste de MW, a significancia é obtida através do valor de p (p<0,05),
sendo este unilateral, para igualdade dentro do grupo, e bilateral para
igualdade/distancia entre dois grupos. O teste de KS em duas amostras € um dos
métodos (ndo-paramétricos) mais Uteis para comparacdo de duas amostras, uma
vez que é sensivel as diferencas em ambas, localizacdo e forma das funcbes de

distribuicdo cumulativa empirica das duas amostras.
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5. RESULTADOS

De acordo com nossos dados amostrais, analisados com auxilio dos
softwares BioEstat 5.0® e Microsoft Office Excel 2007® , a média de idade entre
homens foi de 26,8 e mediana de 23 anos. Entre as mulheres, a média foi de 41,6 e
a mediana de 42,5 anos. Embora esses valores estejam aparentemente distantes, o
teste estatistico de MW nao apresentou diferenca significativa ente eles, com
p>0.05.

Em relacdo ao grau de agressividade do tumor, mulheres apresentaram
uma mediana mais proxima do grau lll enquanto os homens ficaram concentrados
no grau Il (MW p=0,03).

Ao compararmos a distribuicio de idade entre os graus, os testes
estatisticos de MW e KS mostraram diferencas relevantes aproximando os pacientes
mais jovens dos tumores menos agressivos, ao passo que se aumenta o grau de

agressividade do tumor, a mediana etaria acompanha esse aumento (tabela 6).

Tabela 6: comparacédo grau x idade nos testes de Mann-Whitney e Kolmogorov-Smirnov

Graduagao Idade Mediana Significancia
Tumoral
| x Il p=0,01
I 12 I x 1l p=0,01
| x IV p<0,01
Il x 111 p<0,01
: 35,5 Il X IV p<0.01
1] 43 Il x IV p<0,01
I\V* - -

*O baixo nimero amostral impede a afericdo de mediana



20

Das 17 amostras tumorais utilizadas neste estudo, 23,52% (4)
apresentaram padréo diferenciado de migracao no gel de SSCP, conforme descreve
a tabela 7. Levando em consideracao o numero de éxons alterados, esse nimero
sobre para 29,41% (5) de mutacdo na TP53 neste tipo tumoral. Os experimentos em
cada éxon estdo expostos nas figuras 5-10.

Tabela 7: Amostras alteradas apés screening pela técnica de PCR-SSCP.

Amostra Sexo Idade (anos) Grau Exon alterado
CSNO031 F 55 1l 4ebd
CSNO098 M 26 Il 7
CSN146 F 31 1l 7
CSN167 M 14 Il 7

5.1. EXON 4

A analise do éxon 4 apresentou padrédo diferenciado de migracdo em
5,89% das amostras (tabela 7), cujo laudo histopatolégico da amostra polimérfica a
classifica como Astrocitoma Grau lll (figura 5).

Figura 5: Fotografia de gel de poliacrilamida a 8% sem glicerol do éxon 4 do gene TP53. Em
destaque o polimorfismo encontrado.
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5.2. EXON 5

A andlise do éxon 5, semelhante ao éxon 4, também apresentou padrao
diferenciado de migracdo em 5,89% da amostras, revelando alteragdo na mesma

amostra (tabela 7), classificada como heteromérfica para aquele éxon (figura 6).

Figura 6: Fotografia de gel de poliacrilamida a 8% sem glicerol do éxon 5 do gene TP53. Em
destaque o polimorfismo encontrado.

5.3. EXON 7

Este éxon apresentou 17,65% das amostras com padrao diferenciado de
migracdo (descritas na tabela 7 e apresentadas na figura 7), cujos laudos
classificam-nas respectivamente como Astrocitoma Fibrilar Grau II, Astrocitoma

Anaplasico (grau lll) e Astrocitoma de Grau Il de diferenciacéo.

Figura 7: Fotografia de gel de poliacrilamida a 8% sem glicerol do éxon 7 do gene TP53. Em
destaque os polimorfismos encontrados.
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5.4. EXONS 8-10

Os éxons 8, 9 e 10 apresentaram padrao monomoérfico de migracao

conforme demonstrado nas figuras 8, 9 e 10.

;

Figura 8: Fotografia de gel de poliacrilamida a 10% sem gvlicerol do éxon 8 do gene TP53. Bandas
de carater monomorficos.

Figura 9: Fotografia de gel de poliacrilamida a 8% sem glicerol do éxon 9 do gene TP53. Bandas
de carater monomorficos.

Figura 10: Fotografia de gel de poliacrilamida a 8% sem glicerol do éxon 10 do gene TP53.
Bandas de carater monomorficos.
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6. DISCUSSAO

Os dados amostrais descrevem uma mediana etaria mais alta para
mulheres em relagdo aos homens com este tipo tumoral, embora ndo tenhamos
encontrado significancia estatistica (MW e KS p>0,05). A auséncia de significancia
estatistica talvez tenha sido em decorréncia do baixo niumero amostral deste tipo

tumoral.

Ao relacionarmos o sexo dos pacientes com o grau tumoral, o teste de
MW revelou significAncia (p=0,03), associando 0s graus mais avancados as
mulheres (Figura 11). Ao contrario do que possa parecer, 0s tumores de graus mais
avancados surgem em mulheres com mediana etaria maior, enquanto nos homens,
esse tipo tumoral surge mais cedo e em grau menor, onde tal achado, segundo
Zheng et al. (2001), pode estar relacionado ao risco ocupacional, considerando que
as profissées em que o individuo sofre maior exposicdo a agentes cancerigenos
(formaldeido, latex, arsénio, mercurio, petréleo, etc.) sdo mais comuns entre 0s

homens.

Grau Tumoral
i
I

Homem Mulher

Figura 11: Box-plot mostrando mediana e desvio-padrdo das
amostras analisadas relacionando grau tumoral ao sexo dos
individuos estudados.
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Nossos resultados apontam alteracdes em 23,52% das amostras,
semelhante aos achados de Fukushima et al. (2006), que observaram uma taxa de
22% de mutacdo no TP53 em glioblastomas em um estudo feito na populacéo
japonesa.

Os padroes de migracdo do gel de SSCP revelaram alteracdo das
amostras: CSN031, CSN098, CSN146 e CSN167, sendo que a amostra CSN031
apresentou diferenciacdo em dois éxons (4 e 5). As amostras alteradas
concentraram-se entre os graus Il e lll, com uma taxa de 50% para cada grau. Em
andlises estatisticas, o teste de KS ndo apresentou distancia significativa entre os
grupos monomorficos e heteromérficos para PCR-SSCP e suas respectivas idades,
0 que nao nos permite afirmar que a mutacao no gene TP53 ndo esta diretamente
relacionada com o envelhecimento. Porém, ao relacionarmos as amostras alteradas
aos graus de desenvolvimento tumoral, 0 mesmo teste demonstrou valor significante
(p<0,01) (Figura 12), o que nos permite afirmar que as mutacdes de ponto nao
caracterizam o surgimento das neoplasias, mas o0 desenvolvimento de uma
neoplasia de baixo grau para alto grau, levando assim a perda da funcdo da p53.
Este achado concorda com um estudo anterior feito por Ng & Lam (1998). Além do
mais, Furnari et al. (2009) afirmam que o papel da p53 na gliomagénese ainda nao
pode ser medido, uma vez que as mutacdes deste gene em astrocitomas de baixo
grau também podem estar associados a ocorréncia da sindrome familial de Li-

Fraumeni. o

Grau Tumoral
T
T

Heteromorfico Monomorfico

Figura 12: Box-plot mostrando mediana e desvio-padréo das amostras analisadas
relacionando padréo de migracdo ao grau tumoral dos individuos estudados.
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Nos dados obtidos com anélise da amostra CSNO031, onde foram
encontradas alteracdes nos éxons 4 e 5, a amostra tumoral era de paciente do sexo
feminino, com 55 anos de idade. Esta paciente se enquadra nos padrbes descritos
nos resultados deste estudo, que apresenta uma prevaléncia de tumores de grau
maior entre pacientes do sexo feminino, com uma mediana de idade também maior,
em comparacao aos pacientes do sexo masculino. Pinto et al. (2008), em estudo
feito em uma populacdo de Barretos-SP, descrevem o polimorfismo Arg72Pro (no
éxon 4) como a mais comum nos gliomas porém, seus dados estatisticos nao

associam esta mutacdo a susceptibilidade dos pacientes a este tipo tumoral.

Em estudo realizado em uma populacédo na india, Phatak et al. (2002),
utilizando a técnica de PCR-SSCP, relatam o éxon 5 do gene TP53 mutado em
6,8% dos gliomas estudado, resultado muito préximo ao encontrado no presente
estudo. Ainda, semelhante aos nossos achados, Phatak et al., no mesmo estudo e
Okamoto et al.(2004) associam mutacbes no TP53 a progressdo tumoral ao
descreverem a predominancia de mutac6es nos éxons 4 e 5 em astrocitomas de

grau Il e III.

O éxon 5 desta amostra CSN031 foi previamente seqiienciado e revelou a
insercdo de uma adenina no primeiro codon do éxon 5, caracterizando uma mutacao
do tipo frameshift, provocando um erro de leitura nos cédons subsequientes. Esta
insercdo resulta em troca do aminoacido tirosina por um cédon de parada
(Tyrl26stop) interrompendo a traducdo da proteina, formando entdo um produto
truncado. De acordo com bancos de dados (NCBI e IARC), esta mutacéo ainda nao
foi descrita na literatura. No mesmo éxon encontramos a transi¢cdo de uma timina por
citosina no cédon 144, o que caracteriza a mutacao Vall44Ala, resultando em uma

proteina inviavel, ja relatada por outros autores (Costa-Junior et al., 2008).

O éxon 7 apresentou diferenca no padrdo de migracdo em 17,65% das
amostras, sendo duas de grau Il e uma de grau lll, sugerindo que as mutacdes
ocorrem neste éxon em um estdgio mais elevado da doenca. Diferente de nossos
achados, Phatak et al. (2002) relataram mutacdo em apenas 1,85% das amostras de
gliomas nesse éxon e Vos et al. (2002), nos mesmos parametros, relataram uma
taxa de mutagdo de 5,4% em amostras de cancer de es6fago. Nossos resultados
aproximam-se mais dos descritos por Okamoto et al. (2004) que, em estudo

baseado em tumores astrociticos, descrevem 23% de mutacdes deste éxon em
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oligoastrocitomas e astrocitomas fibrilares (ambos de grau Il). Ainda, de acordo com
nossos resultados, foi possivel aferir uma mediana etaria de 31 anos (p<0,01 para
idade e grau tumoral, teste de KS) entre os individuos que se mostraram
heteromorficos para este éxon no gel de SSCP. De acordo com Pereira et al. (2008),
as mutacdes neste éxon estdo associadas a higiene de habitos alimentares
(aspergilose causada pelo A. flavus) e ao alcoolismo crénico (cirrose hepética) onde
ambos fatores ambientais permitem exposicao a aflatoxinas, cujo metabdlito liga-se

a guanina do cédon 249 induzindo sua transversdo por uma timina, inativando a p53.

Vale ressaltar que, embora tenham sido rastreadas neste trabalho quatro
amostras portadoras de mutacdes em trés éxons do gene TP53, as amostras de
carater monomorfico para PCR-SSCP (ex: éxons 8 a 10) podem apresentar
isoformas inviaveis da p53, processadas através de splicing alternativo (Bourdon et
al., 2005) e muito dificeis de detectar com a técnica descrita neste trabalho.
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7. CONCLUSAO

e Em nossos dados amostrais ndo houve diferenca na mediana etéria

entre as amostras tumorais de homens e mulheres.

e A prevaléncia de astrocitomas de baixo grau e em idade mais precoce
nos adultos pode estar associada ao risco ocupacional, onde, em
algumas profissdes, ha exposicdes freqliientes a agentes

cancerigenos.

e As alteracOes descritas neste trabalho sugerem que as mutacdes de
ponto ndo séo determinantes para o surgimento das neoplasias, mas
podem estar associadas a progressdo de uma neoplasia de baixo
grau para alto grau. Porém, deve-se levar em consideracdo que as
mutacdes do gene TP53 em astrocitomas de baixo grau também
podem estar associados a ocorréncia da sindrome familial de Li-

Fraumeni.

e O aparente monomorfismo do TP53 em astrocitomas pode estar
relacionado a outros tipos de mecanismos de inativacdo do gene,
como eventos epigenéticos, alteracdes mutacionais em outros pontos
além dos aqui estudados ou mesmo por alteragcdes em outros genes

gue participam do controle da via da p53.

e Faz-se necessario aumentar o numero amostral do tipo tumoral em
estudo para que, dessa forma, se possa aumentar o intervalo de
confianca relacionado aos dados estatisticos e assim melhorar a

acuracia entre as alterac6es encontradas e o grau de estadiamento.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO’PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR DA UFPA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Universidade Federal do Para, em colaboracdo com o Hospital Ofir Loyola, estd desenvolvendo uma
pesquisa que permitird conhecer melhor os mecanismos que ocasionam o desenvolvimento de tumores do sistema
nervoso, através da identificacdo das alteracBes genéticas associadas ao quadro clinico do paciente e exame
histopatoldgico. Estes estudos sdo realizados em pequenos fragmentos de tecido neoplasico removido por cirurgia e
trara novas informacdes sobre aspectos genéticos relacionados a este quadro clinico.

Vocé esta sendo admitido (a) neste Hospital, para estabelecimento de diagnéstico e/ou tratamento de algum
tumor de sistema nervoso e ha a necessidade da remocéo de material bioldgico relacionado a esta enfermidade. Parte
do material retirado sera encaminhada para exames laboratoriais, necessarios para o diagndstico definitivo. O restante
do material ndo utilizado é armazenado para novos exames, se Necessario.

A obtencdo do fragmento de tecido tumoral para pesquisa ndo implicara em riscos adicionais no seu
tratamento ou na sua cirurgia, nem em aumento no tempo do exame ou cirurgia. O fragmento de material bioldgico sera
identificado no laboratério por um cédigo formado por ndmeros e letras, preservando sua privacidade e identidade. A
eventual inclusdo dos resultados em publicacéo cientifica seré feita de modo a garantir 0 anonimato do paciente.

E necessério esclarecé-lo (a) que n&o existem beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os eventuais
resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar 0 material para pesquisa, sua decisdo nao
influenciara, de nenhum modo, no seu atendimento ou tratamento.

Caso vocé tenha alguma duvida sobre este documento ou em relacdo a pesquisa, por gentileza, entre em
contato com o Prof. Dr. Nilson Praia Anselmo ou com o Prof. Dr. Edivaldo H.C. de Oliveira, através do telefone
3201-1585.

Uma c6pia deste documento sera arquivada em seu prontuario e, se desejar, uma copia Ihe sera fornecida.

Declaro estar ciente das informacdes prestadas, tendo lido atentamente e concordado com o teor, e
autorizo a utilizagdo de amostras de tecido retiradas de meu organismo.

Assinatura do Paciente ou Responsavel
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