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RESUMO

ESTUDO DO POLIMORFISMO DOS GENES GSTM1 E GSTT1 EM DNA CIRCULANTE
DE PACIENTES COM GLIOMAS MALIGNOS

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduacdo em Clinica
Meédica, Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em Clinica Médica.

As enzimas GSTM1 (glutationa S-transferase mi um) e GSTT1 (glutationa S-transferase teta
um) apresentam importante participacdo na detoxicacdo celular de diversos carcindgenos e,
sua auséncia pode facilitar o surgimento de tumores malignos. Este estudo investigou a
delecdo dos genes que codificam estas enzimas (GSTM1 e GSTT1 respectivamente) em
noventa e cinco portadores de gliomas malignos e em cem individuos controle sem histdria de
cancer, comparando as frequéncias de delecdo em ambos os grupos. Neste estudo foi avaliada
a relacdo existente entre delecdo e tempo de sobrevida dos pacientes. Também foi investigada
a associacdo entre a localizacdo anatdmica do tumor e a sobrevida. A genotipagem foi
realizada através da reacdo em cadeia pela polimerase. Os resultados revelaram uma
frequéncia de delecdo de GSTM1 de 44% nos pacientes e, de 54% no grupo controle, porém
esta diferenca ndo se mostrou estatisticamente significativa (p = 0,19). Encontrou-se delecédo
de GSTT1 em 11,5% dos pacientes e em 36% dos individuos controle, sendo esta diferenca
significativa (p = 0,00009). Os pacientes com o gene GSTML1 deletado tiveram sobrevida
média de vinte e trés semanas e os sem delecdo, trinta e uma semanas (p = 0,86). Os pacientes
com delecdo de GSTT1 tiveram sobrevida média de dezenove semanas, e 0s sem delecdo,
vinte e oito semanas (p = 0,0001). A localizacdo tumoral estava disponivel para quarenta e
quatro pacientes, e destes, vinte e nove, apresentavam tumor lobar, com sobrevida de trinta e
trés semanas, e quinze, tinham tumor profundo, com sobrevida de trinta e nove semanas (p =
0,03). Os resultados deste estudo sugerem que a dele¢do de GSTT1 pode estar inversamente
relacionada a ocorréncia de gliomas malignos, uma vez que nos pacientes a frequéncia de
delecdo foi significativamente menor do que no grupo controle. Estes resultados também
sugerem que pacientes com tumores lobares apresentam menor sobrevida do que portadores
de tumores profundos, e, que a auséncia dos genes GSTM1 e GSTT1 pode diminuir a

sobrevida de pacientes com gliomas malignos.

Palavras-chave — Glutationa S-transferases — Polimorfismo genético — Gliomas — DNA
circulante.
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ABSTRACT

Abstract of Dissertation submitted to the Post-Graduate Program in Clinical Medicine, School
of Medicine, Federal University of Rio de Janeiro, as part of the requirements necessary for

obtaining the grade e of Master in Clinical Medicine.

The enzymes GSTM1 (glutathione S-transferase mu one) and GSTT1 (glutathione S-
transferase theta one) have important roles in cellular detoxification of various carcinogens.
Their absence may facilitate tumors emergence. This paper investigates deletion of the genes
which encode these enzymes (GSTM1 and GSTT1 genes respectively) in 95 patients with
malignant gliomas and in a group of 100 people without cancer, comparing deletion
frequencies between the two groups. In this study the relationship between deletion and
survival time of patients was evaluated. It was also investigated the association between
anatomical tumor location and survival. The genotyping was carried out by polymerase chain
reaction. The results showed a GSTML1 deletion frequency of 44% in patients and 54% in
control group, although this difference was not statistically significant (p = 0.19). It was found
GSTT1 deletion in 11.5% of patients and 36% of control subjects and this difference was
statistically significant (p = 0,00009). Patients with GSTM1 deletion had median survival of
23 weeks and, without deletion, 31 weeks (p = 0.86). Patients with GSTT1 deletion had
median survival of 19 weeks, and those with presence of GSTT1, 28 weeks (p = 0,0001). The
tumor location was available for 44 patients, and of these, 29 had lobar tumors with median
survival of 33 weeks, and 15 had deep tumors , with survival of 39 weeks (p = 0.03). Our
results suggest that GSTT1 deletion may be inversely related to the occurrence of malignant
gliomas, since in the patients group, the frequency of deletion was significantly lower than in
the control group. The results also suggest that patients with lobar tumors have lower survival
than those with deep tumors, and, that the absence of GSTM1 or GSTT1 may decrease the

survival of malignant glioma patients.

Keywords - Glutathione S-transferases - Genetic Polymorphism - Gliomas — Circulating
DNA
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1 INTRODUCAO

1.1 POLIMORFISMOS GENETICOS

Polimorfismos genéticos sdo variagdes nas sequencias de DNA tais como:
substituicdes, delecdes/insercdes de nucleotideos, ou, duplicagcdes/delecdes de genes. Por
definicdo, os polimorfismos ocorrem numa frequéncia populacional de pelo menos 1%
(MILLER, 2001, p.270). A ocorréncia de polimorfismos pode alterar a funcéo das proteinas
que sdo codificadas a partir da sequencia do DNA polimorfico e, consequentemente, alterar
também o fendtipo celular resultante. Os polimorfismos ocorrem, em sua maioria, fora das
regides codificantes dos genes e, neste caso, aparentemente ndo produzem efeito algum
(MILLER, 2001, p.270). Caso o polimorfismo esteja localizado dentro de uma regido
codificante de um gene, pode haver substituicdo de aminoacidos no peptideo codificado por
esta regido, resultando em alteracOes proteicas que podem modificar o metabolismo celular.
Um polimorfismo dentro de uma regido promotora pode alterar a taxa de transcricdo do gene.
A ocorréncia de um polimorfismo localizado no limite entre um exon e um intron pode levar a
producdo de proteinas incompletas ou inativas, devido a falhas no processamento do RNA
mensageiro. Polimorfismos caracterizados pela delecéo total de um gene claramente eliminam
qualquer atividade funcional da enzima por ele codificada. Por outro lado, polimorfismos que
sejam duplicacdes de um gene inteiro podem resultar em niveis mais altos de atividade.
Existem também substituicbes de aminoacidos que oriundas dos polimorfismos de
nucleotideo Unico, mais conhecidos pela sigla SNPs (do inglés single nucleotide
polymorphisms). AlteracGes na funcdo proteica podem produzir efeitos no fenétipo, que por
vezes, sdo observados somente sob condicdes especificas, tais como exposicdo ambiental ou
stress (MILLER, 2001, p.270).

Os polimorfismos nos genes que codificam enzimas atuantes no metabolismo de
carcin6genos podem ser importantes na etiologia de diversos tipos de cancer, dentre os quais,
0s tumores de pulméo (CARLSTEN, 2008, p.767), de bexiga (FRANEKOVA, 2008, p.2) e 0s
tumores gastricos (CHEN, 2010, p.564). Isto acontece porque a auséncia de uma enzima de
detoxicacdo celular, ou o seu funcionamento deficiente pode diminuir a capacidade de
metabolizar carcin6genos, o que permite a acdo lesiva de substancias carcinogénicas sobre o
DNA celular (AUTRUP, 2000, p.66), tornando aquele organismo potencialmente mais
suscetivel a desenvolver alguns tipos de tumores malignos, em especial aqueles que estdo

diretamente ligados a exposi¢do ambiental.



16

1.2 OS GENES GSTT1 E GSTM1

O gene GSTT1 codifica a enzima GSTTL1 (glutationa S-transferase teta 1) e esta
localizado no braco longo do cromossomo 22, precisamente na localizagdo 22g11.23. Para o
gene GSTT1 tém sido descritos trés alelos: 0 GSTT1*A, e 0 GSTT1*B, nos quais a enzima €
codificada (McILWAIN, 2006, p.1642); e um alelo nulo denominado GSTT1*0, que
representa a delecéo do gene e consequentemente a auséncia de producdo da enzima GSTT1
(HAYES, 2005, p.67). Os alelos GSTT1*A e GSTT1*B sao diferentes por um polimorfismo
de nucleotideo unico no exon 3, sendo que o primeiro codifica GSTT1*A , a qual apresenta
uma treonina no residuo 104, e o segundo codifica GSTT1*B, onde a treonina € substituida
por uma prolina. A enzima produzida pelo alelo GSTT1*B mostra uma atividade catalitica
diminuida quando comparada com a codificada pelo gene GSTT1*A, o que poderia ser
atribuido a mudanca conformacional induzida pela substituicdo da treonina por uma prolina
(McILWAIN, 2006, p. 1642). O gene GSTT1 apresenta uma extensdo de 8,1 kb (LANDI,
2000, p.249). A figura 1 mostra a localizagdo do gene GSTT1.

chi22 (qi1.23) Reqky el i TN W 021 KPR 220123 IPTERD of32 TEETT I

Figura 1 - Localizagdo do gene GSTT1 no cromossomo 22 (KENT, 2002, p.996).

A ocorréncia do polimorfismo do tipo delecdo é bastante frequente para o gene GSTT1 nas
diversas etnias ja investigadas. Para popula¢des de caucasianos foram encontrados em estudos
realizados nos EUA, entre 15% e 16% de frequéncia de delecédo e, na Europa, entre 11% e
18% (REBBECK, 1997, p.734). Para uma populacéo africana encontrou-se 38% de delecéo
em investigacdo realizada na Nigéria, e, numa populacdo de etnia chinesa um estudo
descreveu 58% de delecdo (REBBECK, 1997, p.734). Em uma investigacdo realizada na
cidade do Rio de Janeiro com populagdo local, oriunda de varias etnias, encontrou-se 25,4%
de delecéo do gene GSTT1 (ROSSINI, 2002, p.233).

O gene GSTML, por sua vez, codifica a enzima GSTML1 (glutationa S-transferase mi
1), e esta localizado no brago curto do cromossomo 1, na localizacdo 1p13.3. Estdo descritos
para 0 gene GSTM1 quatro alelos diferentes: os alelos GSTM1*A e GSTM1*B, que codificam
a enzima GSTML1 funcional com atividade normal; o alelo GSTM1*0, onde ocorre a delegéo
do gene, e, portanto a enzima ndo é expressa; e 0 alelo GSTM1*1x2, onde se observa uma
superexpressdo da enzima GSTM1 devida a duplicacdo do gene (HAYES, 2005, p.67). Os
alelos GSTM1*A e GSTM1*B diferem por uma substitui¢do na posi¢do 519 de uma base “G”
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no primeiro alelo por uma base “C” no ultimo, o que nao afeta a atividade da enzima que sera
codificada (HAYES, 2000, p.158). A figura 2 mostra a localizacdo do gene GSTML.

el 2D [ITWDTT TN NOOE NN (NN

Figura 2 - Localizacdo do gene GSTM1 no cromossomo 1(KENT, 2002, p.996).

Também para o gene GSTM1 tem sido descrita uma alta frequéncia de delegdo. Esta foi
encontrada em 49% a 54% em caucasianos nos EUA, 38% a 62% em caucasianos europeus,
22% em nigerianos, 33% a 36% em populacbes de etnia indiana e entre 64% a 100% em
populagdes nativas da Oceania (REBECK, 1997, p.734). Um estudo brasileiro encontrou
42,1% de frequéncia de delecdo numa populacédo de 591 pessoas residentes no Rio de Janeiro
(ROSSINI, 2002, p.233).

E importante ressaltar que a populacdo residente no Rio de Janeiro é altamente
miscigenada por ter recebido esta cidade um grande contingente de imigrantes oriundos de
diversas nacdes localizadas na Europa, Africa e Asia, além da presenca marcante de nativos
indigenas na formacao de sua populacdo. Acrescente-se a isto a vinda para o Rio de Janeiro de
milhGes de brasileiros nascidos em outros estados da federacéo nas ultimas décadas do século
XX. Tudo isto conferiu a esta cidade um carater altamente miscigenado e uma variabilidade
genética incomum, o que obviamente influencia as frequéncias de delecdo dos genes em

estudo.

1.3 AS GLUTATIONA S-TRANSFERASES

As glutationa S-transferases (GSTs) constituem um grupo de enzimas multifuncionais
que apresentam papel fundamental na fase Il das reacdes de detoxicacdo celular. Elas sdo
muito importantes para a metabolizacdo de xenobidticos (substancias estranhas ao
organismo), incluindo os carcindgenos. As GSTs catalisam a conjugacdo de compostos
reativos gerados na fase | com a glutationa reduzida, formando compostos mais
hidrossoluveis e facilmente excretaveis pelo organismo (PARL, 2005, p.123). A glutationa é
um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina, que é produzido no ambiente
intracelular onde exerce diversas fungdes importantes (ANDERSON, 1998, p.2). A estrutura

quimica da molécula de glutationa pode ser observada na figura 3.
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Figura 3 — Estrutura quimica da molécula de Glutationa (ANDERSON, 1998, p.2).

As GSTs sdo proteinas muito abundantes no organismo, correspondendo a cerca de
4% do total de proteinas sollveis encontradas no figado humano (EATON, 1999, p.156). As
diferencas qualitativas e quantitativas da ocorréncia das GSTs em diferentes 6rgdos sdo de
particular interesse, uma vez que, podem causar suscetibilidade diferencial dos tecidos aos
efeitos toxicos dos xenobidticos (COMMANDEUR, 1995, p.283). Estas proteinas sdo de
estrutura dimérica, com peso molecular de aproximadamente 25 kDa e sdo encontradas no
citoplasma, nos microssomos e também nas mitocondrias (LANDI, 2000, p.248). Dentro das
células sdo montadas combinacGes homo e heterodiméricas de subunidades de GSTs, estas
combinagbes ocorrem unicamente entre subunidades de uma mesma classe (ROWE, 1997,
p.481). As GSTs detoxicam compostos eletrofilicos, tais como: carcindgenos, drogas
terapéuticas, toxinas ambientais e produtos do estresse oxidativo (CARLSTEN, 2008, P.760).
Alternativamente, o produto da conjugacdo com a glutationa é excretado através da bile ou da
urina como acido mercapturico (MAUGARD, 1998, p.366). Além de catalisar reacfes de
conjugacdo, reducdo e isomerizagdo, as GSTs citosolicas também se ligam de forma covalente
ou ndo covalente a ligantes hidrofébicos. Este tipo de atividade contribui para o transporte
intracelular, sequestro e distribuicdo de xenobio6ticos e horménios (HAYES, 2005, p.61).
Além do seu importante papel na fase Il da detoxicacdo celular, as GSTs sdo capazes de
modular a inducdo de outras enzimas e proteinas importantes para a fisiologia celular, como é
0 caso das enzimas de reparo de DNA. Desta forma, participam da manutencao da integridade
gendmica e, por isto, apresentam relevancia na suscetibilidade ao cancer (CARLSTEN, 2008,
p.760). A regulacdo das GSTs citosolicas esta sujeita a um complexo conjunto de pardmetros
enddgenos e exdgenos; estes fatores incluem sexo, fatores teciduais especificos, bem como
um grande numero de agentes xenobidticos, tais como, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, antioxidantes fendlicos, espécies reativas de oxigénio e outros (HAYES, 1995,
p.512). As GSTs sdo do interesse de farmacologistas e toxicologistas porque proveem alvos

farmacoldgicos para tratamentos contra asma e também contra o cancer, além de metabolizar
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agentes quimioterdpicos antitumorais e muitos outros compostos quimicos (HAYES, 2005,
p.52). As glutationa S-transferases tém emergido como alvos terapéuticos promissores porque
isoenzimas especificas (tais como as GSTs) estdo superexpressas em uma grande variedade de
tumores, e, podem ser importantes na etiologia de outras doencas, tais como, esclerose
mdaltipla, doenca neurodegenerativa e asma (TOWSEND, 2003, p.7372). Linhagens celulares
tumorais resistentes a quimioterdpicos tém mostrado uma superexpressdo de isoenzimas
GSTs. Esta superexpresséo leva a uma acelerada detoxicacdao da droga e, consequentemente,
leva a aquisicdo de resisténcia a mesma (McILWAIN, 2006, p.1639). Em humanos, as
glutationa S-transferases sdo divididas em oito classes que recebem seus nomes com o uso de
letras do alfabeto grego, sendo conhecidas como: alfa, mi, teta, pi, zeta, sigma, kapa e qui
(também chamada de 6mega) (FRANEKOVA, 2008, p.2). Esta classificacdo estd baseada no
compartilhamento de mais de 60% de identidade dentro de cada classe, no que diz respeito a
sequencia de aminoécidos (McILWAIN, 2006, p.1639), bem como a especificidade por
substratos, afinidade quimica e comportamento cinético da enzima (LANDI, 2000, p.248). A
figura 4 mostra uma representacdo esquematica das reacdes de detoxicacdo celular com suas
respectivas fases I, Il e Ill. Nesta representacdo, € ressaltada a conjugacdo pela glutationa,
embora existam varios outros tipos de reacBes de conjugacdo que ocorrem no ambiente

intracelular.

Figura 4 - Vista geral das reacdes de detoxicacdo. Uma molécula de benzopireno é
detoxicada pela célula através da conjugacdo com a glutationa, e, em seguida, é eliminada
para fora da célula (SHEEHAN, 2001, p.2).
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1.3.1 AENZIMA GSTT1

A GSTT1 humana é uma enzima homodimérica onde cada subunidade apresenta 25,3
kDa de peso molecular (LANDI, 2000, p.249). Esta enzima detoxica alguns hidrocarbonetos
reativos, tais como o oOxido de etileno (JEONG, 2003, p.194). A GSTT1 também esta
envolvida no metabolismo de diversos outros agentes quimicos, tais como, agentes metilantes,
pesticidas e solventes industriais. Estudos in vitro sugerem que a GSTT1 protege as células de
produtos toxicos gerados nas reacOes da fase | da detoxicacdo celular (RAIMONDI, 2006,
p.1028). No organismo humano a enzima GSTT1 é expressa em diversos tecidos: nos
pulmdes, intestinos, cérebro, sangue, rins e figado, dentre outros (LANDI, 2000, p.273). A

figura 5 mostra uma representacao da estrutura tridimensional da enzima GSTT1.

Figura 5 — Representacdo tridimensional da glutationa S-transferase teta 1
humana (TARS, 2005, p.98).

A auséncia da expressdao de GSTT1 tem sido associada ao risco de cancer de bexiga
(SRIVASTAVA, 2004, p.430), de cavidade oral (SREELEKHA, 2001, p.597), e de pulméo
(HOSGOOD, 2007, p.137). Também se acredita que possa influenciar a suscetibilidade ao
meningioma (LAI, 2005, p.1784), e parece estar relacionada a um aumento no risco de se

desenvolver leucemia miel6ide aguda (YE, 2005, p.980).

1.3.2 AENZIMA GSTM1
A enzima GSTML1 catalisa a detoxicacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,

compostos oriundos da combustdo de substancias organicas que reconhecidamente sdo
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agentes mutagénicos e estdo presentes na fumaca gerada pelas industrias, nos gases emitidos
por veiculos automotores, bem como na fumaca produzida pela queima do tabaco (AUTRUP,
2000, p.69), (BELPOMME, 2007, p.419). Por estar envolvida na detoxicacdo do benzopireno
e de outros hidrocarbonetos aromaticos policiclicos presentes no cigarro, a GSTM1 tem sido
objeto de diversos estudos relacionando a sua auséncia com neoplasias malignas ligadas ao
habito tabagico, dentre as quais, o cancer de pulmé&o e o de bexiga (CARLSTEN, 2008, 759),
(ENGEL, 2002, p.96). Na literatura cientifica também se sugere que pessoas com delecdo do
gene GSTML1 (e que, portanto ndao apresentam expressdao da enzima GSTM1) estdo em risco
aumentado para desenvolver cancer de estdmago (CHEN, 2010, p.564). A figura 6 mostra
uma representacdo tridimensional da enzima GSTM1.

Figura 6 — Representacéo tridimensional da glutationa S-transferase M1A humana (Protein
Data Bank).

1.4 O DNA CIRCULANTE

Entende-se por DNA circulante aquele que se encontra circulando livre no plasma ou
soro sanguineos, exteriormente a célula (FLEISCHHACKER, 2007, p.181). Sabe-se que 0
DNA circulante pode ser encontrado tanto em condicGes patoldgicas, quanto em condicdes
favoraveis de satude (STROUN, 2000, p.161). A presenca de DNA extracelular no plasma
sanguineo foi inicialmente descrita em 1948 (LO, 2001, p.2). Em 1977 foi descrito que
pacientes portadores de cancer apresentavam niveis aumentados de concentracdo de DNA
circulante no soro sanguineo (LEON, 1977, p.646). Foi descrito também que pacientes com
doenca metastatica apresentavam niveis ainda mais aumentados deste tipo de DNA, sendo
que, em alguns casos, os niveis de DNA circulante decresciam ap0s terapia bem sucedida

contra o cancer (LEON, 1977, p.646). Posteriormente, em 1989, Stroun e colaboradores
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encontraram no DNA circulante em plasma sanguineo de pacientes com cancer, as mesmas
caracteristicas encontradas no DNA das células tumorais, sugerindo que este DNA circulante
era de origem tumoral (STROUN, 1989, p.318). Isto veio a ser confirmado anos mais tarde
quando foram publicados dois trabalhos que relatavam a presenca de mutacdes associadas ao
tumor no DNA circulante de pacientes portadores de sindrome mielodisplasica, leucemia
mielogénica aguda (VASIOUKHIN, 1994, p.774) e cancer pancredtico (SORENSON, 1994,
p.67). Diversas alteracdes tém sido detectadas em DNA circulante, tais como: mutacbes
pontuais, alteraces de microsatélite, polimorfismos de nucleotideo dnico, sequencias
hipermetiladas, sequencias de rearranjo gendmico, bem como a presenca de DNA viral
(FLEISCHHACKER, 2007, p.188). Num estudo realizado na Italia, com cento e quarenta e
dois pacientes portadores de linfomas de diversos tipos, foram encontrados niveis de DNA
circulante em plasma sanguineo significativamente maiores (p < 0,01 para todos os tipos
estudados) do que em individuos controle saudaveis, conforme pode ser observado na figura 7
(HOHAUS, 2009, p.1408).
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Figura 7 - Niveis de DNA circulante em plasma sanguineo em controles saudaveis e em
portadores de linfomas. DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma); MCL (mantle cell
lymphoma); FL (folicular lymphoma); HL (Hodgkin's lymphoma), (HOHAUS, 2009, p.1408).

Todo este conhecimento cientifico sugere que alteracdes no DNA circulante em
plasma sanguineo poderiam ser possiveis biomarcadores para o diagndstico de cancer. Além

disto, o sangue periférico, donde se obtém o plasma, € de coleta simples, rapida e pouco
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invasiva. E um dos anseios antigos da medicina o desenvolvimento de um teste sanguineo de
execucao simples que permita o diagnostico de cancer em estagios iniciais (SIDRANSKY,
2000, p.3).

1.5 OS GLIOMAS MALIGNOS

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) sdo relativamente raros, estando entre
1% e 2%, aproximadamente, de todos os neoplasmas malignos. Dentre os tumores do SNC, 0s
gliomas sdo os mais frequentes (MUNSHI, 2009, p.127). Gliomas sdo tumores que se
originam nas células da glia, as quais sdo as células-suporte do SNC e apresentam grande
versatilidade. Estas células desempenham fungdes de suma importancia tais como: migracéo,
protecdo neural, proliferacao, orientacdo axonal e efeitos troficos (NDUBAKU, 2007, p.182).
Os gliomas malignos sdo caracterizados por crescimento invasivo e difuso e, podem exibir
diversos graus de diferenciacdo dentro de um mesmo tumor (RAMNARAYAN, 2007, p.49),
(KYRITSIS, 2009, p.104), sendo um grupo heterogéneo de tumores neuroectodermais. Os
gliomas podem apresentar crescimento lento ou rapido e, sdo mais frequentemente
diagnosticados em homens do que em mulheres (BENSON, 2008, p.185), (OHGAKI, 2005,
p.96). Os gliomas sdo agrupados de acordo com sua origem celular, e recebem um grau com
base nas suas caracteristicas histopatologicas. Astrécitos, oligodendrdcitos, e células
ependimais sdo os tipos celulares da glia, os quais podem originar respectivamente 0s
astrocitomas, os oligodendrogliomas e os ependimomas (GRIER, 2006, p.681). Estes gliomas
correspondem a mais de 70% de todos os tumores cerebrais (OHGAKI, 2005, p.93), cuja
incidéncia tende a ser maior nos paises desenvolvidos e industrializados, em relacdo aos
paises em desenvolvimento (OHGAKI, 2005, p.94). A figura 8 mostra, a nivel mundial, a
incidéncia e a mortalidade dos tumores do SNC. A carcinogénese dos gliomas envolve uma
complexa combinacdo de caracteristicas genéticas constitutivas que predispdem ao cancer em
associacao com fatores de risco ambiental e alteragdes genéticas somaticas que ocorrem no
curso da vida. Esta combinacdo de alteracdes pode conduzir as células gliais a uma
proliferacdo anormal e a transformacdo maligna (KYRITSIS, 2009, p.104). Nos ultimos anos
tém sido encontradas diversas alteracGes cromossOmicas, genéticas e epigenéticas (estas
ultimas sdo alteracGes que ocorrem na expressao do gene, sem que a sequencia do DNA esteja
alterada) que estdo associadas aos diferentes tipos histologicos e graus de malignidade dos
gliomas (SARKAR, 2009, p.108).
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Figura 8 - Incidéncia mundial e mortalidade dos tumores do sistema nervoso central por
100.000 pessoas por ano (OHGAKI, 2005, p.94).

15.1 OS ASTROCITOMAS

Dentre os gliomas malignos, os astrocitomas sdo 0s tumores que apresentam maior
frequéncia, correspondendo a mais de 50% dos casos (SARKAR, 2009, p.109). A figura 9
mostra a incidéncia dos astrocitomas em varios paises e regides do mundo. De acordo com a
classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), dentro dos astrocitomas podem ser
destacadas as seguintes subdivisdes: astrocitoma pilocitico (OMS grau 1), astrocitoma difuso
(OMS grau 1), astrocitoma anaplasico (OMS grau I11) e glioblastoma multiforme (OMS grau
IV). O glioblastoma multiforme (GBM) corresponde ao astrocitoma de grau 1V, mas recebe
nomenclatura diferenciada por possuir caracteristicas muito especificas (SARKAR, 2009,
p.109).
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Figura 9 - Taxas de incidéncia de astrocitomas em Varios paises e regides do
mundo por cem mil pessoas por ano (OHGAKI, 2005, p. 95).

Os astrocitomas pilociticos (OMS grau 1) sdo relativamente circunscritos, apresentam
crescimento lento, ocorrendo em criangas e adultos jovens e afetam mais comumente o
cerebelo. Histologicamente os astrocitomas de grau | apresentam padrdo bifasico. Sua
frequéncia é de 5% a 6% de todos os tumores cerebrais (SARKAR, 2009, p.109). A média de
idade em que é diagnosticado o astrocitoma pilocitico é de dezessete anos (OHGAKI, 2005,
p.96), e a taxa de sobrevida é considerada alta para gliomas malignos, com mais de 80% dos
pacientes ainda vivo dez anos ap6s o diagndstico (GRIER, 2006, p.687).

Os astrocitomas difusos (OMS grau 1) séo infiltrantes, em geral acometem adultos
jovens, na terceira ou quarta década de sua vida (SMITS, 2002, p.253-254). Apresentam-se
como massas nos hemisférios cerebrais, com epicentro repousando predominantemente na
massa branca do cérebro, embora também seja comum o envolvimento do cértex. Estes
tumores sdo caracterizados pelo alto grau de diferenciacédo e pelo crescimento lento, todavia,
apresentam tendéncia intrinseca a progressdo maligna para astrocitomas anaplasicos e por fim

para glioblastomas.
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Figura 10: Imagem de corte histopatoldgico de tecido corado com hematoxilina-eosina. A —
tecido sadio caracterizado por camada endotelial Unica; B — Astrocitoma difuso (grau 1),
caracterizado por aumento de células gliais com atipia nuclear; C - Astrocitoma anaplasico
(grau 1l1) caracterizado por hiperplasia de células gliais e atipia nuclear; D - Glioblastoma
multiforme (grau 1V) caracterizado por proliferacdo vascular, aspecto glomeruldide e
necroseendotelial Unica. (FISCHER, JSG 2010)

A incidéncia dos astrocitomas difusos corresponde de 10% a 15% de todos os tumores
cerebrais (SARKAR, 2009, p.109). A média de idade em que é feito o diagndstico é de
guarenta e sete anos e a sobrevida média estd em torno de setenta e sete meses (OHGAKI,
2005, p.96).

Os astrocitomas anaplasicos (OMS grau Ill) localizam-se preferencialmente nos
hemisférios cerebrais, semelhantemente aos astrocitomas difusos, porém ocorrem numa faixa
etaria um pouco mais elevada (de 45 a 50 anos). A sobrevida média dos pacientes esta em
torno de trinta meses (OHGAKI, 2005, p.96). Eles séo histologicamente caracterizados por
apresentarem atipia nuclear, aumento de celularidade e significativa atividade proliferativa.
Os astrocitomas anaplédsicos tendem a progredir para glioblastomas secundarios
(REIFENBERGER, 2004, p. 659).

Os glioblastomas multiformes (OMS grau V) podem se desenvolver em qualquer
idade, mas a grande maioria dos glioblastomas ocorre em pacientes adultos, com pico de
incidéncia entre cinquenta e setenta anos (REIFENBERGER, 2004, p.659).
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Microscopicamente, os glioblastomas sdo tumores altamente anaplasicos, compostos por
células de morfologias distintas. A atipia nuclear é geralmente marcante, ¢, uma intensa
atividade mitética incluindo formas atipicas € uma caracteristica proeminente. A presenca de
proliferacdo microvascular patologica e/ou necrose é essencial para o diagndstico
(REIFENBERGER, 2004, p.659). Os glioblastomas podem ser de origem priméria, se
desenvolvendo de forma muito rapida, sem nenhuma evidéncia clinica, radiolégica ou
morfologica de terem progredido a partir de astrocitomas de grau menor. Podem também ser
de origem secundaria, desenvolvendo-se a partir de astrocitomas de baixo grau ou anaplasicos
(KLEIHUES, 1999, p.44). Em relacdo a pacientes portadores de outros tumores cerebrais,
pacientes portadores de GBM apresentam as piores taxas de sobrevida em todas as faixas
etarias (WRENSCH, 2002, p.282), e a despeito dos avancos nas técnicas de cirurgia,
radioterapia e quimioterapia para tumores cerebrais, a sobrevida destes pacientes ainda
permanece extremamente pobre (OHGAKI, 2004, p.6896) estando a sobrevida média em
torno de sete meses (HESS, 2004, p.2295).

A figura 11 mostra a imagem de um glioblastoma multiforme recorrente em

tomografia computadorizada.

Figura 11 — Imagem de tomografia computadorizada exibindo um
glioblastoma multiforme (FONSECA, 2005, p.S1:6)
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1.5.2 OS OLIGODENDROGLIOMAS

Os oligodendrogliomas (OD) sdo tumores infiltrantes e difusos (SARKAR, 2009,
p.112) que se originam nos oligodendrdcitos. Recebem o grau Il na classificacdo da OMS.
Eles podem ocorrer em qualquer localizagcdo, porém quase nunca sdo encontrados no tronco
cerebral, no cerebelo ou na medula espinhal. Eles sdo bastante incomuns em criangas. A
maioria dos oligodendrogliomas de grau Il se apresenta como massas localizadas nos
hemisférios cerebrais em adultos jovens ou pessoas de meia idade. O progndstico é
significativamente melhor que o dos astrocitomas (PERRY, 2003, p.173). A sobrevida média
dos pacientes é de cerca de cento e cinco meses (HESS, 2004, p.2295).

Os oligodendrogliomas com caracteristicas focais ou difusas de malignidade e com
prognostico menos favoravel sdo classificados como oligodendrogliomas anaplasicos (OMS
grau Ill), e ocorrem aproximadamente de sete a oito anos mais tarde que os de grau Il. Estes
tumores desenvolvem-se preferencialmente no lobo frontal, e com menor frequéncia no lobo
temporal. O oligodendroglioma anaplésico (OA) pode ocorrer como progressao de um OD de
grau Il, bem como pode se desenvolver sem nenhuma evidéncia de haver progredido de um
tumor de menor grau pré-existente. As caracteristicas do OA ligadas a malignidade sao:
elevada celularidade, atipia citolégica marcante, alta atividade mitdtica, proliferacdo
microvascular e necrose (SARKAR, 2009, p.112). O progndstico para os portadores de OA €
bem pior do que o esperado para os pacientes com OD de grau Il, estando a sobrevida média
para os pacientes com OA em 36 meses (HESS, 2004, p.2295).

A figura 12 exibe um oligodendroglioma anaplasico em imagem de ressonancia

magnética.
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Figura 12 - Oligodendroglioma anaplasico em imagem de ressonancia magnética
(FONSECA, 2006, p.613).

1.6 POLIMORFISMO DE GSTT1 E GSTM1 E GLIOMAS MALIGNOS

Tem sido descrita na literatura cientifica uma possivel associacdo entre o
polimorfismo em genes envolvidos no metabolismo de carcin6genos e uma maior
suscetibilidade aos gliomas malignos (OHGAKI, 2005, p.102). Um estudo de caso-controle
realizado nos EUA mostrou um aumento no risco de oligodendrogliomas associado com a
delecdo de GSTT1 (OHGAKI, 2005, p.102). Em outro trabalho foi encontrado um aumento
significativo na frequéncia do alelo ndo deletado do gene GSTM1 em astrocitomas pediatricos
de alto grau, sugerindo que o polimorfismo deste gene possa executar algum papel na

suscetibilidade a tumores cerebrais desta natureza (EZER, 2002, p.133).

1.7 A LOCALIZACAO ANATOMICA DOS GLIOMAS MALIGNOS

Os gliomas tipicamente desenvolvem-se na substancia branca lobar, ou na substancia
cinzenta profunda do cérebro (RAMNARAYAN, 2007, p.49). Estudos baseados em modelos
matematicos de proliferacdo e migracdo de gliomas tém levantado a hip6tese da existéncia de
padrdes diferenciados para tumores de localizacdo lobar em contraste com os de localizacdo
profunda (FONSECA, 2009, p.558). De acordo com estes estudos, o crescimento dos gliomas
malignos que se desenvolvem na substancia cinzenta profunda do cérebro apresenta um
intervalo de tempo maior, quando comparado ao observado para os tumores da substancia
branca lobar, onde a migragéo e a invaséo seriam mais rapidas (FONSECA, 2010, p.8). A

hipdtese levantada por modelos matematicos tem sido confirmada por estudos experimentais
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com pacientes (RAMNARAYAN, 2007, p.49), (FONSECA, 2009, p.557) onde se tem
provado que independentemente do tamanho do tumor ao tempo do diagndstico, os gliomas
de alto grau localizados na substancia cinzenta profunda estéo relacionados a um maior tempo
de sobrevida quando comparados aos tumores que se localizam na substancia branca lobar
(FONSECA, 2009, p.558).

Neste estudo foi levada em consideragéo a localizacdo anatdmica dos gliomas dos
pacientes para 0s quais se dispunha desta informacdo para avaliar se, neste grupo de
pacientes, seria confirmada a tendéncia demonstrada na literatura cientifica de uma maior

sobrevida para os portadores de gliomas com localizagédo profunda.

1.8 FATORES AMBIENTAIS E OCORRENCIA DE GLIOMAS MALIGNOS

A influéncia dos fatores ambientais na génese de diversas neoplasias malignas ja é
conhecida h& décadas, especialmente por meio de estudos epidemiol6gicos que trabalham
com quantidades expressivas de pacientes, minimizando possiveis vieses experimentais.
Pode-se citar como exemplo a relacdo entre o cancer de pulméo e o habito tabagico, que é um
fator ambiental ja de muito tempo identificado como o principal fator de risco para o
desenvolvimento deste tipo de neoplasia (CARLSTEN, 2008, p.760), (DANAEI, 2005,
p.1787). A estreita relagdo entre a influéncia de fatores ambientais e o desenvolvimento de
tumores malignos ressalta a importancia da acdo das enzimas de detoxicacdo (dentre elas a
GSTT1 e a GSTML1). Essas enzimas atuam na protecdo da integridade gendmica catalisando o
metabolismo de substancias carcinogénicas, que, caso nao fossem excretadas, poderiam
causar lesdes no DNA celular. Estes danos poderiam acumular-se dando inicio a um clone
tumoral. Desta forma, o estudo da frequéncia de delecdo dos genes GSTT1 e GSTML1 esté
inserido no contexto da relacdo entre carcinogénese e acdo de fatores ambientais. O fato de
estes genes apresentarem altas taxas de delecdo nas populacGes ja estudadas realca a
relevancia deste tipo de investigacdo, uma vez que, em todo o mundo, grandes parcelas da
populacdo apresentam delecdo de pelo menos um destes genes. No que diz respeito aos
tumores cerebrais, ainda se sabe pouco sobre sua etiologia, e o Unico fator de risco ja
estabelecido é a exposicdo a radiacdo ionizante terapéutica utilizada para tratar alguns
tumores que ocorrem em criancas (FISHER, 2007, p.877). Em particular, criancas tratadas
com radiacdo X para leucemia linfoblastica aguda mostram um risco significativamente
elevado para desenvolver gliomas e tumor neuroectodermal primitivo (OHGAKI, 2005, p.93).

Portanto existe um campo aberto para a pesquisa de outros fatores ambientais que possam
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estar envolvidas no desenvolvimento destes tumores. Apesar de ndo serem conhecidos, é
muito provavel que existam outros fatores ambientais importantes para a carcinogénese dos
tumores cerebrais, em especial os gliomas que sdo os de maior frequéncia. Esta hipotese €
reforcada pelo conhecimento que ja existe de que os paises de maior industrializacéo

apresentam niveis bem mais altos de incidéncia de gliomas malignos.

1.9 O QUIMIOTERAPICO ALCOOL PERILICO

O alcool perilico (AP) é um composto natural com propriedades quimioterapicas. Em
contraste com 0s quimioterapicos de uso corrente, 0s compostos naturais inibem a
proliferacdo de células transformadas e normalizam a atividade dos sinais envolvidos no
crescimento celular, tais como: instabilidade genética, expressdo anormal de genes,
transducdo anormal de sinal, comunicacdo intercelular anormal e angiogénese, sem destruir as
propriedades estruturais das células normais (FONSECA et al, 2003, p.51). Também chamado
de 4-isopropenil-ciclohexanocarbinol, o AP é um monoterpeno, consistindo de duas unidades
isoprénicas formadas pela via do mevalonato (BELANGER, 1998, p.448). Ele € encontrado
em pequenas concentracbes nos Oleos essenciais de alguns vegetais, tais como, horteld,
cerejas, sementes de aipo, cominho, e vérias outras plantas (KELLOFF, 1996, p.9). Em
estudos com animais, 0 AP tem provocado a regressdo de tumores de pancreas, de mama, e de
figado; e tem se mostrado um possivel agente quimiopreventivo para cancer de célon, pele e
pulmdo. Nestes estudos, observou-se a possibilidade de o AP ser usado como um agente
guimioterapico para neuroblastoma, cancer de prostata e cancer de célon. O alcool perilico é
ativo em induzir apoptose em células tumorais sem afetar as células normais, e pode reverter
celulas tumorais a um estado anterior diferenciado (BELANGER, 1998, p.448). Embora o
mecanismo pelo qual o AP exerca sua atividade anticancerigena ainda ndo esteja claramente
elucidado, diversas atividades potencialmente importantes relacionadas a esta droga tém sido
observadas em estudos pré-clinicos, incluindo efeitos celulares tais como uma parada precoce
da fase G1 do ciclo celular e a inducdo de apoptose, efeitos bioquimicos tais como a inibigédo
da modificacdo pds-translacional de proteinas envolvidas na transducdo de sinal e na
regulacdo génica diferencial (FONSECA, 2006, p.S1:5). Foi observado in vitro que o &lcool
perilico inibe seletivamente pequenas proteinas G, incluindo o proto-oncogene p21-ras,
através do bloqueio pds-translacional da isoprenilacdo. Isoprenilacdo é a ligacdo pos-
translacional de grupamentos isoprendides a proteinas-alvo especificas. A isoprenilagdo é

crucialmente importante para o trafego e sinalizagcdo de proteinas celulares (COLE; VASSAR,
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2008, p.118). Proteinas ras ndo isopreniladas ndo se associam com a membrana plasmatica e
séo incapazes de promover transformacao celular (AZZOLlI, 2003, p.494).

A administracdo do alcool perilico pela via intranasal apresenta diversas vantagens,
dentre as quais, o fato de ser um método rapido, confortavel e ndo invasivo (o que facilita a
adesdo ao tratamento por parte do paciente), a rica vasculatura e alta permeabilidade da
mucosa nasal que acentuam a absorc¢do do agente terapéutico, o fato de ultrapassar a barreira
hemato-encefalica reduzindo a exposicdo do SNC a efeitos colaterais sistémicos, o fato de ndo
requerer nenhuma modificacdo do agente terapéutico, a rapidez com que 0s niveis sistémicos
e a atividade farmacoldgica sdo alcangados (FONSECA et al, 2007, p.12). O potencial
antitumoral do &lcool perilico contra GBM foi avaliado num estudo conduzido por Fonseca e
colaboradores onde quatro pacientes portadores de glioblastomas multiformes recorrentes
receberam administracdo de alcool perilico por via intranasal, e, apds trés meses de
tratamento, trés destes pacientes mostravam um tamanho de tumor estavel, sugerindo uma
inibicdo no crescimento tumoral (FONSECA, 2006, p.S1:6).
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2 OBJETIVOS

Objetivo principal:

Este trabalho explora a relagdo entre a deficiéncia de protecdo enzimatica celular,
carcinogénese de gliomas malignos e sobrevida de pacientes portadores destas neoplasias
apos quimioterapia com o alcool perilico. A importancia deste estudo € corroborada pelo fato
de apresentarem os gliomas malignos, na maioria das vezes, um mau progndstico, com

sobrevida curta e, em geral, qualidade de vida bastante ruim.

Objetivos secundarios:

1 - Determinar as frequéncias do polimorfismo do tipo delecdo dos genes GSTT1 e GSTM1

em noventa e cinco pacientes portadores de gliomas malignos e cem individuos saudaveis.

2 — Comparar as frequéncias de delecdo de ambos 0s grupos para avaliar se a ocorréncia de
gliomas malignos pode ter relacdo com a delecéo dos genes GSTT1 e GSTML1.

3— Avaliar se o tempo de sobrevida dos pacientes esta relacionado com a delecdo dos genes
GSTT1 e GSTM1.

4 — Para o0s pacientes cuja localizacdo tumoral esta disponivel, avaliar se 0 tempo de sobrevida

tém relacdo com a localizacdo anatémica do tumor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 GRUPOS DE ESTUDO

Este é um estudo do tipo caso-controle, onde 0 grupo de pacientes é composto de
noventa e cinco portadores de gliomas malignos recorrentes que foram arrolados para esta
investigacdo pelo Laboratério de Patologia Celular (Universidade Federal Fluminense), que
atuou em conjunto com o Laboratério de Controle da Expressdo Génica (Universidade
Federal do Rio de Janeiro), onde foi desenvolvido este trabalho. Dentre os pacientes havia
cinguenta e dois homens e quarenta e trés mulheres, com idades variando entre 19 e 83 anos
(idade média: 53,4 anos). Dos noventa e cinco pacientes, setenta e um foram diagnosticados
com glioblastoma multiforme, treze com astrocitoma anaplasico e onze com
oligodendroglioma. Os tumores foram detectados através de tomografia computadorizada
e/ou imagem de ressonancia magnética, e o diagndstico foi realizado por exame
histopatolégico. O grupo controle era composto de cem individuos saudaveis, trinta e seis
homens e sessenta e quatro mulheres, com idades variando entre 20 e 97 anos (idade média:
42,4 anos). Os pacientes e os individuos controles assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido para participarem do estudo (vide apéndice B). Este estudo foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho, bem como pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP
25000.009267/2004-25), tendo sido a sua aprovacdo lavrada no parecer N° 1336/2004 desta

comissao.

3.2 O TRATAMENTO COM ALCOOL PERILICO
Os pacientes deste estudo foram tratados com o alcool perilico, um composto natural
com propriedades quimioterapicas. A administracdo do alcool perilico foi realizada por via

intranasal (inalacdo), na dose de 55 mg quatro vezes ao dia, totalizando 220 mg/dia.

33 A EXTRA(;AO DO DNA DOS PACIENTES

Apos a coleta do sangue periférico dos pacientes portadores de gliomas malignos foi
feita a separacdo do plasma sanguineo atraveés de centrifugacdo. A partir do plasma fez-se a
extracdo do DNA circulante com o uso do kit comercial “QIAamp® DNA Blood mini kit”, do

fabricante QIAGEN, de acordo com o protocolo proposto pelo fabricante.
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3.4 A EXTRAC}AO DO DNA DOS CONTROLES

Foi coletado o escovado da mucosa oral fazendo-se movimentos giratorios de friccéo
na face interna de ambas as bochechas dos individuos controle. A extracdo do DNA foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Rebello & Carvalho (REBELLO, 2008,
p.165), onde cada escova contendo o material bioldgico foi mergulhada num tubo cdnico de
centrifugagdo de 1,5 mL contendo 500 pL de tampao de lise celular (Tris-HCI 10 mM, pH
7,5; EDTA 10mM; NaCl 10mM; SDS 2%) e 15uL de proteinase K a 10 mg/mL. Para retirar o
material bioldgico da escova foram feitos movimentos circulares desta contra a parede interna
do tubo. O material foi entdo incubado por duas horas a 56°C. Ap0s a incubacdo acrescentou-
se 500puL de Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico (25:24:1) a cada tubo, e agitou-se por cerca
de um minuto. Depois da agitacdo os tubos foram centrifugados a 8.000 RPM durante cinco
minutos. Em seguida retirou-se a fase aquosa (fase superior) de cada tubo e transferiu-se para
outro tubo onde foram acrescentados 15 uL de NaCl 5M e 1.000 uL de etanol a 95%,
misturando-se o contetdo do tubo por inversdo. O material foi entdo incubado a -20°C por no
minimo uma hora e centrifugado durante vinte minutos a 8.000 RPM. Apos esta centrifugacédo
0 sobrenadante de cada tubo foi aspirado e os tubos foram mantidos abertos para secagem a
temperatura ambiente. Por fim, o pellet de DNA foi ressuspenso em 26uL de agua milli-Q e
estocado a -20°C para uso posterior.

3.5 A DETERMINACAO DOS GENES GSTM1 E GSTT1

3.5.1 AI\/IPLIFICA(;AO POR REAC;AO EM CADEIA PELA POLIMERASE

A delecdo dos genes GSTM1 e GSTT1 foi detectada através de Polymerase Chain
Reaction (PCR) multiplex. Na reacdo de PCR, além dos genes em estudo, também foi usado o
gene p53 (exon 5) como um controle interno para confirmar a eficicia da extracdo e da
amplificacdo do DNA. As sequencias dos iniciadores usados na reagdo de PCR podem ser

observadas na tabela 1.
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Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores usados na genotipagem

Gene Iniciador Tamanho do produto
amplificado
GSTM1 (D) 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3 220 pb

(R) 5" GTGGGCTCAAATATACGGTGG 3

GSTT1 (D) 5" TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC ¥ 450 pb

(R) 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA 3

P53 (D) 5' GCAACCAGCCCTGTCGTGTCTCCA 3' 274 pb

(R) 5 GGAATTCTGTTCACTTGTGCCCTGACTTTCAAC 3'

Para a amplificacdo foi utilizada a metodologia descrita por Joseph e colaboradores
(JOSEPH, 2006, p.413) com algumas adaptacOes, onde inicialmente foi feita uma etapa de
desnaturacdo do DNA a 95°C por cinco min., seguida de trinta ciclos de 95°C por trinta seg.,
64°C por um min., e 72°C por um min. Isto foi seguido por uma etapa de extensédo final de

72°C por cinco min.

3.5.2 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

O produto amplificado da PCR foi submetido a corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida na concentracdo de 10%. Em todos os géis, aplicou-se em um dos po¢os 0
padrdo de DNA 100 bp ladder® da Invitrogen, e nos demais pogos, as amostras do produto
amplificado da PCR.

35.3 COLORACAO DOS GEIS PELO NITRATO DE PRATA
Apos a eletroforese do produto de PCR os géis foram corados pelo método do nitrato

de prata, que consiste numa etapa inicial de fixacdo do DNA onde o gel € banhado por dez
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minutos em uma solucdo de 0,8% de &cido acético glacial e 10% de etanol absoluto em &gua
destilada, seguida por uma etapa de impregnacédo pelo nitrato de prata numa concentracdo de
0,2% em &gua destilada por dez minutos apds a qual se lava com &gua destilada por 15 seg.
para retirar o excesso de nitrato de prata, e por fim o gel € banhado na solucdo de revelacédo
composta de Na OH a 3% e formaldeido a 0,8% em &gua até o nitido aparecimento das

bandas.

3.6 ANALISE ESTATISITICA

O programa SPSS versdo 15.0 foi utilizado para a realizacéo da anélise de dados deste
estudo. O Teste Exato de Fisher (bicaudal) e 0 Odds Ratio foram utilizados para comparar 0s
dois grupos (pacientes e individuos controle) de acordo com os genotipos GSTM1 e GSTT1.
Para determinar a associacdo entre 0s genotipos e idade, sexo, e tipo tumoral utilizou-se o
Teste Exato de Fisher (bicaudal). O Teste-G para amostras independentes (Williams) foi
usado para determinar a relacdo entre os genotipos GSTM1 e GSTT1 e a sobrevida média dos
pacientes e também a relacdo entre a localizagdo tumoral e a sobrevida. Para analisar a
associacdo entre sobrevida acumulada e os genotipos GSTM1 e GSTT1, bem como a relagédo

entre sobrevida acumulada e localizagdo tumoral foi utilizado o estimador Kaplan-Meier.
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A figura 14 mostra a imagem de um dos géis que foram preparados na parte
experimental deste estudo. Os genes GSTM1 e GSTT1 sédo visualizados respectivamente como

bandas de 220 e de 450 pares de bases (pbs) e o0 gene p53 (exon 5) como uma banda de 274

pbs.

2 3 4

L LI -

6 7

—1 T L e 220 pbs (GSTM1)

10

Figura 13 — Raia 1: 100 bp ladder; raias 2, 4, 5, 6, 7, 8 e 10:
sem delecdo de GSTT1 ou GSTML1; raia 3: delecdo de

GSTT1 e GSTML,; raia 9: delecdo de GSTM1

= . 450 pbs (GSTTY)
e 274 pbs (p53)

As frequéncias dos genétipos GSTM1 e GSTT1 nos pacientes e nos individuos

controle sdo mostradas na tabela 2. Encontrou-se delecdo de GSTM1 em 42 (44%)

pacientes e em 54 (54%) individuos controle, porém esta diferenca ndo se mostrou

estatisticamente significativa (p = 0,19). Entretanto, a delecdo de GSTT1 foi detectada em

11 (12%) dos pacientes e em 36 (36%) dos individuos controle. Esta diferenga se mostrou

altamente significativa (p = 0, 00009).

Tabela 2 - Frequéncias de GSTM1 e GSTT1 em 95 pacientes e 100 individuos controle

Genétipos Pacientes n (%) Controles n (%) Odds Ratio Valor p
GSTM1 nulo 42 (44) 54 (54) 0.67 (0.38 - 1.18) 0.19
GSTML presente 53 (56) 46 (46) 1.00 (referéncia)

GSTT1 nulo 11 (12) 36 (36) 0.23(0.11- 0.49) 0.00009
GSTT1 presente 84 (88) 64 (64) 1.00 ( referéncia)

GSTM1/T1 nulo 3(3) 20 (20) 0.10 (0.02 - 0.36) 0.000085
GSTM1/T1 presente 45 (47) 30 (30) 1.00 ( referéncia)

Realizou-se a andlise da relacdo entre os genotipos GSTM1 e GSTT1 e idade, sexo

e tipo tumoral. Estes resultados sdo mostrados na tabela 3.



Tabela 3 - Frequéncias de GSTM1 e GSTT1 em relagdo a idade, género e tipo tumoral em pacientes com gliomas e individuos controle

Pacientes Controles  GSTM1 nulo GSTML1 presente GSTT1 nulo GSTT1 presente GSTM1/T1 nulo GSTML1/T1 presente
(N =95) (N =100)
Pacientes Controles  Pacientes Controles  Pacientes Controles  Pacientes Controles  Pacientes Controles  Pacientes Controles

Idade
<50 anos 35(36.8) 56 (56.0) 18(18.9) 32(32.0) 17(17.9) 24 (24.0) 4(4.2) 23(23.0) 31(32.6) 33(33.0) 2(21) 14(14.0) 15(15.8) 15 (15.0)
>50 anos 60 (63.2) 44 (44.0) 24 (25.3) 22(22.0) 36(37.9) 22(22.0) 7(7.4) 13(13.0) 53(53.8) 31(31.0) 1(1.0) 6(6.0) 30 (31.6) 15 (15.0)
P valor 0.0096 0.149 0.065 0.164 0.094 1 0.228
Género
Masculino 52(54.7) 36(36.0) 23(24.2) 19(19.0) 29(30.5) 17(17.0) 5(5.3) 13(13.0) 47 (49.5) 23(23.0) 0(0) 7(7.0) 24(25.3) 11 (11.0)
Feminino 43 (45.3) 64 (64.0) 19(20.0) 36(36.0) 24(25.3) 28(28.0) 6(6.3) 24(24.0) 37(38.9) 40(40.0) 3(3.2) 13(13.0) 21 (22.1) 18(18.0)
P valor 0.0097 0.062 0.107 0.724 0.029 0.525 0.237
Tipo tumoral
GBM 71 (74.7) 35(36.8) 36 (37.9) 6 (6.3) 55 (57.9) 1(1.0) 31(32.6)
AA 13(13.7) 3(3.2) 10 (10.5) 4(4.2) 9(9.5) 2(2.1) 8(8.4)
OA 11 (11.6) 4(42) 7(7.4) 1(1.0) 10 (10.5) 0 (0) 6 (6.3)
P valor 0.170 0.171 0.170

GBM: glioblastoma multiforme, AA: astrocitoma anaplésico, OA: oligodendroglioma anaplésico

39
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Com relacdo a sobrevida média, os pacientes sem delecdo de GSTM1 ou GSTT1
mostraram um aumento quando comparados aos pacientes com delecdo. Os pacientes com
delecdo de GSTML1 apresentaram sobrevida de 23,2 semanas, e 0s sem delecéo, 31,3 semanas,
todavia esta diferenca ndo se mostrou estatisticamente significativa (p = 0,86). Os pacientes
com GSTT1 ausente tiveram sobrevida média de 18,7 semanas, e 0s que apresentavam GSTT1
presente, 28,4 semanas, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0001). As
taxas de sobrevida foram calculadas através do estimador Kaplan-Meier e as curvas podem

ser observadas na figura 14.
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Figura 14 - Curvas de sobrevida dos
pacientes de acordo com 0s genotipos
GSTML1 (A) e GSTT1 (B)
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A influéncia da localizag¢&o anatémica do tumor sobre o tempo de sobrevida média dos
pacientes também foi investigada neste estudo. A localizacdo tumoral estava disponivel para
quarenta e quatro pacientes, e destes, 29 apresentavam tumores lobares com sobrevida de 33
semanas. Tumores profundos foram encontrados em 15 pacientes com sobrevida de 39
semanas. Esta diferenga nos tempos de sobrevida é estatisticamente significativa (p = 0,03). O
gréafico de Kaplan-Meier visualizado na figura 15 mostra as curvas de sobrevida dos pacientes

com tumores profundos e lobares.
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Figura 15 - Curvas de sobrevida de
quarenta e quatro pacientes de acordo
com a localizacao tumoral
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a ocorréncia de gliomas malignos ndo esta
relacionada a delecdo de GSTML1. Foi detectada a delecéo deste gene em 44% dos pacientes,
e em 54% dos individuos pertencentes ao grupo controle. Todavia, feita a analise estatistica,
esta diferenca ndo se mostrou significativa (p = 0,19). Este resultado est& de acordo com o que
foi encontrado por Wiencke e colaboradores num estudo que comparava a prevaléncia da
delecdo de GSTM1 em 158 pacientes com gliomas malignos e em 157 individuos controle,
mostrando que a prevaléncia era similar tanto em casos (53%) quanto em controles (50%),
Odds Ratio = 1,1; IC de 95% = 0,7 — 1,7 (WIENCKE, 1997, p.1431). Por outro lado, num
estudo conduzido por Ezer e colaboradores foi mostrada uma significativa diminuicdo na
frequéncia de delecdo de GSTM1 em astrocitomas pediatricos de alto grau (35% de delecédo
em pacientes e 49% nos controles, p < 0,002), no entanto, esta diferenca ndo foi observada
entre adultos (54% em pacientes e 49% em controles, p = 0,14) (EZER, 2002, p.128). Os
resultados que encontramos para gliomas malignos diferem do que é descrito em alguns
artigos a respeito da delecdo de GSTM1 em pacientes portadores de tumores de bexiga
(ENGEL, 2002, p.104), pulmdo (CARLSTEN, 2008, p.766) e estbmago (CHEN, 2010, p.
562). Nesses trabalhos foi relatada uma possivel associacdo positiva entre a delecdo de
GSTML1 e a ocorréncia de tais tumores.

Neste estudo foi encontrada a frequéncia de delecdo de 12% para o gene GSTT1 nos
pacientes portadores de gliomas malignos e de 36% nos individuos do grupo controle. Esta
diferenca se mostrou altamente significativa (p = 0,00009), sugerindo uma provavel
associacdo negativa entre a delecdo de GSTT1 e a ocorréncia de gliomas malignos. Num
trabalho conduzido por Ezer e colaboradores foram descritos 13% de delecdo de GSTT1 num
grupo de 220 pacientes com tumores cerebrais, majoritariamente gliomas; e 18% no grupo
controle (p = 0,054) (EZER, 2002, p.129). Okeu e colaboradores encontraram 16% de delecdo
de GSTT1 em 278 portadores de gliomas malignos num estudo apenas com pacientes (OKEU,
2004, p.2620). Em estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro, com 591 voluntarios sem
historia de céncer, Rossini encontrou 25,4% de delecdo do gene GSTT1 (ROSSINI, 2002,
p.233). Nosso resultado para gliomas difere do que foi descrito em artigos que correlacionam
positivamente a delecdo de GSTT1 com um risco aumentado para os tumores de bexiga
(SRIVASTAVA, 2001, p.430), cavidade oral (SREELEKHA, 2001, p.597) e pulméo
(HOSGOOD, 2007, p.134). Acredita-se que a auséncia deste gene também possa estar
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relacionada a um risco aumentado para meningioma (LAI, 2005, p.1784). Em um estudo do
tipo caso-controle, Cabral e colaboradores ndo acharam associac¢ao entre a delecdo de GSTT1
e 0 desenvolvimento de cancer de pulmédo (41% nos pacientes e 47,2% nos individuos
controle, p =0,52) (CABRAL, 2010, p.265).

No tocante a localizagdo dos gliomas, observou-se neste estudo uma diminui¢do na
sobrevida de pacientes com tumores de localizacdo lobar (33 semanas) em relagéo aos que
portavam tumores profundos (39 semanas), e esta diferenca se mostrou estatisticamente
significativa (p = 0,03). O aumento da sobrevida nos pacientes com gliomas de localizacéo
profunda ja tem sido descrito na literatura cientifica. Em um estudo com 67 portadores de
gliomas malignos, Fonseca e colaboradores encontraram uma sobrevida significativamente
maior (p = 0,0093) em pacientes com tumores situados na substancia cinzenta profunda
cérebro do que em portadores de tumores lobares (FONSECA, 2009, p.557). Outro estudo
conduzido por Ramnarayan avaliou 121 portadores de gliomas malignos, e seus resultados
sugerem que pacientes com tumores localizados na substancia cinzenta profunda apresentam
sobrevida significativamente maior do que portadores de tumores com localizacdo lobar (p =
0,0083) (RAMNARAYAN, 2007, p.49). Estes dois trabalhos mostram resultados que
reforcam o que encontramos, confirmando a tendéncia de maior tempo de sobrevida nos
pacientes com gliomas de localizacdo profunda, quando comparados aos portadores de

tumores lobares.
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6 CONCLUSOES

- Foi encontrada uma frequéncia de delecdo de GSTM1 de 44% nos pacientes e, de 54% no

grupo controle, ndo sendo significativa essa diferenca (p = 0,19).

- Encontrou-se delecdo de GSTT1 em 11,5% dos pacientes e em 36% dos individuos controle,

sendo esta diferenca significativa (p = 0,00009).

- Os resultados deste estudo sugerem que a delecdo de GSTT1 esta inversamente relacionada a

ocorréncia dos gliomas investigados.

- Para os pacientes deste estudo, a delecdo de GSTT1 esta associada a uma menor sobrevida (P
=0,0001).

- Em confirmacdo ao que tem sido descrito na literatura cientifica, mostramos que a sobrevida
de pacientes com gliomas de localizagcdo na massa cinzenta profunda é maior do que a de

pacientes com tumores localizados na massa branca lobar.
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Resumo
Polimorfismos sao variagdes na sequé de leotideos do DNA g ico tais como delegGes, inser¢Ges e outras. Os
polimorfismos podem provocar alteragdo na fungdo proteica e no fenétipo. Eventualmente pode ocorrer a dele¢io de
ambos os alelos de um determinado gene e, nesse caso, a proteina que seria codificada pelo gene ndo serd expressa.
Essa situacdo € bastante frequente para os genes GSTT1 e GSTM1 que codificam enzimas de detoxicagao (glutationa 5-
transferase teta 1, e, glutationa S-transferase mu 1, respectivamente). Considerando que as enzimas de detoxicagdo
tém um papel fundamental na biotransformacdo de xenobidticos, essa falta da expressdo poderia acarretar uma menor
protegdc €, consequentemente, uma maior susceptibilidade ac desenvolvimento de doengas de perfil citotdxico, em
especial o cancer. Este trabalho I o perfil g ipico de uma populagdo de 30 p portadores de gliomas
malignos para os genes GSTT1 e GSTM1. Os tipos tumorais foram: vinte e quatro glioblastomas multiformes, trés
astrocitomas anapldsicos grau Il, dois oligodendrogliomas e um astrocitoma anapldsico grau lll. Os objetivos deste
estudo foram comparar o gendtipo dos 30 pacientes para os genes GSTT1 e GSTM1 com o encontrado em uma populacdo
de 65 sujeitos-controle teoricamente sauddveis, bem como, nos pacientes, relacionar a presenca ou delegdo desses
genes com o tempo de sobrevida. Os resultados sugerem que o genétipo GSTT1 nulo poderia conferir uma maior protegao
contra o desenvolvimento dessas malignidades cerebrais e também indicam uma possivel relagdo entre o gendtipo e o
tempo de sobrevida para portadores desses gliomas.
Palavras-chave: Polimorfismo — Glutationa S-transferases — Genes de detoxicagd3o — Xenobidticos — Gliomas.

Abstract
Polymorphisms are sequence variations in genomic DNA, including deletions, insertions and others and can cause chonge
in protein fi and in the ph of both alleles of a gene can occur. In this case, the protein

encoded by the gene would not be exp d. This is very freq in GSTT1 and GSTM1 genes, which codify
detoxification (glutathione S-transfe theta 1 and gl S-tronsf mu 1 respectively). Considering the
fundamental role of detoxification in biotic bi the ab. of these could result in
reduced protection and consequently lead to a higher ibility to di: with ic profile, cancer in special. This
work analyzed the genotypic profile of 30 patie with mali lit for the GSTT1 and GSTM1 genes and compared

the patients’ genotype for GSTT1 and G5TM1genes with the genotype of 65 health controls. We also correlated the genotypic
alterations with the survival in one yeor of follow-up. The tumor types were: twenty-four glioblastoma muitiforme, three
anaplastic astrocytoma grade I, two aligodendroglic and one e astrocytoma grade IIl. The results suggest that

the GSTT1 nuil genotype could lead to protection ogainst brain malit i and survival for brain
tumors patients.
ywords: Polymorphism — Glutathione S-transfe — Detoxification genes — Xenobiotic — Gliomas.

INTRODUGAQ

Os tumores cerebrais

Qualquer um dos diversos tipos celulares do cérebro
pode sofrer mutacdes e dar origem a um tumor. Os

tumores cerebrais sdo caracterizados pelo tipo celular
afetado (ARMSTRONG et al., 2007). No cérebro, podem
ocorrer tumores primarios (os de origem cerebral), ou
tumores secundarios (0s que se originam em outro sitio,
mas formam metastase cerebral). Neste trabalho, foram
incluidos trinta pacientes portadores de gliomas
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primarios, que sdo tumores que se originam nas células
da glia, as quais ddo suporte acs neurdnios, participam
da sua nutrigdo, além de possuirem um papel de
protecao. Desses trinta pacientes, vinte e quatro eram
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Estudo da Fase 11 do Alcool Perilico em Pacientes Com Glioblastoma Multiforme Recidivo
INFORMACOES

Vocé esta sendo convidado (a) a participar voluntariamente de um estudo clinico com uma
droga quimioterdpica. Antes de concordar em participar desse estudo de pesquisa, €
importante que vocé leia e compreenda este documento. Ele descreve o propoésito do estudo,
0s procedimentos, precaucdes, desconfortos e possiveis riscos associados com o estudo
juntamente com os possiveis beneficios que vocé podera obter participando deste estudo. Ele
também descreve os procedimentos alternativos que estdo disponiveis a vocé e o seu direito
de sair do estudo a qualquer momento.

Vocé possui um tumor intracraniano, que no seu caso pode ndo ser possivel a retirada
completa através de uma nova cirurgia, ou novo tratamento radioterdpico e quimioterapico.
Portanto, um novo tipo de tratamento serd realizado em sua doenca, mais especificamente
com a utilizacdo de um medicamento quimioterapico (&lcool perilico). Estudos em animais
tém demonstrado que este medicamento tem acdo na reducdo do tamanho dos tumores e em
seres humanos a sua toxicidade se caracterizou por problemas gastrointestinais (enjéo, nausea,
arrotos e diarreia).

Este estudo clinico em que vocé esta sendo convidado a participar também proporcionara que
pesquisas sejam realizadas em laboratério, mais especificamente com amostras de exames de
sangue antes e ap0s a realizacdo da quimioterapia. A realizacdo dessa pesquisa laboratorial
ndo implicara nenhum procedimento adicional a vocé, pois a realizacdo de bidpsias, cirurgia,
envio de material para anatomia patoldgica, radioterapia e quimioterapia ja fazem parte da
rotina no tratamento do tumor cerebral. Essas pesquisas servirdo para compreendermos 0s
mecanismos que levam a morte do tumor pelo tratamento, permitindo assim, que possamos no
futuro, prever aqueles pacientes que podem ter maior ou menor beneficio com este
tratamento. Também serdo investigados todos o0s possiveis efeitos em seu organismo
decorrentes dessa medicacdo quimioterapica. Dessa forma, vocé sera solicitado a realizacdo
de exames laboratoriais e de imagem durante todo o periodo de tratamento.

O médico responsavel por este estudo ou um membro de sua equipe discutird com vocé os
requisitos para a participacao neste estudo.

Para a sua participacdo neste estudo vocé ira visitar seu médico para fazer a sua historia
clinica completa e exames fisicos que incluird sua altura, peso, pressdo arterial, pulso e
temperatura assim como exames de sangue e urina. Perguntardo sobre sua historia médica e
que outras medicaces vocé esta tomando. Vocé realizard exames de imagens, que podem
incluir tomografia computadorizada de cranio e ressonancia nuclear magnética de cranio, que
avaliardo a extensdo da sua doenca. Antes de iniciar o tratamento com o alcool perilico serdo
feitas perguntas sobre seu estado geral e todas as medicagdes que vocé esta tomando. Seu
médico ou outro membro de sua equipe perguntara algumas questdes especificas sobre seus
sintomas relacionados a doenca.

A resposta de sua doenca ao tratamento bem como a presenca de qualquer efeito colateral sera
avaliada antes de cada aplicagdo da quimioterapia, por meio de exames, de avaliacdo de
sintomas (queixas) e possiveis rea¢fes ao tratamento. A resposta da sua doenga ao tratamento
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também sera avaliada através de exames de imagem.

A medicacdo que sera utilizada, monoterpeno alcool perilico, demonstra resultados em
experimentos de laboratérios e em animais. Esta sendo utilizado para outros tumores
malignos, como prostata, pulmao ovario, colon e para teste de toxicidade.

Caso aceito participar desse estudo, a medicacdo sera distribuida a vocé para que seja
utilizada em sua residéncia, sem a necessidade de internacdo. O alcool perilico serd utilizado
por via inalatoria com o auxilio de nebulizador e uma mascara que sera acoplada a ele. Em
um primeiro momento serdo utilizadas 23 gotas durante quatro vezes ao dia e, posteriormente,
essa dose sera ajustada com a progressdo do tratamento.

Deve-se ressaltar que o alcool perilico pode levar a uma série de efeitos colaterais como
nausea, enjoo, arrotos, diarréia, fadiga e inapeténcia. O seu tratamento com o alcool perilico
sera suspenso caso esta droga esteja de algum modo sendo prejudicial a voce.

Sua participacdo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar do estudo ou pode
interromper sua participacdo quando quiser, sem qualquer penalidade ou perda dos beneficios
aos quais ja tinha direito.

Sua participacdo também pode ser interrompida a qualquer momento pelo médico do estudo.
Se isso ocorrer pode ser devido a uma reacdo ao tratamento proposto no qual vocé tenha
apresentado, devido a novas informacfes sobre a seguranca ou eficacia da medicacéo ou pelo
encerramento do estudo.

A droga e os procedimentos do estudo serdo fornecidos sem nenhum custo a vocé. VVocé
recebera informacBes sobre sua salde proveniente de todos os exames fisicos e testes de
laboratério feito neste estudo. Vocé sera informado (a) pelo seu médico de qualquer nova
descoberta ocorrida a respeito de sua doenca ou das drogas administradas durante o
tratamento.

Suas informacBes medicas serdo mantidas confidenciais pelo médico do estudo e sua equipe e
ndo serdo disponibilizadas para publicidade a menos que sua violagéo seja exigida por lei. Os
dados obtidos deste estudo ndo o identificam individualmente e poderdo ser publicados ou
entregues as autoridades regulatérias.

Seus registros médicos originais podem ser revisados pelo colaborador e/ou seus
representantes, pelo Comité de Etica do estudo e pelas autoridades regulatorias com o
objetivo de verificar os procedimentos do estudo e/ou os dados. Suas informacfes médicas
serdo arquivadas e processadas em computador.

Assinando este documento de consentimento, vocé autoriza a revisdo dos registros, 0
arquivamento das informacBGes e a transferéncia dos dados como descrito acima. Para
participar do estudo, vocé ou seu representante legal deve assinar e datar a pagina de
assinaturas.

Os telefones do médico responséavel pelo estudo, para ser contactado pelo paciente ou pelos
familiares, em caso de qualquer intercorréncia, sdo: 2491-6741; 2568-9040; 9954-9554.

Responda as perguntas a sequir, marcando resposta SIM ou NAO.

1. Vocé leu o Termo de Consentimento? ( )SIM ()NAO

2. Foram respondidas todas as perguntas sobre o estudo e sobre a sua doenca?
()SIM( )NAO

3. Voceé se sente completamente esclarecido (a) sobre o estudo? ( )SIM () NAO

4.Vocé entendeu que pode sair do estudo a qualquer momento? ( )SIM ( )NAO
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5.Vocé entendeu que se sair do estudo isso ndo afetara seu tratamento medico nessa
instituicdo? ( )SIM ( ) NAO

6.\VVocé recebeu uma copia deste Consentimento Livre e Esclarecido do Paciente para guardar
comvocé? ( ) SIM () NAO

7.Vocé concorda em fazer parte desse estudo? ( ) SIM () NAO
Vocé esté sendo informado sobre todos os aspectos significativos sobre o estudo; sabendo que

em nenhum modo seu nivel de cuidados sera afetado. Se durante o seu tratamento novas
descobertas sobre a sua doenca ocorrerem voceé sera devidamente informado (a).

Assinatura do paciente ou representante legal

Assinatura de quem obteve o Consentimento

Data: / /
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are enzymes critical for detoxification of endogenous and environmental carcinogens, and constitutive
GST gene polymorphisms may be associated with increased risk for cancer development. This
explorative study conducted in a Brazilian population with malignant glioma aimed to verify whether
GSTM1 and GSTT1 genetic polymorphisms would influence the response to intranasal administration
of perillyl alcohol (POH) and the survival rate. The cohort included 95 patients with recurrent
malignant glioma included in the Phase /1l clinical trial with POH, and 100 matched healthy control
subjects. GSTM1 deletion was similar in patients with glioma (44%) and healthy controls (54%) but
GSTT1 deletion occurred in 11.5% patients contrasting with 36% in controls. Longer survival rate was
associated with lack of GSTM1 deletion (31 weeks) but positive deletion for GSTT1 (28 weeks) and
poor survival rate with GSTM1 deletion (23 weeks) and lack of GSTT1 deletion (19 weeks). Lower
frequency of GSTT1 deletion (p = 0.00009) in glioma patients than healthy controls indicates that
GSTT1 deletion may exert a protective role against gliomagenesis, and influence therapeutic response
to intranasal POH treatment and overall survival especially considering tumor topography.
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