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INTRODUCAO

e (Os tumores de sistema nervoso central (SNC) sao os tumores solidos mais comuns na infancia e
principal causa de 6bito por neoplasia em pacientes pediatricos.

e (Osgliomasde baixograu (I ell) sao responsaveis por aproximadamente 40 % dos casos de tumores de
SNC nesta faixa etaria. Estudos de biologia molecular recentes conseguiram identificar alteracdes
moleculares especificas na via MAPK, dados que podem auxiliar no diagnostico diferencial e tratamento
desta populacdo (Fig.1)".

e Asvesiculas extracelulares (VE) sao particulas expelidas por todas as células do organismo, inclusive
células neoplasicas. Estas vesiculas apresentam conteudo variavel, que inclui proteinas, lipidios e acidos
nucléicos (MRNA, micro RNA e DNA). Os exossomos sao vesiculas que apresentam entre 30-100nm e
estudos sugerem que a avaliacao de seu conteudo pode ser utilizada para deteccao de biomarcadores,
tanto no diagndstico quanto para avaliacio de resposta e/ou progressio tumoral (Fig.2)".

FGFR1mutation: NFT loss-of-
Constitutive activation of fl-ll'lﬂl_ﬂh _mutatlnn:
growth factor receptor Constitutive

activation of R4S

Wm ‘
R e

RAS mutation:
Constitutive activation
s of signaling pathway

BRAF-KIAA 1549

duplication/fuslon or
BRAF VG0DO0E RAF
mutation: u
Constitutive activation o

T

of signaling pathvway

MEK
ERK
Chromatin Frotein Transcription

remicdeling synthesis

Figura 1 - Mutacdes presentes em gliomas be baixo grau na via MAPK’
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Figura 2 - Mecanismos de secrecio de exossomos’

OBIJETIVOS

e Avaliaro perfilmolecular dos pacientes com gliomas de baixo grau diagnosticados entre 2010-2015.

e Avaliar a possibilidade de deteccao de marcadores moleculares em exossomos de sangue periférico
ao diagnodstico e durante o tratamento/seguimento em diferentes grupos de gliomas pediatricos.

MATERIAL E METODOS

e [evantamento de casos dos pacientes entre 0-18 anos com glioma de baixo grau admitidos no INCA
entre 2010-2015.

e Extracao de DNA de material de parafina e determinacao de alteracdoes em BRAF, FGFR1, IDH1e2,
MYB, MYBL1 através de sequenciamento direto e/ou por MLPA (Fig.3).

e C(Coleta de sangue periférico dos pacientes em acompanhamento ou tratamento, para isolamento de
exossomas e posterior caracterizacao dos mesmos. As mutacdes encontradas nos tumores primarios
serao pesquisadas nos exossomas atraveés de extracao de DNA e sequenciamento direto (Fig4.)
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Figura 3 - Esquema ilustrativo da metodologia utilizada para extracao de DNA de parafina e as analise moleculares subsequentes
propostas
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Figura 4 - Método de ultracentrifugacao para isolamento de exossomas. Adaptado de Current Protocols in Cell Biology (2006)
3.22.1-3.22.29

RESULTADOS

e Foram levantados 86 casos com laudo histopatologico (LHP) de glioma de baixo grau (I e Il)
matriculados entre 2010-2015. Até o momento, 44 casos tinham material disponivel no DIPAT e foram
encaminhados para extracao de DNA e analise subsequente. A extracao ja foirealizada em 22 casos com
média de rendimento de 61,2 ng/l. Estdo em andamento as reacdes de PCR e sequenciamento direto
para os genes IDH 1/2 e BRAF V600E. Foi realizado isolamento de exossomas de plasma por
ultracentrifugacao de dois doadores para padronizacao da técnica. Estas amostras serao utilizadas como

controle.
Gliomagraulell Vivos Total
(2010- 2015)
Com LHP 80 6 86
Sem LHP 25 1 26
Total 105 7 112
Figura 5 - Pacientes com glioma de baixo grau entre 2010-2015
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Figura 6 - Sequenciamento para BRAF V600E (p.V600E (c.1799 T>A))
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Figura 7 - Quantificacao e avaliacao por tamanho de exossomas isolados de amostras de doadores saudaveis(D1 e D2).

PERSPECTIVAS

e Concluirasanalises por PCR nas amostras de parafina.
e Realizaranalise por MLPA das amostras apos avaliacao da qualidade do DNA.
e Padronizaruma metodologia de extracao de DNA a partir de exossomas.

e A validacao de uma metodologia para deteccao de mutacoes e alteracdes moleculares através de
sangue periférico tera grande importancia como ferramenta para melhoria do diagnodstico, tratamento
e acompanhamento destes pacientes.
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