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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar mutac6es e polimorfismos no Complexo V do DNA Mitocondrial e sua
relagdo com o surgimento e progressdo de tumores Gliais do Sistema Nervoso Central em pacientes atendidos em
Hospital de Referéncia no Tratamento Oncolégico em Belém, Estado do Para, Brasil. Foram utilizadas 22 amostras
tumorais do sistema nervoso humano, classificadas como astrocitomas de diferentes graus, onde apenas duas amostras
apresentaram alteracBes nucleotidicas, sendo que a maioria dos pacientes acima de 50 anos estdo relacionados com os
tumores de alto grau e 0s abaixo de 50 anos estdo relacionados com os tumores de baixo grau, fortalecendo a ideia que a
maior parte dos astrocitomas de baixo grau sdo de origem hereditéria e a maior parte do surgimento dos de alto grau,
estdo relacionados com a longa exposicdo a agentes carcinogénicos. As alteragGes parecem nao interferir diretamente na
funcdo do gene. Apesar do mtDNA ser mais susceptivel a mutacGes que o nDNA, os resultados deste estudo sugerem
gue o complexo V se mantém integro mesmo em ambiente reativo, sugerindo um mecanismo de protecdo, garantindo a
producdo de energia na célula tumoral.

Palavras-chave: Gliomas; mtDNA; Cancer.

Abstract

The objective of the present study was to evaluate mutations and polymorphisms in Complex V of the Mitochondrial
DNA and its relationship with the emergence and progression of Glial tumors of the Central Nervous System in patients
treated at a Reference Hospital for Oncological Treatment in Belém, Pard State, Brazil. Twenty-two tumor samples
from the human nervous system were used, classified as astrocytomas of different degrees, where only two samples
showed nucleotide alterations, and most patients over 50 years old are related to high-grade tumors and those below 50
years old are related to low-grade tumors, strengthening the idea that most low-grade astrocytomas are of hereditary
origin and most of the emergence of high-grade ones are related to long-term exposure to carcinogenic agents. The
alterations do not appear to interfere directly with the gene's function. Although mtDNA is more susceptible to
mutations than nDNA, the results of this study suggest that the VV complex remains intact even in a reactive
environment, suggesting a protective mechanism, guaranteeing energy production in the tumor cell.

Keywords: Gliomas; mtDNA; Cancer.

Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar mutaciones y polimorfismos en el Complejo V del ADN Mitocondrial y su
relacion con la aparicion y progresion de tumores Gliales del Sistema Nervioso Central en pacientes atendidos en un
Hospital de Referencia en Tratamiento Oncoldgico de Belém, Pard, Brasil. Se utilizaron 22 muestras tumorales del
sistema nervioso humano, clasificadas como astrocitomas de diferente grado, donde solo dos muestras presentaron
alteraciones de nucledtidos, y la mayoria de los pacientes mayores de 50 afios estan relacionados con tumores de alto
grado y los menores de 50 afios estan relacionados a tumores de bajo grado, lo que refuerza la idea de que la mayoria de
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los astrocitomas de bajo grado son de origen hereditario y que la mayor parte de la aparicion de los de alto grado esta
relacionada con la exposicion a largo plazo a agentes cancerigenos. Las alteraciones no parecen interferir directamente
con la funcidn del gen. Aunque el mtDNA es mas susceptible a mutaciones que el nDNA, los resultados de este estudio
sugieren que el complejo V permanece intacto incluso en un entorno reactivo, lo que sugiere un mecanismo protector
que garantiza la produccion de energia en la célula tumoral.

Palabras clave: Gliomas; mtDNA; Cancer.

1. Introducéo

O cancer de Sistema Nervoso Central (SNC) em sua maioria origina-se no cérebro, nervos cranianos e meninges. A
sua etiologia ainda é pouco conhecida, até agora a irradiagdo ionizante é a Unica causa confirmada, sendo mais associada a
meningiomas e neurilemomas do que aos gliomas (Brasil, 2016).

Gliomas representam até 70% dos tumores primarios do SNC, e destes, 75% sdo astrocitomas, 0s quais acometem
mais comumente a faixa etaria adulta. Os tumores gliais sdo os de maior prevaléncia e apresentam diversos graus de
malignidade, diversidade nas caracteristicas histoldgica e clinicas (Chiela, 2011). A denominagdo de gliomas, inclui diversas
caracteristicas clinico-patolégicas que apresentam marcadores de diferenciacdo em células da glia, que podem acometer
qualquer regido do Sistema Nervoso (SBOC, 2011). Os gliomas sdo classificados conforme o tipo celular, com base nas
caracteristicas histologicas, levando em conta as similaridades das células tumorais com as células normais da glia. Estdo
segmentados em quatro grupos: astrocitomas, ependimomas, oligodendrogliomas e oligoastrocitomas (Chiela, 2011), e cada
grupo é classificado em diferentes graus, conforme seu grau de diferenciaco e anaplasia (SBOC, 2011).

A mitocondria exerce fungdes fundamentais para o organismo como a producédo de energia intracelular na forma de
ATP, mediacio da apoptose e fosforilagio oxidativa. E uma organela esferoide localizada no citoplasma de todas as células
eucarioticas, possui DNA proprio, o DNA mitocondrial (mtDNA), que é capaz de codificar proteinas chaves que participam da
producéo de Adenosina Trifosfato (ATP) (Chinnery et al., 2012; Tam et al., 2013; Souza, 2005). O mtDNA é circular e de fita
dupla com 16.569pb, o que inclui 0s genes que codificam a cadeia de transporte de elétrons, que sdo os complexos I, 11, I, IV
e 0 Complexo V (ATP sintase) de fosforilagio oxidativa (Ghaffarpour, et al., 2014). E responsavel por codificar 13
polipeptidios dos 83 que formam a cadeia de respiragdo mitocondrial, onde o complexo | recebe elétrons de NADH, o
complexo Il recebe elétrons de succinato, os complexos Il e IV recebem elétrons de NADH, Succinato e FADH2. Os
complexos I, Il e IV vao gerar um gradiente eletroquimico através da membrana mitocondrial interna, bombeando prétons da
matriz para o espaco intramembranar, esse fluxo de protons entrarda no complexo V para que entdo ocorra a sintese de ATP
(Souza, 2005).

Os genes ATPase6 e ATPase8 do complexo V do DNA mitocondrial desempenham importante fungéo na producéao
de ATP e nas vias de apoptose (Ghaffarpour, et al., 2014). Variantes da ATPase6 e ATPase8 participam da transformacao de
células, aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e progressao tumoral (Amuthan et al., 2001). Estes genes
estao localizados em regiGes importantes das proteinas, e os polimorfismos que ocorrem nesses genes tém sido descritos em
diversos tipos de canceres, incluindo doencas neurodegenerativas (Ghaffarpour, et al., 2014).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar mutagdes e polimorfismos no Complexo V do DNA Mitocondrial e sua
relacdo com o surgimento e progressdo de tumores Gliais do Sistema Nervoso Central, em pacientes atendidos em um Hospital

de referéncia no tratamento Oncol6gico em Belém, Estado do Par4, Brasil.

2. Metodologia
O presente trabalho faz parte de um projeto maior intitulado “Estudos Citogenéticos e Moleculares em Tumores do

Sistema Nervoso Humano na Populagdo Paraense”, aprovado pelo Comité de ética em pesquisa do Instituto de Ciéncias da

Salde da Universidade Federal do Pard (025/06 CEP-CCS/UFPA), apreciado e aprovado em 30 de Margo de 2006. Os
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pacientes ou seus responsaveis legais 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 Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram utilizadas 22 amostras tumorais do sistema nervoso humano, classificadas como astrocitomas de diferentes
graus, tendo os pacientes, idades entre 2 e 71 anos, coletadas entre 2005 e 2012 durante procedimento cirtrgico realizado pela
equipe de neurocirurgia do Hospital Ophir Loyola.

O DNA das amostras foi extraido no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal do Para pelo
método de Sambrook (2001).

Foi realizada a amplificacdo das subunidades ATPase6 (256pb) e ATPase8 (102pb) do mtDNA, utilizando
iniciadores descritos na tabela 1, nas seguintes condi¢des: reacdo contendo 0,05mM de dNTP; tampéo de reagdo 1x (10x =
KCL 500mM, 200mM Tris-HCL, pH 4.8); 1,5mM de MgCI2, aproximadamente 100ng de DNA total, 10pM de cada iniciador
e 1U da enzima Taq DNA polimerase. A amplificacdo procedeu com 35 ciclos, consistindo em uma desnaturacdo inicial a 94
°C por 5 minutos caindo logo em seguida para 30 segundos, anelamento a 56 °C por 50 segundos e extensdo a 72 °C por 1
minuto e 30 segundos e uma extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Os iniciadores da ATPase 6 conseguiram amplificar ambas
as subunidades, dessa forma, ndo houve necessidade da utilizacéo de iniciadores da ATPase 8.

Para testar a eficiéncia da amplificacdo, foram utilizados 2ul. do produto da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), juntamente com 1pL do corante da marca GelRed e 2uL de corante de visualizagdo (5 mL glicerol, 1 mL de azul de
bromo fenol 0,1%, 1 mL de xileno-cianol 0,1%, 2 mL de EDTA 0,5M), que foi submetido a eletroforese horizontal em gel de
agarose em elevado ponto de fusdo a 1,0%, realizado em Tamp&o Tris-Borato-EDTA (TBE), em uma corrente de 100V por 20
minutos, e logo em seguida, visualizado por meio de uma luz ultravioleta. Foi utilizado NC_012920.1 como fragmento padréo

para os estudos neste trabalho, obtido no MegaBlast (NCBI, 2015).

Tabela 1 - Iniciador utilizado nas PCR das subunidades ATPase6 e ATPase8 do mtDNA.

Iniciador Sequencia Sentido Produto
ATP6F GCCCTAGCCCACTTCTTACC Forward 3580h
ATP6R TTAAGGCGACAGCGATTTCT Reverse P

Fonte: Autores.

A purificac@o do produto da PCR foi realizada utilizando o Kit comercial PureLink® PCR Purification (Invitrogen),
de acordo com recomendacdes do fabricante. Apés a purificacdo, o produto foi sequenciado, pelo método de terminagéo de
cadeia descrito por Sanger, Nicklen e Coulson (1977), utilizando o kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) para realizar a reacdo de sequenciamento.

As amostras foram submetidas a 25 ciclos onde ocorreu a desnaturacéo inicial a 96°C por 30 segundos, anelamento
a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 30 segundos. Ap6s o término dos ciclos, a temperatura foi estabilizada em
18°C. Ao final da reacdo, as amostras foram precipitadas com isopropanol a 65%. Os precipitados foram sequenciados
utilizando o aparelho ABI 3130 (Applied Biosystems®). As sequéncias foram alinhadas e editadas com o auxilio do software
BioEdit e Polyphen, utilizando como base a sequéncia padrdo NC_012920.1 e 0o MITOMAP (2012) e GenBank como banco de
dados de referéncia para as alteragdes que foram encontradas.

Foram definidas como varidveis preditoras o género, idade e o grau tumoral das amostras estudadas. As variaveis
foram testadas de duas a duas, sendo independentes entre si, e utilizaram-se os testes estatisticos de Mann-Whitney (MW) e
estatistica descritiva. O teste de Mann-Whitney (MW) teve por finalidade testar a diferenga entre medianas, assim como a

possibilidade na obtencéo de observagfes mais presentes em uma populacdo contra a outra, no qual a significancia é obtida
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através do valor de p (p<0,05). Foi exigido que as amostras deste teste fossem independentes. A Estatistica Descritiva foi

utilizada com a finalidade de verificar o desvio padrdo dos graus tumorais das amostras com idade maior e menor que 50 anos.

3. Resultados

Apbs a realizagdo do sequenciamento, as 22 amostras demonstraram alta similaridade quando comparadas com o
fragmento padrdo, sendo observado, apenas duas alteragdes nucleotidicas (Tabela 2) no gene ATPase6. As alteracdes
encontradas foram duas transi¢cGes, no qual em uma amostra ocorreu mudanca no aminoacido e em outra 0 aminoacido

permaneceu o mesmo. Nenhuma alteragdo nucleotidica foi observada no gene ATPase8.

Tabela 2 — Alterac6es nucleotidicas encontradas.

. Tipo de
Amostra Alterada  AlteracGes nucleotidicas  CODON Aminoacido P .
alteracao
CSN - 47 A 9.069 G TC Serina —Sgrina Transi¢do
TC
CSN - 193 C8.932T ﬁc Prolina —Serina Transigdo
TCC

Fonte: Autores.

Com o auxilio dos softwares BioEstat e Microsoft office Excel 2010, obteve-se a mediana etaria das amostras
analisadas, que apresentou entre os pacientes do género masculino mediana de 48 anos e do género feminino de 43 anos
(Figura 1). Ao ser realizada a estatistica descritiva nos graus tumorais sendo eles separados em maiores e menores que 50 anos,
a média observada nos pacientes com idades acima de 50 anos tiveram um resultado de 3,3 e 0s pacientes com idades
inferiores a 50 anos tiveram um resultado de 2,3 (Figura 2).

Considerando os valores observados das medianas entre os pacientes de género feminino e masculino, ndo foi

observada diferenca significativa entre as medianas nos dois géneros, e também apresentaram desvio padrdo semelhante.
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Figura 1 - Bloxplot utilizando o teste de Mann-Whitney ilustrando as medianas etarias e o desvio padrdo entre os dois géneros
dos pacientes (p > 0.05).
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Fonte: Autores (2022).

Figura 2 - Bloxplot ilustrando a média e o desvio padrdo entre os graus tumorais dos pacientes maiores e menores que 50 anos.
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4. Discusséo

Considerando o resultado da média dos graus tumorais dos pacientes com idades maiores e menores de 50 anos, foi
observado que a maior parte dos pacientes acima de 50 anos estdo relacionados com os tumores de alto grau (Il e V),
enquanto que os menores de 50 anos estdo relacionados com os tumores de baixo grau (I e I1). Fortalecendo a ideia que a maior
parte dos astrocitomas de baixo grau sdo de origem hereditaria, enquanto que a maior parte do surgimento dos de alto grau,
estdo relacionados com a longa exposi¢do a agentes carcinogénicos (OMS, 2008).

As mutacgdes relacionadas com a mudanca de nucleotideo sdo comuns, e podem ser classificadas em dois tipos de
substituicdes, a transicdo, que consiste na mudanc¢a de uma purina por outra purina ou a mudanca de uma pirimidina por outra
pirimidina, e a transversdo, que € menos comum e consiste ha mudanca de uma purina por uma pirimidina e vice-versa (Berg
et al., 2002). Vale ressaltar que, apesar da mudanca no nucleotideo, a transicdo nem sempre altera 0 aminoécido da estrutura

primaria resultante da traducéo. Ja a transversao, geralmente, so altera 0 aminoacido quando ocorrerem no primeiro ou no
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segundo nucleotideo do cédon. Nesse contexto as mutages encontradas ndo foram consideradas significativas, ou seja, nao
interferirem diretamente na funcéo do gene.

Na amostra CSN — 47, ocorreu alteragdo de uma adenina por uma guanina no sitio 9.069, ndo modificando o
aminoacido. No caso da amostra CSN — 193, a alteracdo nucleotidica ocorreu no sitio 8.932, substituindo uma Citosina por

uma Timina, ocorrendo dessa forma mudanca do aminoéacido Prolina por Serina (Figura 3).

Figura 3 - lustracdo da substituicdo do aminoacido ocorrido na amostra CSN-193.

Legenda: a. llustracdo da sequéncia padrdo. b. llustracdo da sequéncia da amostra CSN — 193. Fonte: Autores (2022).

Apesar da mudanca de aminoacido ocorrida na amostra CSN — 193 aparentar alteragdo significativa para o gene
levando em consideracdo a diferenga estrutural dos aminodacidos alterados, essa alteracdo faz parte de uma substituicdo normal
e sem efeito deletério que ocorre no haplogrupo L3flb1 em gliomas (Oven & Kayser, 2009). Os haplogrupos sdo grupos de
haplotipos que apresentam polimorfismos de um antepassado comum, sendo os antepassados relacionados ao grupo étnico e a
origem geogréfica da linhagem (Caderna, 2013). O haplogrupo L3f1bl (Figura 4) pertence a origem afro americana (Soares et
al., 2012).

Figura 4 - Grupo populacional relacionado ao Haplogrupo L3f1b1.

L3f1b1a C8410T C100707T G16129A

3. DQ305032 (Afr Amer Parsons

4. DQ305033 (AfrAmer Parsons

5. DQ305034 (Afr Amer Parsons

6. DO305035 (Afr—Amer Parsons

7. DOQ305036 (Afr—Amer Parsons

8. EU092696 (L3307 Mozamblque) Behar
9. JQ704670(Ethicpia Behar
10. KC622073 (Khoisan rhbieri
11. KC622242 (Khoisan Barblerl
12. KC622269 (Kheisan)Barbier Ny
13. KFO055329(GLA 612 117 BC15) Collins

Fonte: Autores.

O DNA mitocondrial, diferentemente do DNA nuclear, ndo contém introns, ndo possui prote¢éo contra histonas e esta
exposto a espécies reativas de oxigénio gerados pela fosforilagdo oxidativa (Mondica-Napolitano et al., 2007). Nesse contexto,
observa-se que 0 DNA mitocondrial € mais propicio ao surgimento de mutagdes, quando comparado ao DNA nuclear (nDNA),
levando em consideracdo que, ele contém introns, apresenta proteces contra histonas, e ndo esta exposto por espécies reativas
de oxigénio, tornando-se menos propicio ao surgimento de mutacdes, o que ndo foi evidenciado no nosso estudo.

Warburg (1956), sugeriu que o cancer é originado a partir de uma célula ndo neoplasica que se adaptou ao
metabolismo anaerébico apds uma lesdo ao seu sistema respiratorio para conseguir sobreviver e que os tumores se iniciam em
decorréncia de um dano constante as mitocondrias. Dessa forma as células cancerosas sdo capazes de regular positivamente o
metabolismo da glicose, mesmo na presenca de oxigénio, esse tipo celular sintetiza ATP através da glicolise, uma reacdo

aerébica que esta ligada a um alto consumo de glicose e producdo abundante de lactato, e vem sendo sugerida como marcador
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de desenvolvimento tumoral. Este mecanismo de adaptacéao ficou conhecido como Efeito Warburg. Desde sua descoberta, esta
alteracdo ja foi relatada em varios tipos de canceres, atingindo a forma e fungéo das mitocondrias (Lu et al., 2009).

Os resultados deste estudo entram em concordancia com o mecanismo do efeito Warburg (1956), visto que, as
ATPase6 e ATPase8 estdo localizadas em regibes estruturalmente e funcionalmente importantes. Caso ocorresse mutagdes em
algum destes dois genes, tanto a fosforilacdo oxidativa quanto a glicélise, como fontes de obtencdo de energia, estariam
comprometidas. Portanto, a integridade desses genes € de grande importancia para garantir o suprimento energético nas células
tumorais. Considerando que o DNA nuclear de uma célula neoplasica pode apresentar diversas mutacdes, seria esperada a
presenca de mutacdes no complexo V do mtDNA, dada sua auséncia de protecdo e consequentemente maior exposi¢do a um
ambiente altamente reativo. Todavia, ndo foram observadas alteracfes significativas nos genes, e sim uma alta similaridade

com a sequéncia padro.

5. Concluséo

Apesar do mtDNA ser bastante suscetivel & mutagdes, os resultados deste estudo demonstraram um complexo V
mitocondrial integro, podendo sugerir uma espécie de “mecanismo de prote¢do”, ainda desconhecido, capaz de manter a
integridade genémica mitocondrial destas subunidades, mesmo em ambiente altamente reativo, 0 que assegura um aporte

energético para as células neoplésicas.
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