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RESUMO

A angiogénese, induzida principalmente pelo fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGFA) ligado ao receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2 (KDR), foi
descrita como um ponto crucial no desenvolvimento de gliomas de alto grau (GAG). A
finalidade deste estudo foi avaliar a influéncia dos polimorfismos génicos (SNPs)
VEGFA -2578C/A, -2489C?T, -1154G/A, -634G/C, -460C/T e KDR -604T/C, -271G/A,
+ 1192G /A e + 1719A /T no risco e aspectos clinicos de GAG. Esse estudo caso-
controle incluiu 205 pacientes com GAG e 205 controles. Individuos com os gendtipos
VEGFA -2578 CC ou CA, VEGFA -1154 GG, VEGFA -634 GC ou CC, e VEGFA -460
CT ou TT estiveram sob riscos 2,56, 1,53, 1,54, e 1,84 vezes maiores de GAG do que os
pacientes com os demais genotipos, respectivamente. Riscos de 1,61, 2,66, 2,52, 2,53 ¢
2,02 vezes maiores de GAG foram documentados com as combinagdes dos SNPs
VEGFA -2578 CC e VEGFA -1154GG, VEGFA -2578CC ou CA e VEGFA -634 GC ou
CC, VEGFA -2578 CC ou CA e VEGFA -460 CT ou TT, VEGFA -1154 GG ou GA e
VEGFA -634 GC ou CC, e VEGFA 634 GC ou CC e VEGFA -460 CT ou TT,
respectivamente. O hapléotipo “CAGT” dos SNPs do gene KDR foi mais comum em
pacientes com tumores de grau IV do que naqueles com tumores de grau III e em
pacientes com tumores de grau IV do que em controles. Individuos com esse haplotipo
estiveram sob risco 1,76 vezes maior de desenvolver tumores de grau IV do que os
individuos com os demais haplotipos. Apresentamos pela primeira vez, evidéncia
preliminar de que os SNPs VEGFA -2578C/A e VEGFA -1154 G/A aumentam o risco
de GAG, e que o haplotipo “CAGT” do gene KDR altera a agressividade e o risco de
GAG de grau IV no Brasil.

Palavras-chave: Polimorfismo genético. Glioma.



ABSTRACT

Angiogenesis, induced by the vascular endothelial growth factor A (VEGFA) through
its ligation to the vascular endothelial growth receptor 2 (KDR), has been described as a
crucial point in high-grade gliomas (HGG) development. The aim of this study was to
evaluate the influence of VEGF -2578C/A, -2489C/T, -1154G/A, -634G/C, -460C/T
SNPs, and KDR -604T/C, -271G/A, +1192G/A and +1719A/T SNPs on risk and
clinicopathological aspects of HGG. This case-control study enrolled 205 HGG patients
and 205 controls. Individuals with VEGFA -2578 CC or CA, VEGFA -1154 GG,
VEGFA -634 GC or CC, and VEGFA -460 CT or TT genotypes were under 2.56, 1.53,
1.54, and 1.84-fold increased risks of HGG, compared to others, respectively. A 1.61,
2.66, 2.52, 2.53, and 2.02-fold increased risks of HGG were seen in individuals with
VEGFA -2578 CC plus VEGFA -1154 GG, VEGFA -2578 CC or CA plus VEGFA -634
GC or CC, VEGFA -2578 CC or CA plus VEGFA -460 CT or TT, VEGFA -1154 GG or
GA plus VEGFA -634 GC or CC, and VEGFA 634 GC or CC plus VEGFA -460 CT or
TT combined genotypes, respectively, when compared to others. The “CAGT”
haplotype of the KDR SNPs was more common in patients with grade IV than in those
with grade III tumors, and individuals carrying this haplotype were at 1.76-fold
increased risk to develop grade IV tumors than others. We present, for the first time,
preliminary evidence that VEGF-2578C/A and VEGF -1154 G/A SNPs increases HGG
risk, and “CAGT” haplotype of the KDR gene alter HGG aggressiveness and risk of
grade IV tumors in Brazil.

Keywords: Polymorphism, genetic. Glioma.
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INTRODUCAO

1. Consideracoes iniciais e dados epidemioldgicos

Os gliomas sdo neoplasias primarias do sistema nervoso central (SNC) que se
originam de células gliais (astrocitos, oligodendrocitos e células ependimarias).
Representam o maior grupo de tumores cerebrais primarios malignos, com cerca de
30% de incidéncia entre todos os tumores cerebrais. (1)

Os dados epidemioldgicos de gliomas de alto grau (GAG) ndo sdo totalmente
conhecidos no Brasil, onde estimam-se 5.810 casos novos de cancer do SNC em
homens, e 5.510 em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019. Esses valores
indicam um risco estimado de 5,6 casos novos a cada 100 mil habitantes, e
correspondem a décima e nona posi¢do em incidéncia para homens e mulheres,
respectivamente. (2)

Apesar da incidéncia relativamente baixa dos GAG, a mortalidade ¢ bastante alta
com apenas 5 a 10% de pacientes vivos em cinco anos. (3)

Uma classificacao histologica dos tumores primarios do SNC foi proposta pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como um meio de prever o comportamento
biolégico e clinico dessas neoplasias. (4) Até o ano de 2016 essa classificacdo era
norteada exclusivamente por caracteristicas histologicas, mas em sua ultima edi¢do
houve a marcada e inédita incorporagdo de parametros moleculares na classificacdo,
como a incorporagdo da avaliagdo de IDH-1 e presenca de delecao Ip 19q,
representando um avango conceitual e pratico sobre o modelo antecessor de 2007. (5)

A classificacdo da OMS inclui uma categorizacdo em graus, que funcionam
como uma "escala de agressividade", que vai de grau I a IV, sendo que os tumores

astrociticos difusamente infiltrativos que demonstram anaplasia e atividade mitdtica sdo
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classificados como grau III, e tumores que além dessas caracteristicas exibam
proliferacdo microvascular endotelial e/ou necrose como grau IV. (4,5)

O astrocitoma anaplasico (AA) e o glioblastoma multiforme (GBM) sao
classificados como astrocitoma de grau III (AGIII) e grau IV da OMS, respectivamente,
e também sao conhecidos como GAG. (4,5)

Os GAG podem ser diagnosticados como tumores primarios ou secundarios,
quando se originam a partir da evolucdo de um glioma de baixo grau, o que confere
melhor progndstico. (6)

O GBM representa 54% de todos os gliomas, sendo 1,5 vezes mais frequente em
homens do que em mulheres e duas vezes mais frequente em brancos do que negros,

com pico de incidéncia na sexta década de vida. (1)

2. Aspectos clinicos

Os sintomas mais comuns na apresentacao clinica de pacientes com GAG sdo
cefaléia, convulsdes e déficits neurologicos na parte motora, fala ou memoria. A
cefaléia é relatada como sintoma inicial em 50 a 60% dos casos, as convulsdes sdo
notificadas em 20 a 40% e déficits motores em 10 a 40%. (7)

No cendrio clinico, o grau do tumor ¢ um fator fundamental que influencia a
escolha das terapias, particularmente a determinacdo do uso de radioterapia e
quimioterapia adjuvante. Porém, apesar dos aparentes avancos no tratamento do GAG, o
prognostico de pacientes com AA e GBM continua desfavoravel, com sobrevida global
em cinco anos de cerca de 40% para AA e sobrevida global mediana de 5% para os
pacientes com GBM. (3)

Os fatores de risco para o desenvolvimento de GAG ainda ndo sdo bem
compreendidos, sendo que a grande maioria dos pacientes com GAG ndo tem histéria

familiar de tumores cerebrais ou qualquer fator de risco identificavel. (8)
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Apenas 1 a 5% dos casos sdo atribuiudos a sindromes genéticas hereditérias. (9)

As sindromes genéticas que conferem um risco aumentado de desenvolvimento de
gliomas incluem a neurofibromatose tipo 1, sindrome de Li-Fraumeni, sindrome de
Turcot, sindrome de Lynch e Von-Hippel Lindau. (10,11,12)
Alguns polimorfismos génicos de base Unica, single nucletotide polymorphisms (SNPs),
também foram relacionados a maior risco de desenvolvimento de gliomas. SNP ¢ uma
varia¢do na sequéncia de DNA que afeta somente uma base nitrogenada na sequéncia
do genoma entre individuos de uma espécie ou entre pares de cromossomos de um
individuo.Por exemplo, individuos com variantes em genes envolvidos no metabolismo
de carcindgenos, reparo de DNA, inflamacdo e resposta imune podem ter maior risco de
gliomas. (13)

Embora individualemte essas variantes genéticas possam nao fornecer
associagdes fortes o suficiente para identificar grupos de alto risco de GAG para
rastreamento especifico, podem fornecer novos conhecimentos sobre as vias envolvidas
na carcinogénese dos tumores, e juntas podem potencialmente fomentar uma ferramenta
de rastreamento dirigido. (14)

Além dos fatores genéticos, o Unico fator de risco ambiental bem estabelecido
para o desenvolvimento de GAG ¢ a exposi¢ao a radiacdo ionizante, como ocorre na
radioterapia terap€utica para tumores na infancia. A laténcia entre a irradiacdo e o
desenvolvimento de um glioma varia de cinco anos a varias décadas. (15...)

Dados sobre outras exposi¢cdes ambientais, incluindo radiacdo eletromagnética,
radia¢do de radiofreqiiéncia de telefones celulares e traumatismo craniano ndo foram

conclusivos em demonstrar uma relagdo de causa-efeito na origem do tumor. (16,17)
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3. Angiogénese

A angiogénese (AG) ¢ um processo complexo de formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de células endoteliais maduras de um leito vascular ja existente. (18)

A AG ocorre rotineiramente durante condi¢des fisioldgicas, como processo
inicial de cicatrizagdo de uma ferida, ou em condi¢des patoldgicas, como na inflamagao
cronica, em reagdes imunes e neoplasias. (19,20)

A AG ¢ um processo crucial na sobrevivéncia e desenvolvimento de tumores.
Embora ja seja conhecido que anormalidades genéticas promovem o crescimento
tumoral, a sobrevivéncia das células neoplésicas ndo seria possivel a partir do tamanho
de Imm?, se ndo fosse a AG. Essa medida representa a distdncia maxima pela qual o
oxigénio e nutrientes podem ser oferecidos a tecidos por difusdo simples, dispensando a
irrigagcdo por vasos sanguineos proprios. (21)

A hipoxia tumoral ¢ o principal estimulo para a formacdo de novos vasos.
A hipoxia tumoral induz a formagdo de fatores de transcri¢do induzidos por hipoxia
(HIFs) e a liberacao de 6xido nitrico (NO), que ativam genes de transcri¢ao do vascular
endothelial growth factor (VEGF) e de outros fatores pro-angiogénicos, como o
platelet-derived growth factor (PDGF) e o basic fibroblast growth fator (bFGF). (22)

A ativacdo dos receptores tirosina-quinase dos vasos ¢ iniciada pela ligacao da
molécula ativadora (por exemplo, fator de crescimento) no sitio especifico do dominio
extracelular do receptor. Esta ligacdo induz a dimerizacdo dos receptores, resultando na
autofosforilacdo dos residuos tirosina dentro do dominio citoplasmatico, no qual o

primeiro substrato deste dominio € o proprio receptor. (23)

A ligagdo do VEGF, produzido por células tumorais, aos seus diferentes

receptores em vasos, os vascular endothelial growth factor receptors (VEGFR), inicia
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diferentes vias de sinaliza¢do intracelular. A mobilizagdo de Ca’?" e a ativagdo de
proteina quinase C (PKC) dao estimulo a atividade endotelial da sintese do NO, sendo a
chave da sinalizagdo da permeabilidade vascular induzida pelo VEGF, com papel
determinate na permeabilidade vascular. (22) Assim, em seu conjunto, os fatores
indutores da AG produzidos por células tumorais determinam a proliferagdo de brotos
vasculares a partir de vasos do estroma, que se dirigem ao tumor para nutricdo e
oxigenacao. (23)

O processo da AG tumoral esta apresentado de forma esquematica na Figura 1.

A primeira descri¢do da AG em neoplasias ocorreu na na década de 70, quando
foi descoberto e isolado um fator em tumores humanos, o tumor angiogenesis factor
(TAF), com atividade mitogénica em células endoteliais e que levava a formagdo de
novos capilares a partir de vasos preexistentes. O pesquisador responsavel pela sua
descri¢do propos que o TAF seria produzido pelas proprias células tumorais. Assim, a
AG foi considerada um pré-requisito para o crescimento neopléasico. Mais tarde, o TAF

seria renomeado como VEGF. (24)
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Figura 1. Mecanismo da angiogénese (AG) tumoral. A angiopoietina 1 (ANGPT1),
expressa por muitas células, liga-se ao receptor endotelial TIE2 e ajuda a manter um
estado normalizado nos vasos sanguineos. O fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) ¢ secretado por células tumorais e liga-se ao seu receptor (KDR) e a
neuropilina nas células endoteliais de vasos. As metaloproteinases de matriz (MMPs),
langadas pelas células tumorais e pelas células endoteliais estimuladas com VEGF e
agem no estroma em um processo de destruicdo de matriz celular. As células tumorais
também secretam angiopoietina 2 (ANGPT2), que compete com ANGPT1 para ligacdo
ao receptor endotelial TIE2. ANGPT2 aumenta a degradacdo da membrana basal
vascular e migracdo do endotélio células, facilitando assim a formagdo do broto e
posterior AG tumoral. O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), proteina
pro-AG secretada por tumores, pode aumentar o seu proprio receptor (PDGFR) em
células endoteliais; o fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) ¢ também pro-
AG e secretado por tumores. Nesse contexto de protéinas pré (VEGF ou bFGF) e anti-
AG (endostatina) estd o papel das plaquetas, ao liberar via granulos alfa de
armazenamento tais fatores ao endotélio local, de forma ndo direta como as células
tumorais o fazem. (Adaptado de Zhao et al., 2015) (24)



23

4. A angiogénese no glioma de alto grau

Os GAG sao tumores altamente vascularizados e a presenga de proliferagdo
microvascular ¢ um fator que indica que o tumor ¢ de alto grau. (4) Algumas moléculas
envolvidas na AG foram encontradas em GAG, principalmente no GBM. O fator mais
claramente envolvido nesse processo ¢ o fator de crescimento endotelial vascular do
tipo A (VEGFA), que ¢ mais frequentemente expresso adjacente as areas de necrose dos
GAG, mas ndo em gliomas de grau I ou II, (25,26) o que sugere que a progressao
maligna do astrocitoma de baixo grau para o GBM inclua a proliferag@o de vasos.

Os receptores de VEGFA sdo expressos pelas células endoteliais do tumor,
estabelecendo uma alca pardcrina na qual as células tumorais estimulam a proliferag¢do
vascular. O microambiente ¢é, portanto, importante na carcinogénse do GAG,
particularmente para o GBM, com regides de neovascularizagdo frequentemente
circundando zonas de necrose. (27)

Acredita-se que um dos principais desencadeantes da AG relacionada ao GAG
seja a resposta fisioldgica a hipoxia, que induz o aumento da transcricdo do gene
VEGFA pela familia dos fatores de transcri¢do do fator indutivel por hipoxia (HIF). (28)

Uma hipoétese intrigante sugere que a trombose de pequenos vasos sangiiineos,
talvez mediada pelo fator tecidual, induza a micronecrose, sendo que esses eventos
podem ser responsaveis por iniciar as cascatas de hipoxia e AG. (29)

O trabalho de quatro grupos independentes revelou que as células-tronco de
gliomas podem contribuir para a formagdo de vasos sanguineos em tumores,
diferenciando-se em células endoteliais, um fendmeno que talvez seja melhor
denominado de “mimetismo vascular”. (30) Esse achado ¢ importante porque indica que
a progénie das células-tronco de gliomas ndo estdo limitadas, exclusivamente, a uma

linhagem celular neuroepitelial. (30)
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Usando espécimes cirtrgicos humanos, Wang et al. e Ricci-Vitiani et al.
encontraram um conjunto de células endoteliais revestindo vasos tumorais que
carregavam as mesmas anormalidades genéticas (por exemplo, amplificagdo do receptor
do fator de crescimento epidérmico ou mutagdo do 7P53), que marcavam as células
tumorais malignas adjacentes. Utilizando células tumorais agudamente dissociadas,
esses dois grupos de pesquisa também revelaram a presenca de uma populagdo de
células progenitoras endoteliais neoplésicas in vivo, € mostraram que uma subpopulacao
de células-tronco de glioma deu origem as células endoteliais in vitro. Essas células,
quando transplantadas intracranianamente em camundongos imunocomprometidos,
deram origem a tumores nos quais uma propor¢do das células endoteliais que
contribuem para os vasos sanguineos se originou das células de glioma humano
transplantadas, e ndo dos camundongos. (31,32)

Utilizando um modelo murino de GBM, Soda et al. observaram uma
subpopula¢do de células endoteliais dentro desses tumores que expressavam tanto
antigenos especificos de células endoteliais quanto especificos de tumor. Os trés grupos
observaram que as células endoteliais derivadas de tumor sdo mais comuns na regiao
central do GBM, sendo menos freqiientemente encontradas na periferia do tumor. (33)

A observacdo e relato de Cheng et al. também fornece evidéncias de que as
células-tronco de gliomas podem gerar células que envolvem os vasos sanguineos no
GBM. Os pesquisadores observaram que as células-tronco de glioma sdo capazes de
formar células da linhagem pericitica vascular in vitro, podendo dar origem a pericitos
em um modelo de xenoenxerto de camundongo in vivo. Além disso, os pesquisadores
descreveram que a maioria dos pericitos do tumor carregam as mesmas alteracdes
genéticas encontradas no GBM. Surpreendentemente, os pericitos neopldsicos também

foram encontrados no cérebro normal peritumoral. (34)
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Esses achados tém importantes implicagdes para o tratamento do GAG, e nos
forneceram uma compreensiao mais abrangente de como os vasos sanguineos se formam
no GBM. Assim, nestes tumores, os proprios vasos sanguineos podem fazer parte do

processo neoplésico. (30)
5. VEGFA e KDR

O VEGFA ¢ o mais importante fator estimulador da AG, e pertence a um grupo
de glicoproteinas diméricas, que inclui o VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E e VEGF-F. O VEGF-A ¢ uma citocina potente ¢ multifuncional que exerce seu
efeito no endotélio de vasos, sendo o mais bem estudado e compreendido. (35)

O VEGFA ¢ codificado pelo gene VEGFA, localizado no brago curto do cromossomo
6p21.3.(36)

Dentre os SNPs descritos no gene VEGFA, o 2578C/A (37), 2489C/T (38), 1154G/A
(37), e 460C/T (39) estdo localizados na regido promotora do VEGFA, e o SNP 634G/C
(39) esté localizado na regido 5 ndo traduzida do gene, e sdo alvos do presente estudo
(39)

O KDR ¢ o principal receptor do VEGFA, e a ligagio KDR-VEGFA induz a AG
ao ativar esse receptor pertencente a familia de receptores tirosina quinase. (40)
O gene KDR esté localizado no cromossomo 4q11-q12 (41). Dentre os SNPs descritos
no gene KDR, os SNPs 271G/A (42) e o 604T/C (43) estao localizados na regido
promotora e os SNPs 1192G/A e 1719T/A estdo localizados na regido codificadora do
gene, e sdo objetos dessa pesquisa. (43,44)

As frequéncias dos genotipos dos SNPs nos genes VEGFA e KDR em individuos
de diversas etnias, bem como os papéis dos alelos distintos de cada SNP na quantidade

ou fung¢do das proteinas estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Polimorfismos de base tinica dos genes VEGF e KDR, frequéncias genotipicas e papel dos alelos selvagem e variante

Gene e SNP refefén(:iea do Frequéncias genotipicas (%) Papel dos alelos dos SNPs (referéncias)
SNP

Alelo ancestral C e niveis aumentados de VEGFA (45) (46) (47)

VEGF 2578C/A 15699947 CC(19,9-52,2) CA(40,1-557) AA(7,4-263) (48)
Alelos C e A e niveis similares de VEGFA (49)

VEGF 2489C/T rs1005230 CC (22-51,8) CT (40,7 -50,0)0 TT (7,4-28,0) Alelo variante T e maior transcri¢ao do VEGFA (38)

VEGF 1154G/A rs1570360 GG (36,0 -47,0) GA (41,1 -50,0) AA(10,9-14,0) Alelo ancestral G e niveis aumentados de VEGFA (45)(48)
Alelo ancestral C e maior expressao do VEGFA (50)

VEGF 460C/T rs833061 CC (3,4-31,9) CT (39,2-60,5  TT (8,3-54,4) Alelo variante T e niveis aumentados de VEGFA (47)
Alelos C e T e expressdes similares de VEGFA (39)
Alelo ancestral G e maior expressdao do VEGFA (50)

VEGF 634G/C rs2010963 GG (25,7 -52,3) GC (39,0-54,00 CC(8,7-20,3) Alelo ancestral G e niveis aumentados de VEGFA (39) (48) (51)
Alelo ancestral G e niveis reduzidos de VEGFA (46) (47)

KDR 271G/A 1s7667298 GG (13,0 - 48,8) GA (46,3-63,5) AA(4,7-40,7) Alelo variante A e maior expressao do KDR (42)

KDR 604T/C rs2071559 TT (12,2 - 49,0) TC (45,3-60,00 CC (4,1-40,9) Alelo ancestral T e maior expressao do KDR (44)

KDR 1192G/A 1s2305948 GG (53,3 -94,0) GA (6,0 - 36,3) AA (0,6 -11,7) Alelo ancestral G e maior ligacdo ao VEGFA (44)

KDR 1719A/T rs1870377 AA (1,7 -31,1) AT (20,0 -46,7) TT (24,4 -78,3) Alelo variante T e maior ligacdo ao VEGFA (44)

SNP: polimorfismo génico de base unica, rs: nimero de referéncia, VEGFA: fator de crescimento vascular endotelial, KDR: receptor do fator de

crescimento vascular endotelial
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Em resumo, o alelo “C” do VEGFA -2578C/A (45,46,47,48) e o alelo “G” of
VEGFA -1154G/A (45,48) foram associados a maior producdo do VEGFA comparados
aos alelos “A”, enquanto que o alelo “T” of VEGFA -2489C/T foi associado a miaor
transcricdo do VEGFA.(38) Entretanto, o impacto funcional do VEGFA -634G/C
(46,50) e -460C/T (39,50) permanecem incertos. Considernado os SNPs do KDR, os
alelos “T” e “G” do -604T/C e +1192G/A foram associados com maior expressio e
maior eficiéncia de ligacdo para o VEGFA (44), e o alelo “A” do -271G/A e “T” do
+1719A/T foram associados a maior expressdo do KDR (42) e maior eficiéncia de
ligacdo do KDR ao VEGFA, respectivamente. (44)

Existem poucos estudos com foco na associagdo de SNPs nos genes VEGFA e
KDR no risco e aspectos clinicopatologicos de GAG. Nenhum desses estudos foi
realizado exclusivamente em GAG, pois incluem também gliomas de baixo grau, e
exceto pelo estudo de Linhares et al. (52), que avaliou europeus caucasianos, todos os
outros estudos foram conduzidos exclusivamente em chineses.

A stmula dos estudos mais consistentes sobre AG e risco ou aspectos
clinicopatoldgicos de pacientes com diagnostico de glioma e seus principais resultados e

conclusdes estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Principais estudos relacionados aos SNPs dos genes VEGFA e KDR e risco de
gliomas.

Estudos Principais resultados e conclusoes
Lietal., 2011
SNPs no VEGFA em Chineses A A o1 riveo de ol
N total= 766 'EGF4 - e maior risco de glioma
(incluindo todos os graus)

GI e GII= 525
GIII e GIV=1241
Chen et al., 2012 KDR -604 “C”e maior risco de de glioma
SNPs no KDR em Chineses (incluindo todos os graus)/ sem significancia
N total= 766 para GIV
GI-GlII=312 KDR +1192 “A” e maior risco de glioma
GIV= 360 (incluindo todos os graus)/
Jiang et al., 2013
SNPs no VEGFA em Chineses VEGFA -634 “C”e maior risco de glioma
N total= 469 (incluindo todos os graus), sendo o risco mais
GIII= 165 pronunciado em GIV para genotipo “CC”
GIV=304
Zhang et al., 2016 KDR -604 “C”e maior risco de de glioma
SNPs no VEGFA e KDR em Chineses (incluindo todos os graus) ,

_ KDR +1192 “A” e maior risco de glioma
N total= 477

(incluindo todos os graus)

GII-GIII= 357 KDR +1719 “T” e maior risco de glioma

GIV=289 (incluindo todos os graus)

Gao et al., 2016

SNPs no KDR em Chineses KDR -604 “C”e maior risco de de glioma
N total= 157 (incluindo todos os graus)

GIII= 38

GIvV=17

Zhao et al., 2017
Metanalise de 4 estudos que avaliaram risco
de SNPs no VEGFA e glioma em Chineses

VEGFA -634 “C” e maior risco de glioma
(incluindo todos os graus)

Linhares et al., 2018

SNPs no VEGFA em Portugueses VEGFA -460 “T” e maior risco de glioma
N total= 126 (incluindo todos os graus)

GIV= 86

N: niimero; GI: glioma grau I da OMS; GII: glioma grau II da OMS; GIII: glioma grau III da OMS;
GIV: glioma grau IV da OMS; SNP: polimorfismo génico de base unica, VEGFA: gene do fator de
crescimento vascular endotelial, KDR: gene do receptor do fator de crescimento vascular endotelial.
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Nao encontramos na literatura estudos que avaliem o papel do SNP VEGFA -
1154 GG no risco ou aspectos clinicos de GAG.

Considerando a escassez de informagdes sobre esse tema, € que o impacto dos
SNPs depende da origem étnica da populagdo, tracamos o presente estudo com os
objetivos de determinar se os SNPs VEGFA -2578C/A, -2489C/T, -1154G/A, -634G/C,
-460C/T, ¢ KDR -604T/C, -271G/A, + 1192G/A, + 1719A/T afetam o risco e 0s
aspectos clinicopatologicos de GAG em uma populacdo etnicamente diferente e

miscigenada do Brasil.
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OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivos:

e  Verificar se os SNPs 2578C/A, 2489C/T, 1154G/A, 460C/T, 634G/C no
gene VEGFA e 271G/A, 604T/C, 1192G/A e 1719A/T no gene KDR

estdo associados com risco de GAG, e

e  Verificar se os SNPs 2578C/A, 2489C/T, 1154G/A, 460C/T, 634G/C no
gene VEGFA e 271G/A, 604T/C, 1192G/A e 1719A/T no gene KDR

estdo associados com aspectos clinicos de GAG.
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PACIENTES E METODOS

1. Aspectos clinicos e do tumor

Este estudo incluiu pacientes adultos, maiores de 18 anos, com diagndstico de
GAG da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e da Universidade de Sao
Paulo (USP), diagnosticados entre os anos 2000 e 2015. O grupo controle foi
constituido por doadores de sangue do Hemocentro da UNICAMP atendidos no
mesmo periodo de tempo.

Foram excluidos os pacientes que ndo aceitaram participar do estudo, os
pacientes que ndo tiveram amostras de DNA adequadas para as genotipagens € os
pacientes com diagndstico presuntivo de GAG sem diagnostico histologico, exceto
por um paciente com diagnostico presuntivo de GAG em tronco cerebral.

Os dados relativos a identificacdo, idade, género e grau histologico do tumor,
foram obtidos do prontudrio médico de cada paciente pela pesquisadora responsavel
pelo estudo. Os dados relativos a identificacdo, idade e género dos controles foram
obtidos das fichas de triagem obtidas para a doa¢do de sangue. Os controles foram
pareados aos pacientes, sempre que possivel, por idade e género.

O diagndstico de GAG foi realizado por exame histoldgico de fragmentos do
tumnor obtidos durante a ressec¢do cirurgica ou a partir de bidpsia cerebral quando a
cirurgia de ressec¢do nao foi indicada, de acordo com as normas da OMS. (4) Os
exames foram realizados em laboratdrios de Anatomia Patoldgica do Hospital de
Clinicas da UNICAMP e da USP. Os casos diagnosticados em servigos externos a
estas Instituicdes foram revisados por patologistas especialistas em Neuropatologia da

UNICAMP e USP.
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O tamanho amostral do estudo teve como base as frequéncias dos gendtipos de
cada SNP em individuos de outras populagdes e foi calculado conforme descri¢ao
prévia para garantir que os trés possiveis genotipos (homozigoto ancestral,
heterozigoto e homozigoto variante) estivessem adequadamente representados.
Identificamos o montante de 135 pacientes como o tamanho amostral desejado para o

estudo.

2. Anailise dos genotipos dos polimorfismos génicos

O DNA genomico foi obtido de amostras de sangue periférico dos pacientes
com GAG por meio da técnica de extracdo com cloreto de litio e proteinase K. (53)
As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até o momento da utilizagdo para os
exames.

Os gendtipos dos referidos SNPs foram obtidos por meio da amplificagdo das
regides de interesse dos genes pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR em tempo real), usando TagMan® SNP Genotyping Assays, (Applied
Biosystems®, CA, EUA), com as referéncias dos SNPs do VEGF (nimero do rs do
SNP e niimero do ensaio: rs699947, C 8311602 10; rs1005230, C 8311612 10;
rs1570360, C_1647379 10; rs2010963, C 8311614 10; rs833061, C 1647381 10) e
do KDR (nimero do rs do SNP e ntimero do ensaio: rs2305948, C 22271999 20;
rs1870377, C 11895315 20; rs7667298, C 28992770 10 e rs2071559,
C 15869271 10).

A PCR foi realizada com 1 pl de DNA de cada paciente, na concentracido de
50 pg/ul, de acordo com o método recomendado pelo fabricante das sondas
TagMan®. De forma sucinta, foram adicionados 0,5 pul de SNP Genotyping Assay
Mix 1X (com dois pares de sondas e dois fluorocromos detectores, FAM® e VIC®), 5

pl de TagMan® Universal PCR Master Mix 1x, que contém a AmpliTaqGold® DNA
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polimerase, desoxiribonucleotideos (dNTPs) e tampdo com componentes
otimizadores da reacdo e H20 (3,5 pl) para um volume final de 10 pl. As condigdes
de amplificagdo consistiram na ativagdo inicial da AmpliTaq Gold a 95°C por 10
minutos, seguidos de 40 ciclos de incubagdo a 92°C por 15 segundos e a 60°C por 1
minuto.
Controles positivo pertinente (DNA genomico de individuos saudaveis, com
gendtipos ja previamente estabelecidos) e negativo (dgua estéril) foram colocados em
todas as reacdes de genotipagem. Amostras escolhidas aleatoriamente (15,0%), foram
novamente genotipadas como controle de qualidade do método, com 100,0% de
concordancia entre as determinacdes. As imagens dos gendtipos foram analisados
pelo software TagMan Genotyper (Applied Biosystems, California, Estados Unidos) e
identificadas por dois observadores distintos e independentes (Figura 2).

Todas as analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética do

Cancer (LAGECA) da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.
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Figura 2. Representagdo grafica dos genotipos. Distribuicao dos trés distintos
gendtipos de um determinado polimorfismo, analisado pelo TagMan Genotyper
Software (Applied Biosystems, California, Estados Unidos), apds reagdo de
polimerase em cadeia em tempo real. A figura representa um plot de
discriminacdo alélica, onde os circulos vermelho, verde e azul representam,
respectivamente, os genotipos homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto
variante. O quadrado preto representa o controle negativo da reacdo.

3. Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados apds a obtengdo do termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE) assinados por pacientes e controles que
aceitaram participar do estudo proposto. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com a Declaragdo de Helsinki, e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da

FCM da UNICAMP (processo 21998214.3.0000.5404) (Anexo).
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4. Analise estatistica

O teste de verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi realizado
com o intuito de verificar se ocorreu distribui¢do preferencial de algum dos gendtipos
dos polimorfismos avaliados nos pacientes do estudo.

O significado estatistico das diferencas entre grupos foi calculado pelo teste da
probabilidade exata de Fisher ou qui-quadrado (¥2). A regressdo logistica multipla foi
feita para obter as razdes de chance “odds ratio” (ORs), ajustadas por eventuais
discrepancias especificas para cada varidvel categorica, considerando um intervalo de
confianga (IC) de 95%. A corre¢do para multiplo testes, quando aplicavel, foi feita pelo
método de Bonferroni.

Foram considerados como referencias, os gendtipos ou alelos dos SNPs do
VEGFA e KDR associados com producdo padrao do VEGFA ou KDR ou afinidade
padrdo do KDR pelo VEGFA. Os genoétipos ou alelos associados com maior producao
do VEGFA e KDR ou maior afinidade do KDR pelo VEGFA, que ao menos em teoria
estariam associados a maior risco ou agressividade do tumor, foram os objetos de teste.

Considerando que os papéis dos alelos “G” e “C” do VEGFA -634G/C e “C” e
“T” do VEGFA -460C/T na produ¢do do VEGFA sdo controvertidos, todos os gendtipos
e alelos foram testados no risco e manifestagdes clinicas de pacientes e biologicas do
tumor.

O software Haploview 4.2 (www.broad.mit.edu/mpg/haploview) foi utilizado
para marcar todos os haplotipos comuns e as suas frequéncias. Hapldtipos com
frequéncia maior que 10% foram selecionados para as andlises. O desequilibrio de
ligacdao (LD) foi medida pelo coeficiente de desequilibrio (D '), e a significancia de LD
foi analisada para D' > 80%. Uma analise de bootstrap foi executada como uma técnica

de reamostragem em todos os resultados significativos. (54).



36

Os haplotipos foram analisados de acordo com os papéis funcionais da maioria
dos alelos do VEGFA e KDR. Foram considerados referencias os haplotipos com a
maioria dos alelos associados com maior producdo de VEGFA ou KDR ou maior
afinidade do KDR pelo VEGFA, e os haplotipos do VEGFA com a maioria dos alelos
associados com menor producdo do VEGFA.

Valores de P menores que 0,05 foram considerados significativos, e para
corre¢do por multiplos testes valores de P menores que 0,017 foram considerados
significativos.

Todas as andlises foram realizadas por estatistico do LAGECA, com a utilizagao
dos programas estatisticos Statistical Package for the Social Sciences versio 15.0

(SPSS Incorporation, Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS

1. Caracteristicas dos pacientes e controles

Foram incluidos no estudo 410 individuos, sendo 205 pacientes com diagnostico
de GAG e 205 controles.

Do total de 216 pacientes com diagndstico de GAG incluidos no estudo, 11
pacientes foram excluidos, pois ndo apresentaram material biologico satisfatorio para a
avalia¢do molecular.

As caracteristicas clinicas dos pacientes e controles incluidos no estudo estdo

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos pacientes com glioma de alto grau e controles.

o . Pacien'tes Controles
Caracteristicas clinicas (N, ];Izil/:)z;na, (N, mediana, DP,%) Valor p
Idade ao diagnostico

Mediana 54 (15-82) 50 (18-64) <0,0001

Média + DP 51+£15,3 48 + 8,10 0,006
Género

Feminino 70 (34%) 105 (51%)

Masculino 135 (66%) 100 (49%) 0,001
Grau histologico *

grau [II 36 (18%) NA

grau [V 168 (81%) NA

Nao classificado 1 NA

N: ntimero absoluto; DP: desvio padrdo, NA: ndo aplicavel. *: Grau histolégico
classificado de acordo com os critérios da Organizacdo Mundial de Saude 2007, onde
grau III incluiu astrocitoma anaplésico e oligoastrocitoma anaplésico e grau IV incluiu
o glioblastoma multiforme.
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Os pacientes foram mais velhos que os controles e foi observada uma maior
quantidade de homens entre pacientes do que entre controles. Por esta razdo, as
comparagdes entre pacientes e controles foram ajustadas por idade e sexo por andlises

pertinentes.

Os resultados do HWE nos loci dos SNPs no VEGFA e KDR estdo
representados na Tabela 4 e Tabela 5, respectivamente. As amostras de controles e de
pacientes confirmaram o HWE nos 16ci avaliados dos genes VEGFA e KDR.

Tabela 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg nos 16ci dos polimorfismos do gene

VEGFA de pacientes com glioma de alto grau

Polimorfismo ¥%; valor de P
VEGFA 2578C/A 1,62; 0,20
VEGFA 2489C/T 2,22;0,13
VEGFA 1154G/A 0,58; 0,44
VEGFA 634G/C 0,006; 0,93

VEGFA 460C/T 3,54; 0,06

Tabela 5. Equilibrio de Hardy-Weinberg nos 16ci dos polimorfismos do gene KDR

de pacientes com glioma de alto grau

Polimorfismo x%; Valor de P

KDR -604T/C 2,14; 0,14

KDR -271G/A 2,56; 0,10
KDR +1192G/A 0,19; 0,27
KDR +1719A/T 3,54; 0,06

2. Polimorfismos nos genes VEGFA e KDR e risco de GAG

As frequéncias dos genotipos e alelos dos polimorfismos dos genes VEGFA e

KDR em pacientes com GAG e controles estdo apresentados na Tabela 6.



39

Tabela 6. Distribui¢des dos pacientes com glioma de alto grau e controles por

genotipos e alelos dos polimorfismos do gene VEGFA e KDR.

Genotipos/alelos Pacientes Controles Valor P OR (95% 10)
(N, %) (N, %)

VEGFA -2578C/A

CcC 97 (47.3) 77 (37.6) 0.06 1.47 (0.98 —2.20)

CA+AA 108 (52.7) 128 (62.4) Referéncia

CC+CA 189 (92.2) 167 (81.5) 0.003! 2.56 (1.36 — 4.80)

AA 16 (7.8) 38 (18.5) Referéncia

C 286 (69.8) 244 (59.5) 0.004> 1.53 (1.14 - 2.03)

A 124 (30.2) 166 (40.5) Referéncia

VEGFA -2489C/T

CcC 96 (46.8) 76 (37.1) 0.06 1.48 (0.99 —2.21)

CT+TT 109 (53.2) 129 (62.9) Referéncia

CC+CT 188 (91.7) 165 (80.5) Referéncia

TT 17 (8.3) 40 (19.5) 0.002} 0.38 (0.20 — 0.71)

C 284 (69.3) 241 (58.8) Referéncia

T 126 (30.7) 169 (41.2) 0.0034 0.64 (0.47 — 0.86)

VEGFA -1154G/A

GG 124 (60.5) 100 (48.8) 0.03° 1.53 (1.03 - 2.29)

GG+GA 191 (93.2) 183 (89.3) 0.37 1.39 (0.68 —2.85)

AA 14 (6.8) 22 (10.7) Referéncia

G 315 (76.8) 283 (69) 0.046 1.39 (1.01 - 1.91)

A 95 (23.2) 127 (31) Referéncia

VEGFA -634G/C

GG 65 (31.7) 88 (42.9) 0.04 0.64 (0.42-0.98)

GC+CC 140 (68.3) 117 (57.1) Referéncia
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Genotipos/alelos Pacientes Controles Valor P OR (95% IC)
(N, %) (N, %)
GG+GC 169 (82.4) 181 (88.3) 0.14 1.54 (0.87 —2.72)
CcC 36 (17.6) 24 (11.7) Referéncia
GG 65 (31.7) 88 (42.9) Referéncia
GC+CC 140 (68.3) 117 (57.1) 0.047 1.54 (1.02 - 2.33)
GG+GC 169 (82.4) 181 (88.3) Referéncia
cC 36 (17.6) 24 (11.7) 0.14 1.54 (0.87 —2.72)
G 234 (57.1) 269 (65.6) Referéncia
C 176 (42.9) 141 (34.4) 0.028 1.38 (1.03 — 1.84)
G 234 (57.1) 269 (65.6) 0.72 (0.54 — 0.96)
C 176 (42.9) 141 (34.4) Referéncia
VEGFA -460C/T
CcC 27 (13.2) 45 (22.0) 0.02 0.54 (0.31 - 0.92)
CT+TT 178 (86.8) 160 (78.0) Referéncia
CC+CT 122 (59.5) 133 (64.9) Referéncia
TT 83 (40.5) 72 (35.1) 0.32 1.23 (0.82 - 1.85)
CC 27 (13.2) 45 (22.0) Referéncia
CT+TT 178 (86.8) 160 (78.0) 0.02° 1.84 (1.08 — 3.14)
TT 83 (40.5) 72 (35.1) Referéncia
C 149 (36.3) 178 (43.4) Referéncia
T 261 (63.7) 232 (56.6) 0.041° 1.32 (1.00 - 1.76)
C 149 (36.3) 178 (43.4) 0.75 (0.56 — 1.00)
T 261 (63.7) 232 (56.6) Referéncia
KDR -604T/C
TT 48 (23.4) 57 (27.8) 0.52 1.15(0.74 - 1.82)
TC+CC 157 (76.6) 148 (72.2) Referéncia
TT+ TC 144 (70.2) 149 (72.7) 0.54 1.15 (0.74 - 1.78)
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Genotipos/alelos Pacientes Controles Valor P OR (95% 10)
(N, %) (N, %)

CcC 61 (29.8) 56 (27.3) Referéncia

T 192 (46.8) 206 (50.2) 0.43 1.05 (0.91 - 1.21)

C 218 (53.2) 204 (49.8) Referéncia

KDR -271G/A

GG 54 (26.3) 59 (28.8) Referéncia

GA+AA 151 (73.7) 146 (71.2) 0.77 1.07 (0.68 — 1.67)

GG+GA 151 (73.7) 150 (73.2) Referéncia

AA 54 (26.3) 55 (26.8) 0.76 1.07 (0.68 — 1.67)

G 205 (50.0) 209 (51.0) Referéncia

A 205 (50.0) 201 (49.0) 0.99 1.00 (0.86 —1.15)

KDR +1192G/A

GG 155 (75.6) 144 (70.2) 0.40 1.21 (0.77 - 1.89)

GA+AA 50 (24.4) 61 (29.8) Referéncia

GG+GA 202 (98.5) 197 (96.1) 0.22 2.36 (0.59 —9.40)

AA 3(1.5) 8(3.9) Referéncia

A 53 (12.9) 69 (16.8) Referéncia

KDR +1719A/T

AA 6 (2.9) 11(5.4) Referéncia

AT+TT 199 (97.1) 194 (94.6) 0.15 2.11 (0.75 - 5.94)

AA+AT 69 (33.7) 65 (31.7) Referéncia

TT 136 (66.3) 140 (68.3) 0.69 1.09 (0.71 — 1.66)

A 75 (18.3) 76 (18.5) 0.84 Referéncia

T 335 (81.7) 334 (81.5) 1.01 (0.84 — 1.22)

N: niimero; %: porcentagem; OR: odds ratio ajustada por idade e sexo, IC: intervalo de

confianga. Os gendtipos foram analisados de acordo com o papel funcional dos alelos, e

genotipos ou alelos associados com menor producdo de VEGFA ou KDR ou menor

eficiéncia de ligacdo foram tomados como referéncias nas analises; como os papéis dos
alelos “G” e “C” do VEGFA -634G/C e “C” e “T” do VEGFA -460C/T na producao de
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VEGFA sdo controversos, todos os genotipos e alelos foram testados. Resultados
significativos sdo apresentados em negrito. 'bootstrap = 0,003, bootstrap = 0,006,
3bootstrap = 0,002, *bootstrap = 0,004, >bootstrap = 0,03, *bootstrap = 0,03, "bootstrap =
0,04, 8bootstrap = 0,03, *bootstrap = 0,02, “bootstrap = 0,03.

Observamos que as frequéncias dos genotipos VEGFA -2578 CC ou CA,
VEGFA -1154 GG, VEGFA -634 GC ou CC, e VEGFA -460 CT ou TT foram maiores
em pacientes com GAG do que em controles. Individuos com estes genotipos estiveram
sob riscos 2,56, 1,53, 1,54, e 1,84 vezes maiores de desenvolver GAG do que aqueles
com os demais genoétipos, respectivamente. Apenas o gendtipo VEGFA -2489 TT foi
mais comum em controles do que em pacientes, sendo que individuos com o genotipo

TT estiveram sob risco 0,38 vezes menor de GAG do que aqueles com o gendtipo CC

ou CT.

Frequéncias semelhantes de gendtipos dos SNPs do gene KDR foram observados
em pacientes e controles; individuos com os gendtipos distintos dos SNPs estiveram sob

riscos similares de GAG.

3. Combinacdes de polimorfismos nos genes VEGFA e KDR e risco de GAG

As frequéncias das combinacdes de gendtipos dos SNPs dos genes VEGFA em
pacientes com GAG e controles estdo apresentados na Tabela 7. As frequéncias das
combinagdes de genodtipos dos SNPs no gene KDR em pacientes com GAG e controles
estdo apresentados na Tabela 8. As frequéncias das combinac¢des de genotipos dos
SNPs no gene VEGFA e KDR em pacientes com GAG e controles estdo apresentados na

Tabela 9.
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Tabela 7. Distribui¢cdes dos pacientes com glioma de alto grau e controles por combinagdes

dos genotipos dos polimorfismos do gene VEGFA.

Genotipos Pacientes Controles ValorP  OR (95% IC)
(N,%) (N,%)
VEGFA -2578C/A + -2489C/T
CC + TT 0 (0) 1 (0) NA NA
CA+AA + CCHCT 91 (100) 89 (98.9) Referéncia
CC+CA + CT+IT 93 (100) 91 (100) NA NA
AA + CC 0 (0) 0 (0) Referéncia
VEGFA -2578C/A + -1154G/A
CC + GG 90 (54.9) 71 (41.8) 0.035' 1.61 (1.03 —2.52)
CA+AA + GA+AA 74 (45.1) 99 (58.2) Referéncia
CC+CA + GG+GA 183 (95.8) 161 (91.0) 0.108  2.07 (0.85 —5.04)
AA + AA 8(4.2) 16 (9.0) Referéncia
VEGFA -2578C/A + -634G/C
CcC+cCC 36 (25.0) 24 (15.8) 0.08  1.69(0.93-3.07)
CA+AA + GG+GC 108 (75.0) 128 (84.2) Referéncia
CC+CA + GC+CC 140 (89.7) 117 (75.5) 0.0032  2.66 (1.29 —5.08)
AA + GG 16 (10.3) 38 (24.5) Referéncia
VEGFA -2578C/A + -460C/T
CC + TT 83 (43.5) 72 (36.0) 0.16  1.34(0.88—-2.03)
CA+AA + CCH+CT 108 (56.5) 128 (64.0) Referéncia
CC+CA + CTHTT 178 (91.8) 160 (80.8) 0.004° 2.52 (1.33-4.74)
AA + CC 16 (8.2) 38 (19.2) Referéncia
VEGFA -2489C/T + -1154G/A
TT + GG 2(2.9) 4 (5.5) 0.42  0.48 (0.08 —2.79)
CC+CT + GA+AA 66 (97.1) 69 (94.5) Referéncia
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Pacientes

Controles

Genotipos Valor P OR (95% IC)
(N,%) (N,%)

CT+TT + GG+GA 100 (95.2) 107 (100) NA NA

CC + AA 5(4.8) 0(0) Referéncia
VEGFA -2489C/T + -634G/C

TT + CC 0 (0.0) 0 (0.0) NA NA

CC+CT + GG+GC 152 (100.0) 141 (100.0) Referéncia

TT+CT + GC+CC 51 (87.9) 52 (82.5) 0.43  1.51(0.53-4.25)

CC + GG 7 (12.1) 11 (17.5) Referéncia
VEGFA -2489C/T + -460C/T

TT + TT 0 (0.0) 1(1.1) NA NA

CC+CT + CC+CT 105 (100.0) 94 (98.9) Referéncia

CT+TT + CT+TT 82 (100.0) 84 (100.0) NA NA

CC + CC 0 (0.0) 0 (0.0) Referéncia
VEGFA -1154G/A + -634G/C

GG + CC 31 (29.0) 21 (17.1) 0.05 1.86(0.97-3.54)

GA+AA + GG+GC 76 (71.0) 102 (82.9) Referéncia

GG+GA + GC+CC 134 (94.4) 115 (85.2) 0.04*  2.53 (1.05 - 6.09)

AA + GG 8 (5.6) 20 (14.8) Referéncia
VEGFA -1154G/A + -460C/T

GG + TT 77 (50.7) 66 (40.0) 0.10  1.46(0.92-2.31)

GA+AA + CC+CT 75 (49.3) 99 (60.0) Referéncia

GG+GA + CT+TT 172 (95.6) 156 (89.7) 0.06  2.27(0.94 —5.46)

AA + CC 8(4.4) 18 (10.3) Referéncia
VEGFA 634G/C + -460C/T

CC + TT 36 (22.8) 24 (15.3) 0.14  1.56 (0.86 —2.81)

GG+GC + CCH+CT 122 (77.2) 133 (84.7) Referéncia

GC+CC + CT+TT 138 (84.7) 116 (72.5) 0.01°  2.02 (1.15-3.53)

GG + CC 25 (15.3) 44 (27.5) Referéncia
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Pacientes Controles

Genotipos Valor P OR (95% IC)
(N, %) (N, %)
GC+CC+CT+TT 138 (84,7) 116 (72,5) 0,014° 2,02 (1,15-3,53)
GG+ CC 25 (15,3) 44 (27,5) Referéncia

N: ntimero; %: porcentagem; OR: odds ratio, IC: intervalo de confianga. Os gendtipos foram
considerados de acordo com o papel funcional dos alelos, e gendtipos combinados associados a
menor producdo de VEGFA ou KDR ou menor eficiéncia de ligagdo foram tomados como
referéncias nas andlises. Nos casos do VEGFA -634G/C e -460C/T, os genotipos GG e CC foram
tomados como referéncias nas analises, respectivamente, uma vez que os gendtipos GC + CC e
CT + TT foram associados ao aumento do risco de gliomas de alto grau no presente estudo.
bootstrap = 0,04, 2bootstrap = 0,003, *bootstrap = 0,001, “bootstrap = 0,03, >bootstrap = 0,008.
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Tabela 8. Distribuicdes dos pacientes com glioma de alto grau e controles por combinagdes dos

genotipos dos polimorfismos do gene KDR.

Genotipos Pacientes Controles Valor P OR (95% 10)
(N,%) (n,%)
KDR -604T/C + -271G/A
TT + AA 0 (0,0) 3(3,0) NA NA
TC + CC+ GG + GA 103 (100,0) 96 (97,0) Referéncia
TT+CT + AG + AA 91 (98.,9) 92 (97,9) Referéncia
CC+GG 1(1,1) 22,1 0,479 0,40 (0,03-4,94)
KDR -604T/C + +1192G/A
TT + GG 43 (48,9) 42 (47,7) Referéncia
TC+CC+AG+ AA 45 (51,1) 46 (52,3) 0,851 0,94 (0,52-1,72)
TT + CT + GG + GA 143 (98,6) 145 (97,3) Referéncia
CC+AA 2(1,4) 4 (2,7 0,855 0,85 (0,14-5,11)
KDR -604T/C + +1719A/T
TT+TT 26 (35,6) 38 (45,2) Referéncia
TC+CC+AA + AT 47 (64,4) 46 (54,8) 0,360 1,36 (0,70-2,65)
TT+TC+AT+TT 139 (99,3) 143 (96,6) Referéncia
CC+AA 1 (0,7) 5@3.4) 0,168 0,21 (0,02-1,92)
KDR -271G/A + +1192G/A
AA + GG 35(53,0) 36 (46,2) Referéncia
GG+ GA+AG + AA 31 (47,0) 42 (53,8) 0,703 0,88 (0,44-1,73)
AG+AA +GG +GA 149 (99,3) 140 (98,6) Referéncia
GG + AA 1 (0,7) 2(1,4) 0,421 0,37 (0,03-4,20)
AA+TT 39 (41,9) 37 (44,0) Referéncia
GG +AG+AA + AT 54 (58,1) 47 (56,0) 0,719 1,12 (0,61-2,05)
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Genotipos Pacientes Controles Valor P OR (95% 10)
(N,%) (n,%)
AG+AA+AT+TT 146 (99,3) 136 (99,3) Referéncia
GG+ AA 1 (0,7) 1 (0,7) 0,791 0,67 (0,04-12,60)
KDR +1192G/A + +1719A/T
GG+TT 114 (80,3) 110 (78,0) Referéncia
AG+AA +AA + AT 28 (19,7) 31 (22,0) 0,75 0,91 (0,50-1,64)
GG+GA+AT+TT 197 (99,5) 186 (100,0) NA NA
AA+ AA 1(0,5) 0(0,0) Referéncia

N: nimero; %: porcentagem; OR: odds ratio, IC: intervalo de confianga. Os genotipos foram analisados
de acordo com o papel funcional dos alelos, e gendtipos combiados associados a menor producdo de
KDR ou menor eficiéncia de ligagdo de KDR pela VEGFA foram considerados como referéncias. NA:

ndo aplicaveis.

Tabela 9. Distribui¢cdes dos pacientes com glioma de alto grau e controles por combinagdes dos

genotipos dos polimorfismos nos genes VEGFA e KDR.

Pacientes

Controles

Genotipos Valor P OR (95% IC)
(N, %) (n, %)

VEGFA -2578C/A + KDR -604T/C
CC + TT 23 (21.7) 21 (18.6) 0.52 1.24 (0.63 —2.46)
CA+AA + TC+CC 83 (78.3) 92 (81.4) Referéncia
CC+CA + TT+TC 133 (96.4) 119 (93.7) 0.47 1.53 (0.47 —4.99)
AA + CC 5(3.6) 8 (6.3) Referéncia

VEGFA -2578C/A + KDR -271G/A
CC + AA 28 (25.5) 20 (17.7) 0.25 1.47 (0.75 — 2.90)
CA+AA + GG+GA 82 (74.5) 93 (82.3) Referéncia
CC+CA + GA+AA 139 (97.2) 118 (92.2) 0.13 2.52(0.75 - 8.41)
AA + GG 4(2.8) 10 (7.8) Referéncia
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Genotipos Pacientes Controles Valor P OR (95% IC)
(N, %) (n, %)
VEGFA -2578C/A + KDR +1192G/A
CC + GG 75 (72.8) 53 (58.9) 0.09 1.69 (0.91 —3.14)
CA+AA + GA+AA 28 (27.2) 37 (41.1) Referéncia
CC+CA + GG+GA 186 (100.0) 161 (98.8) NA NA
AA + AA 0 (0.0) 2(1.2) Referéncia
VEGFA -2578C/A + KDR +1719A/T
CC + TT 68 (63.0) 51 (56.7) 0.41 1.27 (0.71 — 2.28)
CA+AA + AA+AT 40 (37.0) 39 (43.3) Referéncia
CC+CA + ATH+TT 183 (100.0) 159 (98.1) NA NA
AA + AA 0 (0.0) 3(1.9) Referéncia
VEGFA -2489C/T + KDR -604T/C
TT + TT 4 (2.7) 10 (7.8) 0.12 0.38 (0.11 - 1.29)
CC+CT + TCH+CC 144 (97.3) 118 (92.2) Referéncia
CT+TT + TT+TC 79 (71.8) 94 (81.7) 0.08 0.56 (0.29 — 1.08)
CC + CC 31(28.2) 21 (18.3) Referéncia
VEGFA -2489C/T + KDR -271G/A
TT + AA 3(2.1) 9(7.0) 0.14 0.36 (0.09 — 1.40)
CCH+CT + GG+GA 137 (97.9) 119 (93.0) Referéncia
CT+TT + GA+AA 80 (76.2) 94 (79.7) 0.52 0.80 (0.42 —1.55)
CC +GG 25 (23.8) 24 (20.3) Referéncia
VEGFA -2489C/T + KDR +1192G/A
TT + GG 13 (22.8) 27 (35.1) 0.06 0.40 (0.17 - 0.90)
CC+CT + GA+AA 44 (77.2) 50 (64.9) Referéncia
CT+TT + GG+GA 108 (98.2) 125 (96.9) 0.59 1.63 (0.27 - 9.70)
CC + AA 2 (1.8) 4 (3.1 Referéncia
VEGFA -2489C/T + KDR +1719A/T
TT + TT 18 (23.1) 30 (40.0) 0.05 0.36 (0.16 — 0.80)
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Genotipos Pacientes Controles Valor P OR (95% 10)
(N, %) (n, %)

CT+TT + AA+AT 60 (76.9) 50 (60.0) Referéncia

CT+TT + ATHTT 104 (99.0) 122 (96.8) 0.18 4.49 (0.48 —41.87)

CC + AA 1(1.0) 4(3.2) Referéncia
VEGFA -1154G/A + KDR -604T/C

GG + TT 30 (32.3) 26 (26.0) 0.32 1.37 (0.73 —2.58)

GA+AA + TC+CC 63 (67.7) 74 (74.0) Referéncia

GG+GA + TT+TC 0 (0.0) 0 (0.0) NA NA

AA + CC 136 (100.0) 132 (100.0) Referéncia
VEGFA -1154G/A + KDR -271G/A

GG + AA 35(36.1) 22 (23.4) 0.13 1.65 (0.85 —3.18)

GA+AA + GG+GA 62 (63.9) 72 (76.6) Referéncia

GG+GA + GA+AA 140 (97.9) 128 (97.0) 0.79 1.23 (0.26 — 5.78)

AA + GG 3 (2.1 4 (3.0 Referéncia
VEGFA -1154G/A + KDR +1192G/A

GG + GG 92 (83.6) 70 (69.3) 0.05 1.97 (0.99 —3.90)

GA+AA + GA+AA 18 (16.4) 31 (30.7) Referéncia

GG+GA + GG+GA 188 (100.0) 178 (98.3) NA NA

AA + AA 0 (0.0) 3(L.7) Referéncia
VEGFA -1154G/A + KDR +1719A/T

GG + TT 83 (74.8) 69 (67.0) 0.25 1.42 (0.77 - 2.62)

GA+AA + AA+AT 28 (25.2) 34 (33.0) Referéncia

GG+GA + ATHTIT 185 (100.0) 172 (100.0) NA NA

AA + AA 0(0.0) 0(0.0) Referéncia
VEGFA -634G/C + KDR -604T/C

CC + TT 7(5.2) 5@3.7) 0.54 1.46 (0.42 —5.00)

GC+CC + TC+CC 128 (94.8) 129 (96.3) Referéncia

CC+GC + TT+TC 97 (84.3) 88 (76.5) 0.14 1.66 (0.83 —3.29)
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Genotipos Pacientes Controles Valor P OR (95% IC)
(N, %) (n, %)
GG + CC 18 (15.7) 27 (23.5) Referéncia
VEGFA -634G/C + KDR -271G/A
CC + AA 6 (4.7) 5@3.7) 0.73 1.25 (0.35 — 4.46)
GG+GC + GG+GA 121 (95.3) 131 (96.3) Referéncia
GC+CC + GA+AA 101 (87.1) 82 (77.4) 0.13 1.74 (0.84 — 3.60)
GG + GG 15 (12.9) 24 (22.6) Referéncia
VEGFA -634G/C + KDR +1192G/A
CC + GG 30 (40.5) 20 (26.0) 0.14 1.69 (0.82 —3.46)
GG+ GC + GA+AA 44 (59.5) 57 (74.0) Referéncia
GC+CC + GG+GA 138 (99.3) 113 (96.6) 0.19 4.45 (0.46 —42.80)
GG + AA 1 (0.7) 4(3.4) Referéncia
VEGFA -634G/C + KDR +1719A/T
CC + TT 25 (30.1) 17 (22.7) 0.38 1.38 (0.66 —2.88)
GG+GC + AA+AT 58 (69.9) 58 (77.3) Referéncia
GC+CC + ATH+TT 136 (98.6) 110 (96.5) 0.40 2.09 (0.37 - 11.86)
GG + AA 2(1.4) 4 (3.5 Referéncia
VEGFA -460C/T + KDR -604T/C
TT + TT 19 (17.0) 20 (17.2) 0.97 0.99 (0.49 —2.00)
CCH+CT +TC+CC 93 (83.0) 96 (82.8) Referéncia
CT+TT + TT+TC 124 (94.7) 116 (90.6) 0.21 1.87 (0.69 —5.08)
CC + CC 7 (5.3) 12 (9.4) Referéncia
VEGFA -460C/T + KDR -271G/A
TT + AA 21 (19.1) 17 (15.2) 0.63 1.19 (0.57 — 2.49)
CCH+CT + GG+GA 89 (80.9) 95 (84.8) Referéncia
CT+TT + GA+AA 132 (94.3) 112 (91.1) 0.49 1.40 (0.53 —3.68)
CC + GG 8 (5.7) 11 (8.9) Referéncia
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Genotipos Pacientes Controles Valor P OR (95% IC)
(N, %) (n, %)
VEGFA -460C/T + KDR +1192G/A
TT + GG 64 (67.4) 50 (56.2) 0.18 1.50 (0.81 —2.77)
CC+CT + GA+AA 31 (32.6) 39 (43.8) Referéncia
CT+TT + GG+GA 175 (100.0) 154 (98.7) NA NA
CC + AA 0(0.0) 2(1.3) Referéncia
VEGFA -460C/T + KDR +1719A/T
TT + TT 57 (57.0) 48 (53.9) 0.72 1.11 (0.62 - 1.99)
CC+CT + AA+AT 43 (43.0) 41 (46.1) Referéncia
CT+TT + ATHTT 173 (99.4) 152 (98.1) 0.37 2.84 (0.28 —28.14)
CC + AA 1 (0.6) 3(1.9) Referéncia

N: nimero; %: porcentagem; OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca. Os genotipos foram analisados
de acordo com o papel funcional dos alelos, e gendtipos combinados associados a menor producdo de
VEGFA ou KDR ou menor eficiéncia de ligagdio de KDR pelo VEGFA foram considerados como
referéncias. Nos casos de VEGFA -634G/C e -460C/T, os genotipos GG e CC foram tomados como
referéncias nas andlises, respectivamente, uma vez que os genotipos GC + CC e CT + TT foram
associados ao aumento do risco de glioma de alto grau no presente estudo. NA: ndo aplicavel.

Observamos frequéncias maiores dos gendtipos combinados VEGFA -2578 CC e

VEGFA -1154 GG, VEGFA -2578 CC ou CA e VEGFA -634 GC ou CC, VEGFA -2578

CC ou CA e VEGFA -460 CT ou TT, VEGFA -1154 GG ou AG e VEGFA -634 GC ou

CC, e VEGFA 634 GC ou CC e VEGFA -460 CT ou TT em pacientes com GAG quando

comparado com os controles. Os individuos que apresentaram essas combinacdes de

genotipos estiveram sob riscos 1,61, 2,66, 2,52, 2,53, e 2,02 vezes maiores de GAG do

que os controles.

Nao houve diferencas de frequéncias das combinagdes de gendtipos dos SNPs

do KDR isolado e VEGFA e KDR associados em pacientes e controles; individuos com

as distintas combinagdes de genoOtipos estiveram sob riscos similares de desenvolver

GAG.
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4. Polimorfismos nos genes VEGFA e KDR e aspectos clinicopatolégicos de

GAG

As frequéncias dos genotipos dos SNPs nos genes VEGFA e KDR isolados em
pacientes com GAG estratificados por idade, sexo e grau histologico estdo

representados na Tabela 10.
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Tabela 10. Frequéncias dos genotipos dos polimorfismos dos genes VEGFA ¢ KDR em pacientes com glioma de alto grau estratificados por

carateristicas clinicopatologicas.

Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Genotipo <54 > 54 P Masculino  Feminino p GIII GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N, %) (N, %)

VEGFA -2578C/A

CC 49 (48.5) 48 (46,2) 66 (48,9) 31 (44,3) 17 (47,2) 80 (47,6)

CA ou AA 52 (51,5) 56 (53,8) 0,735 69 (51,1) 39 (55,7) 0,531 19 (52,8) 88 (52,4) 0,965

CCou CA 95 (94,1) 94 (90,4) 124 (91,9) 65 (92,9) 35(97,2) 153 (91,1)

AA 6 (5,9) 10 (9,6) 0,437 11 (8,1) 5(7,1) 1.000 1(2,8) 15(8,9) 0,315
VEGFA -2489C/T

CC 48 (47,5) 48 (46,2) 65 (48,1) 31 (44,3) 17 (47,2) 79 (47,0)

CTouTT 53 (52,5) 56 (53,8) 0,844 70 (51,9) 39 (55,7) 0,599 19 (52,8) 89 (53,0) 0,983

CCouCT 95 (94,1) 93 (89,4) 123 (91,1) 65 (92,9) 35(97,2) 152 (90,5)

TT 6 (5,9) 11 (10,6) 0,312 12 (8,9) 5(7,1) 0,793 1(2,8) 16 (9,5) 0,317

VEGFA -1154G /A
GG 58 (57,4) 66 (63,5) 83 (61,5) 41 (58,6) 20(55,6) 104 (61,9)
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Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Genotipo <54 > 54 P Masculino  Feminino P GIII GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N, %) (N, %)

GA ou AA 43 (42,6) 38 (36,5) 0,377 52 (38,5) 29 (41,4) 0,686 16 (44,4) 64 (38,1) 0,479

GG ou AG 94 (93,1) 97 (93,3) 128 (94,8) 63 (90,0) 33(91,7) 157 (93,5)

AA 7 (6,9) 7 (6,7) 1.000 7(5,2) 7 (10,0) 0,244 3(8,3) 11(6,5 0,717
VEGFA -634G/C

GG 29 (28,7) 36 (34,6) 39 (28,9) 26 (37,1) 9 (25,0) 55 (32,7)

GC ou CC 72 (71,3) 68 (65,4) 0,364 96 (71,1) 44 (62,9) 0,228 27(75,0) 113 (67,3) 0,432

GG ou GC 83 (82,2) 86 (82,7) 111 (82,2) 58 (82,9) 30(83,3) 138 (82,1)

CC 18 (17,8) 18 (17,3) 0,923 24 (17,8) 12 (17,1) 0,910 6 (16,7) 30(17,9) 1.000
VEGFA -460C/T

CC 11 (10,9) 16 (15.,4) 0,342 18 (13,3) 9(12,9) 1.000 1(2,8) 25(14,9) 0,054

CTouTT 90 (89,1) 88 (84,6) 117 (86,7) 61 (87,1) 35(97,2) 143 (85,1)

CCouCT 60 (59,4) 62 (59,6) 0,976 81 (60,0) 41 (58,6) 0,843 22 (61,1) 99 (58,9) 0,809

TT 41 (40,6) 42 (40,4) 54 (40,0) 29 (41,4) 14 (38,9) 69 (41,1)
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Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Genotipo <54 > 54 P Masculino  Feminino P GIII GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N, %) (N, %)
KDR -604T/C
TT 27 (26,7) 21 (20,2) 0,323 30 (22,2) 18 (25,7) 0,576 12 (33,3) 35(20,8) 0,106
TC ou CC 74 (73,3) 83 (79,8) 105 (77.8) 52 (74,3) 24 (66,7) 133 (79,2)
TT ouTC 72 (71,3) 72 (69,2) 0,747 99 (73,3) 45 (64,3) 0,179 27(75,0) 116 (69,0) 0,551
CC 29 (28,7) 32 (30,8) 36 (26,7) 25 (35,7) 9 (25,0) 52 (31,0)
KDR -271G/A
GG 28 (27,7) 26 (25,0) 0,658 34 (25,2) 20 (28,6) 0,602 13 (36,1) 40 (23,8) 0,127
GA ou AA 73 (72,3) 78 (75,0) 101 (74.8) 50 (71,4) 23 (63,9) 128(76,2)
GG ou AG 78 (77,2) 73 (70,2) 0,253 101 (74,8) 50 (71,4) 0,602 29 (80,6) 121 (72,0) 0,405
AA 23 (22,8) 31(29,8) 34 (25,2) 20 (28,6) 7 (19.,4) 47 (28,0)
KDR + 1192G/A
GG 75 (74,3) 80 (76,9) 106 (78.5) 49 (70,0) 28 (77,8) 126 (75,0)
GA ou AA 26 (25,7) 24 (23,1) 0,657 29 (21,5) 21 (30,0) 0,178 8(22,2) 42 (25,0) 0,833
GG ou AG 100 (99,0) 102 (98.1) 133 (98.5) 69 (98,6) 35(97,2) 166 (98.,8)
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Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Genotipo <54 > 54 P Masculino  Feminino P GIII GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N, %) (N, %)

AA 1 (1,0) 2(1,9) 1.000 2 (L,5) 1(1,4) 1.000 1(2,8) 2(1,2) 0,443
KDR + 1719A/T

AA 3(3,0) 32,9 1.000 5(@3.,7) 1(1,4) 0,666 2 (5,6) 4(2,4) 0,286

ATouTT 98 (97,0) 101 (97,1) 130 (96,3) 69 (98,6) 34(94,4) 164 (97,6)

AA ou AT 32 (31,7) 37 (35,6) 0,555 40 (29,6) 29 (41,4) 0,090 13 (36,1) 55(32,7) 0,697

TT 69 (68,3) 67 (64,4) 95 (70,4) 41 (58,6) 23(63,9) 113 (67,3)

N: niimero; %: porcentagem.*: Grau histologico classificados de acordo com critérios da Organizacdo Mundial de Satde 2007, onde grau III
incluiu astrocitoma anaplasico e oligoastrocitoma anaplasico, e grau IV incluiu glioblastoma multiforme; o grau histolégico nao foi identificado

em um paciente.
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Encontramos frequéncias semelhantes dos genotipos dos SNPs nos genes
VEGFA e KDR isolados em pacientes com GAG estratificados por idade, genero e grau

histologico.

5. Combinacdoes de polimorfismos nos genes VEGFA e KDR e aspectos

clinicopatologicos do GAG

As frequéncias dos gendtipos combinados dos SNPs nos genes VEGFA e KDR
em pacientes com GAG estratificados por idade, sexo e grau histoldgico estdo
representados na Tabela 11 e Tabela 12, respectivamente. As frequéncias dos gendtipos
combinados dos SNPs nos genes VEGFA e KDR em pacientes com GAG estratificados

por idade, sexo e grau histoldgico estdo representados na Tabela 13.



58

Tabela 11. Frequéncias das combinagdes dos genotipos combinados dos polimorfismos nos gene VEGFA em pacientes com diagndstico de glioma de alto

grau estratificados por carateristicas clinicopatoldgicas.

Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 p Masculino Feminino P GIII GlvV P
(N,%) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)
VEGFA2578C / A +-2489C /T
CC+TT 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
CA ++CC AA +CT 46 (100) 45 (100) 1,00  57(100) 34 (100) 1,00 18 (100) 72 (100) 1,00
CC+CA+CT+TT 46 (100) 45 (100) 59 (100) 34 (100) 18 (100) 74 (100)
CC+AA 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00
VEGFA-2578C / A +-1154G / A
CC + GG 45 (53,6) 45 (56,2) 64 (56,1) 26 (52,0) 16 (51,6) 74 (56,1)
CA + AA + GA + AA 39 (46,4) 35(43,8) 0,75 50 (43,9) 24 (48,0) 0,73 15 (48,4) 58 (43,9) 0,69
CC + CA + GG + GA 92 (95,8) 91 (95,8) 123 (95,3) 60 (96,8) 33 (97,1) 149 (95,5)

AA + AA 442 442 1,00 647 2(3.,2) 1,00 1(2,9) 7 (4.5) 1,00
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Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 p Masculino Feminino P GIII GlvV P
N,%) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)
VEGFA-2578C / A +-634G / C
CC+cCcC 18 (25,7) 18 (24.,3) 24 (25,8) 12 (23,5) 6 (24,0) 30 (25,4)
CA + AA+ GG+ GC 52 (74,3) 56 (75,7) 0,85 69 (74,2) 39 (76,5) 0,84 19 (76,0) 88 (74,6) 1,00
CC+CA+GC+CC 72 (92,3) 68 (87,2) 96 (89,7) 44 (89,8) 27 (96,4) 113 (88.,3)
AA + GG 6(7,7) 10(12,8) 0,42 11 (10,3) 5(10,2) 1,00 1(3,6) 15 (11,7) 0,30
VEGFA-2578C / A +-460C /T
CC+TT 41 (44,1) 42 (42,9) 54 (43,9) 29 (42,6) 14 (42,4) 69 (43,9)
CA++CCAA+CT 52 (55,9) 56 (57,1) 0,88 69 (56,1) 39 (57,4) 0,88 19 (57,6) 88 (56,1) 1,00
CC+CA+CT+TT 90 (93,8) 88(89,8) 117 (91,4) 61(92,4) 35(97,2) 143 (90.,5)
CC+ AA 6(6,3) 10(10,2) 0,43 11 (8,6) 5(7,6) 1,00 1(2,8) 15 (9,5) 0,31
VEGFA-2489C / T +-1154G / A
TT + GG 1(2,6) 1(3,4) 24,5 0 (0) 0 (0) 2 (3,8)
CC+CT+AG+AA 38(97,4) 28 (96,6) 1,00 42 (95,5) 24 (100) 0,53 15 (100) 50 (96,2) 1,00
CT+TT+ GG + GA 48 (96,0) 52 (94.5) 64 (98,5) 36 (90,0) 17 (94,4) 82 (95,3)



60

Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Genatipos <54 > 54 P Masculino  Feminino p GIII GIV p
(N,%) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)

CC+ AA 24,00  3(5,5 1,00 1(L,5) 4 (10,0) 0,06 1(5,6) 4 (4,7) 1,00
VEGFA-2489C / T +-634G / C

TT + CC 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

CC+CT++ GG GC 77 (100) 75 (100) 1,00 99 (100) 53 (100) 1,00 29 (100) 122 (100) 1,00

TT+ CT +GC + CC 28 (87,5) 23 (88,5) 35(89,7) 16 (84,2) 11 (91,7) 40 (87,0)

CC+ GG 4(12,5) 3(11,5) 1,00 4 (10,3) 3 (15.,8) 0,67 1(8,3) 6 (13,0) 1,00
VEGFA-2489C / T +-460C / T

TT+TT 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

CT+CC+CTCC+ 54 (100) 51 (100) 1,00 69 (100) 36 (100) 1,00 21 (100) 83 (100) 1,00

CT+TT+CT+CT 42 (100) 40 (100) 52 (100) 30 (100) 18 (100) 64 (100)

CcCc+cCcC 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00
VEGFA-1154G / A +-634G / C

GG + CC 16 (28,1) 15(30,0) 23 (31,1) 8(24,2) 6 (27,3) 25 (29,8)

AG + AA ++ GG GC 41 (71,9) 35(70,0) 0,83 51 (68,9) 25 (75,8) 0,64 16 (72,7) 59 (70,2) 1,00
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Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 P Masculino  Feminino p GIII GIV p
(N,%) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)

GG + GA +GC +CC 69 (94,5) 65 (94,2) 95 (94,1) 39 (95,1) 25 (96,2) 109 (94,0)

AA + GG 4(5,5 45,8 1,00 6 (5,9) 2 (4,9) 1,00 1(3,8) 7 (6,0) 1,00
VEGFA-1154G / A +-460C / T

GG+ TT 38 (48,7) 39 (52,7) 53 (51,0) 24 (50,0) 13 (46,4) 64 (52,0)

AG+AA+CC+CT 40 (51,3) 35(47,3) 0,63 51 (49,0) 24 (50,0) 1,00 15 (53,6) 59 (48,0) 0,67

GG+GA+CT+TT 87 (95,6) 85(95,5) 116 (95,1) 56 (96,6) 33 (97,1) 139 (95,2)

CC+ AA 444 445 1,00 6 (4,9) 23,4 1,00 1(2,9) 7 (4,8) 1,00
VEGFA634G / C +-460C /T

CC+TT 18 (23,1) 18(22,5) 1,00 24 (22,9) 12 (22,6) 1,00 6 (21,4) 30 (23,3) 1,00

GG +GC+CC+CT 60 (76,9) 62 (77,5) 81 (77,1) 41 (77,4) 22 (78,6) 99 (76,7)

GC+CC+CT+TT 72 (86,7) 66 (82,5) 0,51 94 (85,5) 44 (83,0) 0,81 27 (96,4) 111 (82,8) 0,08

GG + CC 11(13,3) 14 (17,5) 16 (14,5) 9(17,0) 1(3,6) 23 (17,2)

N: ntmero; %: porcentagem.*: Grau histoldgico classificados de acordo com critérios da Organizagdo Mundial de Satde 2007, onde grau III incluiu
astrocitoma anaplasico e oligoastrocitoma anaplasico, e grau IV incluiu glioblastoma multiforme; o grau histolégico nao foi identificado em um paciente.
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Tabela 12. Frequéncias das combinagdes dos gendtipos dos polimorfismos no gene KDR em pacientes com diagnostico de glioma de alto grau

estratificados por carateristicas clinicopatoldgicas.

Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 P Masculino  Feminino P GIII GIV P
N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)

KDR -604T / C +-271G/ A

TT + AA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

TC + CC + GG + GA 51 (100) 52 (100) 1,00 71 (100) 32 (100) 1,00 17 (100) 86 (100) 1,00

TT+CT+AG + AA 44 (100) 47 (97,9) 66 (98,5) 25 (100) 14 (100) 77 (98,7)

CC+ GG 0 1(2,1) 1,00 1 (1,5) 0 1,00 0 1(1,3) 1,00
KDR -604T / C ++ 192G/ A

TT + GG 25 (51,0) 18 (46,2) 28 (50,9) 15 (45,5) 11 (61,1) 31 (44,9)

TC+ CC+AG + AA 24 (49,0) 21(53,8) 0,67 27 (49,1) 18 (54,5) 0,66 7 (38.,9) 38 (55,1) 0,29

TT +CT + GG + GA 72 (98,6) 71 (98,6) 98 (99,0) 45 (97,8) 27 (96,4) 115 (99.1)

CC+ AA 1(1,4) 1(1,4) 1,00 1 (1,0) 1(2,2) 0,53 1(3,6) 1(0,9) 0,35
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 p Masculino  Feminino p GIII GIV p
(N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)

KDR -604T / C++1719A /T

TT+TT 14 (42,4) 12 (30,0) 18 (39,1) 8 (29,6) 7 (46,7) 19 (32,8)

TC+CC+AA+AT 19 (57,6) 28(70,0) 0,33 28 (60,9) 19 (70,4) 0,45 8(53,3) 39 (67,2) 0,37

TT+TC+AT+TT 70 (98,6) 69 (100) 95 (99,0) 44 (100) 1(3,7) 0 (0)

CC+ AA 1(1,4) 0 (0) 1,00 1 (1,0) 0 (0) 1,00 26 (96,3) 112 (100) 0,19
KDR -271G / A ++1192G / A

AA + GG 13 (44,8) 22 (59,5) 25 (55,6) 10 (47,6) 4 (44,4) 31 (54,4)

GG + GA + AG + AA 16 (55,2) 15(40,5) 0,32 20 (44,4) 11(52,4) 0,60 5(55,6) 26 (45,6) 0,72

AG + AA + GG + GA 72 (100) 77 (98,7) 100 (99,0) 49 (100) 22 (100) 127 (99,2)

GG + AA 0 (0) 1(1,3) 1,00 1 (1,0) 0 (0) 1,00 0 (0) 1(0,8) 1,00
KDR 271G / A + +1719A/T

AA+TT 18 (40,0) 21 (43,8) 26 (44,8) 13 (37,1) 5(31,3) 34 (44,7)

GG+ AG+AA + AT 27 (60,0) 27(56,2) 0,83 32 (55,2) 22 (62,9) 0,52 11 (68,8) 42 (55,3) 0,40
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Gendtipos . . .
<54 > 54 P Masculino  Feminino P GIII GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)

AG+AA+AT+TT 70 (100) 76 (98,7) 97 (99,0) 49 (100) 21 (100) 125 (99.,2)

GG + AA 0 (0) 1(1,3) 1,00 1(1,0) 0 (0) 1,00 0 (0) 1(0,8) 1,00
KDR + 1192G/A + +1719A/T

GG+TT 56 (81,2)  58(79,5) 81 (84,4) 33 (71,7) 22 (75.,9) 92 (81,4)

AG+ AA + AA + AT 13 (18,8) 15(20,5) 0,83 15 (15,6) 13 (28,3) 0,11 7 (24,1) 21 (18,6) 0,60

GG+GA+AT+TT 97 (100) 100 (99,0) 129 (99.2) 68 (100) 33 (100) 163 (99.4)

AA + AA 0 (0) 1(1,0) 1(0,8) 0 (0) 0 (0) 1 (0,6) 1,00

N: ntimero; %: porcentagem.*: Grau histoldgico classificados de acordo com critérios da Organizagdo Mundial de Saude 2007, onde grau III incluiu astrocitoma
anaplasico e oligoastrocitoma anaplasico, e grau IV incluiu glioblastoma multiforme; o grau histolégico ndo foi identificado em um paciente.
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Tabela 13. Frequéncias das combinagdes dos gendtipos dos polimorfismos dos genes VEGFA e KDR em pacientes com glioma de alto grau estratificados

por carateristicas clinicopatoldgicas.

Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 p  Masculino Feminino p GIII GIV P
N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N,%)
VEGFA -2578C/A + KDR -604T/C
CC+TT 14 (26,4 9(17,0) 17 (23,3) 6 (18,2) 7 (33.,3) 16 (18,8)
CA+AA+TC+CC 39 (73,6) 44(83,0) 0,34 56 (76,7) 27 (81,8) 0,62 14 (66,7) 69 (81,2) 0,23
CC+CA+TT+TC 68 (97,1) 65 (95,6) 90 (97,8) 43 (93,5) 26 (100) 106 (95,5)
CC+ AA 2(2,9) 34,4 0,67 2(2,2) 3 (6,5) 0,33 0 (0) 54,5) 0.58
VEGFA -2578C/A + KDR -271G/A
CC+ AA 12 (22,6) 16 (28,1) 20 (26,7) 8(22,9) 3 (16,7) 25 (27,5)
CA +AA +GG+ GA 41 (77,4) 41(71,9) 0,66  55(73.,3) 27 (77,1) 0,81 15(83,3) 66(72,5 0,55
CC+CA+GA +AA 68 (98,6) 71 (95,9) 93 (96,9) 46 (97.,9) 23 (95,8) 116 (97,5)
AA + GG 1(1,4) 3(4,1) 0,62 33,1 1(2,1) 1,00 1(4,2) 3(2,5) 0,52
VEGFA -2578C/A + KDR +1192G/A
CC+ GG 37(72,5) 38(73,1) 53 (76,8) 22 (64,7) 14 (73,7) 61 (72,6)
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 P Masculino Feminino P GIII GIV P
N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N,%) (N,%)
CA +AA +GA + AA 14 (27,5) 14(26,9) 1,00 16 (23,2) 12 (35,3) 0,24 5(26,3) 23 (27,4) 1,00
CC+CA +GG +GA 94 (100) 92 (100) 122 (100) 64 (100) 34 (100) 151 (100)
AA + AA 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00
VEGFA -2578C/A + KDR +1719A/T
CC+TT 36 (65,5) 32(60.4) 49 (68,1) 19 (52,8) 13 (59,1) 55(64,7)
CA +AA +AA+ AT 19 (34,5 21(39,6) 0,69 23(31,9) 17 (47,2) 0,14 9 (40.,9) 30(35,3) 0,62
CC+CA+AT+TT 92 (100) 91 (100) 119 (100) 64 (100) 33(100) 149 (100)
AA + AA 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00
VEGFA -2489C/T + KDR -604T/C
TT+TT 1(1,4) 3(3,8) 33,0 1(2,0) 1 (4,0) 3(2,4)
CC+CT+TC+CC 69 (98,6) 75(96,2) 0,62 96 (97,0) 48 (98) 1,00 24 (96,00 120 (97,6) 0,52
CT+TT+TT+TC 39(72,2) 40 (71,4) 54 (73,0) 25 (69.,4) 13 (81,3)  65(69.,9)

CC +CC 15(27,8) 16(28,6) 1,00 20 (27,0) 11 (30,6) 0,82  3(18,8) 28(30,1) 0,54
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 P Masculino Feminino P GIII GIV P
N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N,%) (N,%)
VEGFA -2489C/ T + KDR -271G/A
TT + AA 1(1,4) 2(3,0) 1(1,1) 24,1 0 (0) 3(2,7)
CC+CT+GG+GA 73 (98,6) 64(97,0) 0,60 90 (98.,9) 47 (95.,9) 0,28 28 (100) 108 (97,3) 1,00
CTTT++ AG+ AA 38 (74,5) 42(77.8) 54 (75,0) 26 (78,8) 13 (65,0) 67 (78.,8)
CC+ GG 13 (25,5 12(22,2) 0,81 18 (25,0) 7(21,2) 0.80 7 (35,0) 18(21,2) 0,24
VEGFA -2489C/T + KDR +1192G/A
TT + GG 3(11,5) 8(27,6) 9(25,7) 2 (10,0) 1(11,1) 10 (21,7)
CC+CT+AG+AA 23 (88,5) 21(72,4) 0,18 26(74,3) 18 (90,0) 0,29 8 (88,9) 36 (78,3) 0,66
CT+TT+ GG + GA 53(98,1) 55(98.,2) 69 (98,6) 39 (97,5) 19 (95,00  88(98.,9)
CC+ AA 1(1,9) 1(1,8) 1(1,4) 1(2,5) 1(5,0) 1(L,1) 0,33
VEGFA -2489C/T + KDR +1719A/T
TT+TT 4(11,8)  9(20,5) 10 (20,8) 3 (10,0) 0 (0) 13 (20,0)
CT+TT+AA+AT 30(88,2) 35(79,5) 0,37 38(79,2) 27 (90,0) 0,34 12 (100) 52 (80,0) 0.20
CT+TT+AT+TT 50 (100) 54 (98.2) 66 (98,5) 38 (100) 17 (100) 86 (98,9)
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 P Masculino Feminino P GIII GIV P
N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N,%) (N,%)
CC+ AA 0 (0) 1(1,8) 1(L,5) 0 (0) 1,00 0 (0) 1(1,1) 1,00
VEGFA -1154G/A + KDR -604T/C
GG+TT 17 (34,0) 13(30,2) 20 (32,3) 10 (32,3) 8 (40,0) 22 (30,1)
AG+ AA +CT+CC 33(66,0) 30(69,8) 0,82  42(67,7) 21 (67,7) 1,00 12 (60,0)  51(69,9) 0,42
GG+GA+TT+CT 69 (100) 67 (100) 94 (100) 42 (100) 26 (100) 109 (100)
CC+ AA 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00
VEGFA -1154G/A + KDR -271G/A
GG + AA 13 (28,3) 22(43,1) 24 (36,4) 11 (35,5) 3 (20,0) 32 (39,5)
AG + AA + GG + GA 33 (71,7) 29(56,9) 0,14 42 (63.,6) 20 (64,5) 1,00 12 (80,0) 49 (60,5) 0,24
GG + GA + AG + AA 67 (98,5 73(97,3) 96 (98,0) 44 (97,8) 21 (95,5 119(98.3)
AA + GG 1(L,5) 22,7 1,00 2(2,0) 1(2,2) 1,00 1 (4,5) 2(1,7) 0,39
VEGFA -1154G / A + KDR + 1192G/A
GG + GG 42 (80,8) 50(86,2) 65 (85,5) 27 (79.,4) 15(83,3) 77(83.,7)
AG+AA +AG + AA 10(19,2) 8(13,8) 0,45 11 (14,5) 7 (20,6) 0,41 3 (16,7) 15(16,3) 1,00
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 p  Masculino Feminino p GIII GIV p
(N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N,%) (N,%)
GG + AG + GG + GA 93100)  95100) 126 100) 62 100) 32 (100) 155 (100)
AA + AA 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00
VEGFA -1154G / A + KDR + 1719A/T
GG+ TT 41 (73,2) 42(76,4) 60 (77,9) 23 (67,6) 14 (66,7) 69 (77,5)
AG + AA +AA + AT 15(26,8) 13(23,6) 0,82 17 (22,1) 11(32,4) 0,34 7 (33,3) 20 (22,5 0,39
GG+GA+ATHTT 91 (100) 94 (100) 123 (100) 62 (100) 31 (100) 153 (100)
+ AA AA 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00 0 (0) 0 (0) 1,00
VEGFA -634G / C + KDR -604T / C
CC+TT 4 (6,2) 34,2 6 (6,5) 1(2,4) 1 (5,0) 6 (5,2)
GC+GG+CT+CC 60 (93,8) 68(95,8) 0,70  87(93,5) 41 (97,6) 0,43 19 (95,00 109 (94,8) 1,00
CC+GC+TT+CT 49 (89,1) 48 (80,0) 69 (88,5) 28 (75,7) 19 (95,00 78 (82,1)
GG + CC 6(10,9) 12(20,00 0.20 9(11,5) 9(24,3) 0,10 1 (5,0) 17 (17,9 0,19
VEGFA -634G / C + KDR -271G/ A
CC+ AA 23,1 4 (6,3) 4 (4,7) 2 (4,8) 1 (4,0) 5(5,0)
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 > 54 P Masculino Feminino P GIII GIV P
N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N,%) (N,%)
GG + GC+ GG + GA 62 (96,9) 59(93,7) 0,44  81(953) 40 (95,2) 1,00 24 (96,00 96 (95,00 1,00
GC+CC+AG + AA 52 (86,7) 49 (87.,5) 70 (89,7) 31 (81,6) 16 (88,9)  85(87.,6)
GG + GG 8(13,3) 7(12,5 1,00 8 (10,3) 7 (18,4) 0,24 2(1L1) 12 (12,4) 1,00
VEGFA -634G/C + KDR +1192G/A
CC+ GG 14 (38,9) 16(42,1) 22 (44.,9) 8(32,0) 6 (42,9) 24 (40,0)
GG GC++AG+AA 22 (61,1) 22(57,9) 0,81 27 (55,1) 17 (68,0) 0,32 8 (57,1) 36 (60,0) 1,00
GC+ GG CC++GA 71 (100) 67 (98,5) 95 (99,0) 43 (100) 26 (100) 112 (99,1)
GG + AA 0 (0) 1(1,5 048 1(1,0) 0 (0) 1,00 0 (0) 1(0,9) 1,00
VEGFA -634G/C + KDR + 1719A/T
CC+TT 13(32,5) 12(27,9) 18 (34,6) 7 (22,6) 6 (31,6) 19 (30,2)
GG +GC+AA+AT 27 (67,5 31(72,1) 0,81 34 (65,4) 24 (77,4) 0,32 13(68,4) 44 (69,8) 1,00
GC+CC+AT+TT 70 (98,6) 66 (98.5) 92 (98,9) 44 (97,8) 26 (96,3) 110 (99,1)

GG + AA 1(L,4)  1(L,5 1,00 1(L,1) 1(2,2) 0,54 13,7) 1(0,9) 035
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Genotipos <54 >54 P Masculino  Feminino P GIIl GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N,%) (N,%)
VEGFA -460C/T + KDR -604T/C
TT+TT 12 21,1)  7(12,7) 13 (16,9) 6 (17,1) 5(25,0) 14 (15,2)
CC+CT+TC+CC 45 (78,9) 48(87,3) 0,31 64 (83,1) 29 (82,9) 1,00 15 (75,00 78(84,8) 0,32
CT+TT+TT+TC 63 (96,9) 61 (92,4) 85 (95,5) 39 (92,9) 26 (100)  98(93,3)
CcCc+cCcC 23,1 5(7,6) 0,44 4 (4,5) 3(7,1) 0,68 0 (0) 7 (6,7) 0,34
VEGFA -460C/T + KDR -271G/A
TT + AA 8 (15,1) 13(22,8) 14 (18,7) 7 (20,0) 3 (14,3) 18 (20,5)
CC+CT+GG+GA 45 (84,9) 44(77,2) 0,34 61(81,3) 28 (80,0) 1,00 18 (85,7)  70(79,5) 0,75
CTTT++AG+AA 66 (94,3) 66 (94,3) 87 (95,6) 45 (91,8) 23(95,8) 109 (94,8)
CC+ GG 4 (5,7) 4(5,7) 1,00 4 (4,4) 4 (8,2) 0,45 1(4,2) 6 (5,2) 1,00
VEGFA -460C/T + KDR +1192G/A
TT + GG 32 (65,3) 32(69,6) 43 (70,5) 21 (61,8) 12 (66,7) 52 (67,5)
CC+CT+AG+AA 17 (34,7) 14(30,4) 0,66 18 (29,5) 13 (38,2) 0,49 6 (33,3) 25(32,5) 1,00
CT+TT+ GG + GA 89 (100) 86 (100) 115 (100) 60 (100) 34 (100) 141 (100)
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Idade Género Grau Histolégico *
Valor Valor Valor
Gendtipos . L
<54 > 54 P Masculino Feminino P GIII GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N,%) (N,%) (N, %)
CC+AA 0 (0) 0 (0) 1,00 0(0) 0(0) 1,00 0(0) 0(0) 1,00
VEGFA -460C/T + KDR +1719A/T
TT+TT 29 (59,2) 28(54,9) 39 (60,9) 18 (50,0) 11(52,4) 46 (59,0)
CC+CT+AA+AT 20 (40,8) 23 (45,1) 0,69  25(39,1) 18 (50,0) 0,30 10 (47,6) 32(41,0) 0,62
CT+TT+AT+TT 87 (100) 86 (98,9) 112 (100) 61 (98,4) 33 (100) 140 (99,3)
CC+ AA 0 (0) 1(1,1) 1,00 0(0) 1(1,6) 0,35 0(0) 1(0,7) 1,00

N: ntimero; %: porcentagem.*: Grau histoldgico classificados de acordo com critérios da Organizagdo Mundial de Saude 2007, onde grau III incluiu astrocitoma
anaplasico e oligoastrocitoma anaplasico, e grau IV incluiu glioblastoma multiforme; o grau histolégico ndo foi identificado em um paciente.
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Encontramos frequéncias semelhantes dos gendtipos combinados dos SNPs nos
genes VEGFA e KDR em pacientes com GAG estratificados por idade, genero e grau

histologico.

6. Haplotipos dos genes VEGFA e KDR e risco de GAG

Foram consideradas para o estudo apenas as quatro haplotipos do gene VEGFA
identificados com frequéncias maiores que 10%: CCGCT (64,4%), ATACG (36,1%),
CCGGT (68,3%) e ATAGGC (48,3%), dos SNPs do VEGFA -2578C/A,-2489C/T,
-1154G/A, -634G/C e -460C/T.

O haplotipo ATACG do VEGFA foi menos comum em pacientes com GAG do
que em controles; pacientes com o haplétipo ATACG do VEGFA estiveram sob risco
0,61
(IC 95%: 0,41-0,93, P=0,021) vezes menor de apresentar o tumor do que os pacientes
sem o referido haplotipo.

Foram incluidos para andlise os dois haplétipos do gene KDR que apresentaram
frequéncia maior que 10%: TGGT (65,9%) e CAGT (69,8) dos SNPs do KDR -604T/C,
271G/A, +1192G/A e +1719A/T.

Os desequilibrios de ligacdo dos pacientes com GAG para os SNPs do VEGFA e
KDR estdo apresentados na Figura 3.

As frequéncias dos haplotipos do gene VEGFA e KDR em pacientes e controles

estdo representados na Tabela 14.
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Figura 3. Representacido do desequilibrio de ligacdo dos genes VEGFA e KDR.
Representagdo do desequilibrio de ligagdo nos pacientes com glioma de alto grau para os
polimorfismos do gene vascular endothelial growth factor gene (VEGFA) 2578C/A (1,
rs699947), 2489C/T (2, rs1005230), 460C/T (3, rs833061), 1154G/A (4, rs1570360),
634G/C (5,rs2010963), e para os polimorfismos do gene vascular endothelial growth
factor gene receptor 2 (KDR) 1192 G/A (6, rs1870377), 1719A/T (7, rs2305948),
271G/A (8, 157667298) e 604T/C (9, 1rs20715599). Os valores dentro dos quadrados

representam os valores de D’; os quadrados vermelhos correspondem a D> 95,0.
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Tabela 14. Haplotipos dos genes VEGFA e KDR em pacientes com glioma de alto grau e

controles.

Haplotipos *

Pacientes (N,%)

Controles
(N,%)

Valor P

OR (95% IC)

VEGFA *

CCGCT

Outros haplotipos

ATAGC

Outros
haplotipos

CCGGT

Outros haplotipos

ATGGC

Outros haplotipos
KDR **

TGGT

Outros haplotipos

CAGT

Outros haplotipos

132 (64,4)
73 (35,6)
74 (36,1)

131 (63,9)

140 (68.3)
65 (31,7)
99 (48,3)
106 (51,7)

135 (65.9)
70 (34,1)
143 (69,8)
62 (30,2)

114 (55,6) 0,141
91 (44,4)

99 (48,3) 0,021
106 (51,7)

131 (63,9) 0,390
74 (36,1)

106 (51,7)

99 (48,3) 0,433
132 (64,4) 0,627
73 (35,6)

124 (60,5) 0,097
81 (39,5)

1,36 (0,90-2,05)
Referéncia

0,61 (0,41-0,93)

Referéncia

1,20 (0,79-1,83)
Referéncia
Referéncia

1,17 (0,79-1,75)

1,11 (0,73-1,68)
Referéncia
1,42 (0,93-2,17)

Referéncia

N: nimero; %: porcentagem ; OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca. * Haplotipos
dos polimorfismos do VEGFA -2578C/A,-2489C/T, -1154G/A, -634G/C e -460C/. **
Haplotipos dos polimorfismos do KDR -604T/C, -271G/A, +1192G/A e +1719A/T. Os
haplotipos foram considerados de acordo com o papel funcional dos alelos; a maioria dos
alelos dos haplotipos CCGCT e CCGGT do VEGFA e TGGT e CAGT do KDR foram
associados com maior produ¢do de VEGFA ou KDR ou maior eficiéncia de ligacdo do
KDR peloVEGFA, e a maioria dos alelos dos haplétipos ATAGC e ATGGC do VEGFA
foram associados com menor producdo de VEGFA. Resultados significativos sdo
apresentados em negrito. 'bootstrap = 0,02. Resultados significativos sdo apresentados

em negrito.
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Nao encontramos diferencas significativas nas frequéncias dos haplotipos dos

genes VEGF e KDR em pacientes com GAG e controles.

7. Haplotipos dos genes VEGFA e KDR e aspectos clinico-patologicos de GAG
As distribui¢des dos pacientes com GAG por haplétipos dos genes VEGFA e

KDR e aspectos clinico-patoldgicos estdo representados na Tabela 15.
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Tabela 15. Frequéncia dos haplotipos dos genes VEGFA ¢ KDR em pacientes com glioma de alto grau estratificados por caracteristicas clinicopatologicas.

Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Haplétipos™ <54 > 54 P Masculino Feminino p GIII GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)
VEGFA
69 (68,3) 63 (60,6) 0,247 93 (68,9) 39 (55,7) 0,062 25 (69,4) 107 (63,7) 0,512
CCGCT
Outros haplotipos 32 (31,7) 41 (39,4) 42 (31,1) 31(44,3) 11 (30,6) 61 (36,3)
ATAGC 39 (38,6) 35(33,7) 0.460 50 (37,0) 24 (34,3) 0,697 15 (41,7) 58 (34,5 0,417
Outros haplotipos 62 (61,4) 69 (66,3) 85 (63,0) 46 (65,7) 21 (58,3) 110 (65,5)
CCGGT 70 (69,3) 70 (67,3) 0,758 93 (68,9) 47 (67,1) 0,799 27 (75,0) 113 (67,3) 0,432
Outros haplotipos 31 (30,7) 34 (32,7) 42 (31,1) 23 (32,9) 9 (25,0) 55(32,7)
ATGGC 47 (46,5) 52 (50,0) 0.620 63 (46,7) 36 (51,4) 0,557 17 (47,2) 81(48,2) 0914
Outros haplotipos 54 (53,5) 52 (50,0) 72 (53,3) 34 (48,6) 19 (52,8) 87 (51,8)
KDR
TGGT 68 (67,3) 67 (64,4) 0,661 91 (67,4) 44 (62,9) 0,515 26 (72,2) 108 (64,3) 0,441

Outros haplétipos 33 (32,7)  37(35.6) 44 (32,6) 26 (37,1) 10 (27,8) 60 (35,7)
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Idade Género Grau histologico *
Valor Valor Valor
Haplétipos™ <54 > 54 P Masculino Feminino P GIII GIV P
(N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)
CAGT 68 (67,3) 75 (72,1) 0,455 95 (70,4) 48 (68,6) 0.790 19 (52,8) 124 (73,8) 0,012
Outros haplotipos 33 (32,7) 29 (27,9) 40 (29,6) 22 (31,4) 17 (47,2) 44 (26,2)

N: niimero; %: porcentagem ; OR: odds ratio, IC: intervalo de confianga. * Haplotipos dos polimorfismos do VEGFA -2578C/A, -2489C/T, -1154G/A, -
634G/C e -460C/. ** Haplotipos dos polimorfismos do KDR -604T/C, -271G/A, +1192G/A e +1719A/T. Os haplotipos foram considerados de acordo
com o papel funcional dos alelos; a maioria dos alelos dos haplotipos CCGCT e CCGGT do VEGFA e TGGT e CAGT do KDR foram associados com
maior producao de VEGFA ou KDR ou maior eficiéncia de ligagdo do KDR peloVEGFA, e a maioria dos alelos dos haplotipos ATAGC e ATGGC do
VEGFA foram associados com menor produgdao de VEGFA. Resultados significativos sao apresentados em negrito. O ajuste de Bonferroni foi usado para
corrigir multiplos testes (p = 0,017) . 'bootstrap = 0,02. Resultados significativos sdo apresentados em negrito.
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O haplotipo CAGT do gene KDR foi mais comum em pacientes com glioma de
grau IV quando comparado com os pacientes com glioma de grau III, (73,8% versus
52,8%, p =0,012).

O O haplétipo CAGT do gene KDR também mais comum em pacientes com
glioma de grau IV do que em controles. Individuos com esse hapldtipo esteviram sob
risco 1,76 vezes maior de apresentar glioma de gra IV do que individuos com os outros

haplétipos. (IC 95%: 1,10-2,82, P = 0,01, P-Bootstrap = 0,02).
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DISCUSSAO

O GAG ¢ o principal tumor maligno do cérebro, e apesar de sua incidéncia
relativamente baixa, tem alta mortalidade.(1)(3) E uma doenga clinica e biologicamente
heterogénea, e apesar das multiplas vias moleculares estudadas a fim do seu
entendimento (55), o melhor conhecimento biologico dessa doenga ¢ uma meta
necessaria para que melhores desfechos sejam alcancados.

E sabido que a AG é um processo crucial no desenvolvimento e progressio de
tumores. (56) Os GAG sdo tumores altamente vascularizados e a presenga histologica
de proliferacdo microvascular ¢ um dos fatores que indica que o tumor ¢ de alto grau.(4)
Portanto, a AG ¢ um ponto crucial para o crescimento e progressdo desses tumores no
cérebro.(30,55) Também ja estd bem estabelecido que o VEGFA e o KDR sdo
essenciais para a proliferacdo, migracdo e organizagdo endotelial em vasos funcionais
(56) e, consequentemente, para o desenvolvimento de GAG.

Uma vez que a capacidade de produzir essas proteinas ¢ variavel em humanos,
(56,57,58), alguns fatores genéticos da via metabdlica da AG podem influenciar a
expressdo de proteinas estimuladoras da AG e a formacdo de vasos intratumorais,
resultando em maior risco de GAG, ou em caracteristicas clinicas de pacientes com esse
diagnostico.

Inicialmente encontramos um aumento no risco de GAG em carreadores dos
gendtipos CC ou CA do SNP VEGFA -2578C/A.

Até onde atinge nosso conhecimentos, hd apenas um estudo anterior com foco
no papel desse SNP no risco de GAG. (52) Linhares et al. (52) ndo demonstraram essa
associacdo de risco para o SNP VEGFA -2578 C/A com GAG em uma populacdo
significativamente menor de pacientes com GBM (N = 84), o que pode ser a razdo para

essa disparidade de resultados, uma vez que as freqiiéncias alélicas dos controles foram
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semelhantes nas duas populagdes. De fato, a associagdo dos genotipos CC ou CA do -
2578 e aumento do risco de GAG era esperada, uma vez que o alelo “C” desse SNP tem
sido relacionado a maior producdo de VEGFA, (46,48) e maior risco de outros tumores,
como linfoma e mieloma multiplo. (57,58) Assim, hipotetizamos que individuos que
carreiem o alelo "C" do VEGFA -2578 C/A podem produzir mais fatores estimuladores
de AG do que aqueles com o genotipo AA, e podem ter como consequéncia, mais risco
de GAG.

O VEGFA -1154 GG foi associado com risco aumentado de GAG no presente
estudo. H4 poucos relatos anteriores com foco na associagdo do SNP VEGFA -1154
G/A com risco aumentado de mieloma multiplo (58) e carcinoma de células escamosas
de cabeca e pescoco, (59) mas seu papel na origem ou progressio de GAG ¢
desconhecido na literatura. Assim, esse novo achado pode ser devido ao ja bem descrito
papel funcional do alelo “G” do VEGFA -1154, que aumenta a expressdo do VEGFA,
(45,48) o que pode predispor individuos aos tumores, € nesse caso ao GAG.

Observamos que individuos portadores do VEGFA -634 GC ou CC e VEGFA -
460 CT ou TT apresentaram maior risco de desenvolver GAG. Em relacdo ao VEGFA -
634 G/C, nosso achado estd de acordo com os relatados anteriormente na populagao
chinesa, também demonstrando que o alelo “C” esteve associado ao aumento do risco
de glioma de todos os graus, incluindo o GAG em suas andlises de subgrupo,
(60,61,62,63). Quanto ao papel VEGFA -460 C/T no risco de GAG, Linhares et al. (52)
também relataram aumento do risco de gliomas grau II-IV em pacientes que exibiam o

alelo “T” do VEGFA -460C/T em caucasianos de Portugal.

Sabendo que os papéis dos alelos “G” e “C” do SNP VEGFA -634G/C, e do

alelo “C” e “T” do SNP VEGFA -460C/T na producdao de VEGFA sdo incertos na
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literatura, (39,46,50) os resultados do presente estudo somado aos dados dos estudos
acima descritos, sugerem que o alelo "C" do VEGFA-634G/C e o alelo "T" do VEGFA -
460C / T podem determinar maior produ¢do de VEGFA, mais formacdo de vasos
sanguineos e maior susceptibilidade ao desenvolvimenro de GAG.

Surpreendentemente, encontramos pela primeira vez na literatura um efeito
protetor do VEGFA -2489 TT quanto ao risco de GAG. Esse achado ndo era esperado
por nods, uma vez que o alelo "C" do VEGFA -2489 C/T foi previamente associado com
transcri¢dao reprimida de VEGFA, resultando e AG reduzida em células géstricas. (38)
No entanto, esses autores também mostraram que o alelo "C" ndo teve nenhuma
influéncia sobre as células ovarianas no mesmo estudo (38), culminando na fragilidade
desse achado.

Considerando a escassez de informacdes sobre o papel funcional do alelo “T” do
SNP VEGFA -2489 C/T, acreditamos que esse alelo possa estar relacionado a AG
diminuida. Piores respostas aos agentes anti-angiogénicos foram observadas no
tratamento de pacientes com GAG e com o genotipo VEGFA -2489 TT, sendo que esse
achado foi atribuido a menor expressdao de VEGFA e reducdo da formagdo de vasos
sanguineos, (64) e sustenta a nossa hipotese.

Encontramos uma forte associagdo entre as combinacdes dos genotipos VEGFA
-2578 CC mais VEGFA -1154 GG, VEGFA -2578 CC ou CA mais VEGFA -634 GC ou
CC, VEGFA -2578 CC ou CA mais VEGFA-460 CT ou TT, VEGFA -1154 GG ou GA
mais VEGFA -634 GC ou CC e VEGFA 634 GC ou CC mais VEGFA -460 CT ou TT
em nossos individuos quanto ao risco de GAG, mostrando a alta relevancia desta andlise
combinada entre os SNPs do VEGFA, e com um possivel efeito sinérgico. Essas
combinagdes fomentam a possibilidade da realizacdo de ferramentas gendmicas de

avalia¢do de risco que sdo feitas por combinacdes de genotipos de risco de diferentes
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vias, e podem ter especal aplicabilidade em estratégias de rastreamento dirigido. Até
onde sabemos, todas essas combinagdes relacionadas ao risco de GAG sdo apresentadas
pela primeira vez em nosso estudo.

O haplotipo “ATAGC” dos SNPs do VEGFA mostrou-se um fator protetor para
GAG em nosso estudo. Embora esse dados tenha menor aplicabilidade clinica, ele
corrobora e reforca todos os nossos achados, considerando a total auséncia de qualquer
alelo relacionado ao aumento de risco de GAG por nds demonstrado, a0 menos nessa
composicao haplotipica. Esse achado foi relatado pela primeira vez no presente estudo.

Nao encontramos associacao de risco para GAG nos SNPs do KDR isolados ou
em combinagdes. Existem apenas dois estudos com foco nesta associagdo em gliomas,
ambos realizados na populacdo chinesa, e nenhum exclusivamente em GAG. As
associacdes entre o alelo “T” do KDR +1719A/T (62) e do alelo “C” do KDR -604T/C
(62,66) foram relacionadas ao risco de glioma GII-IV, embora Chen et al. (65) nao
demonstraram essa associa¢do no subgrupo de pacientes com GBM.

Como a populagdo brasileira ¢ heterogénea, mista e composta por amerindios,
europeus, asiaticos e africanos migrantes, (67,68) e a populacdo chinesa ¢ homogénea, e
que diferengas significativas nas freqliéncias do genoétipo KDR +1719 TT (68,3% vs
40,7%; P <0,0001), (62) e do gendtipo KDR -604 CC (8,8 % vs 27,3% P <0,0001), (66)
foram encontradas nos nossos controles ¢ em controles chineses, acreditamos que
diferencas étnicas podem ser a explicacdo para a disparidade de resultados encontrados
em nosso estudo e naqueles realizados na China.

O alelo “A” do KDR +1192 G/A também foi previamente relacionado ao risco
de glioma, (65,66) mas este achado ndo estd de acordo com o papel funcional descrito
na literatura para esse alelo, que resulta em reducdo da eficiéncia de ligagdo ao

VEGFA. (44)
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Encontramos um resultado clinicamente muito relevante na avaliagdo dos
haploétipos do KDR. O haplétipo "CAGT" dos SNPs -604T/C, -271G/A, +1192G/A e +
1719A/T foi mais comum em pacientes com glioma de grau IV do que em tumores de
grau III, denotando maior agressividade tumoral. Além disso, também descrevemos que
o haplotipo do KDR "CAGT" esteve associado a um risco aumentado de glioma de grau
IV. Assim, hipotetizamos que esse haplotipo amplifique a AG, e a faga trabalhar mais
rapidamente ¢ com maior eficiéncia, resultando, consequentemente, na formacio e
agressividade do GAG de grau IV. De fato, os alelos “A”, “G” e “T” dos SNPs -
271G/A, +1192G/A e +1719A/T do KDR foram previamente associados com maior
eficiéncia de ligacdo ou maior transcricdo de KDR (42,44), o que pode favorece a
agressividade do tumor. (69,70)

Essas informagdes podem trazer auxilio na distin¢cdo diagnéstica entre tumores
de grau III e IV, e inferem maior agressividade de doenca com possiveis implicacdes de
pratica clinica.

Em conclusdo, nossos dados sugerem que anormalidades herdadas na formacgao
de vasos sanguineos, relacionadas aos SNPs dos genes VEGFA e KDR, influenciam o
risco e a agressividade de GAG em uma populagdo etnicamente diversa do sudeste do
Brasil.

Consideramos que os dados do presente estudo sdo importantes ¢ podem auxiliar
na formag¢do de uma ferramenta genética de rastreio populacional dirigida a grupos
especificos, principalmente quando clocados em somatoria aos SNPs descritos como
elevadores de risco de GAG em outras vias, por exemplo em genes envolvidos no

metabolismo carcinogénico, reparo de DNA, inflamagao e resposta imune.(13)
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Como resultados inéditos, descrevemos pela primeira vez que os SNPs VEGFA -
2578C/A, VEGFA-1154 G/A e o haplétopo “CAGT” de SNPs do KDR -604T/C, -
271G/A, +1192G/A e +1719A/T aumentam o risco e/ou agressividade de GAG.

Acreditamos que nossos resultados sdo clinicamente relevantes; no entanto,
estamos cientes de que nosso estudo tem limitagdes, como o tamanho amostral
relativamente pequeno e a falta de estudos funcionais enfocando os papéis dos SNPs na
AG do GAG.

Frente ao exposto, consideramos que o estudo cumpriu seus objetivos propostos e
trouxe de modo preliminar contribui¢des relevantes na relagdo de marcadores genéticos

relacionados a via de AG quanto ao risco e aspectos clinicos de GAG.
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CONCLUSOES

o Os gendtipos CC ou CA do SNP VEGFA -2578 C/A esteve associado a
maior risco de GAG, ressaltando importancia do alelo C.

o O genotipo GG do SNP VEGFA -1154 G/C esteve associado a maior risco
de GAG.

o Os genotipos GC ou CC do SNP VEGFA -634 G/C esteve associado a
maior risco de GAG, ressaltando importancia do alelo C.

o Os genotipos CT ou TT do SNP VEGF -460 C/T esteve associado a maior
risco de GAG, ressaltando importancia do alelo T.

o O gendtipo TT do SNP VEGFA -2489 TT esteve associado a menor risco
de GAG.

o A combinagdo dos genétipos VEGFA -2578 CC e VEGFA -1154GG,
VEGFA -2578CC ou CA e VEGFA -634 GC ou CC, VEGFA -2578 CC ou
CA e VEGFA -460 CT ou TT, VEGFA -1154 GG ou GA e VEGFA -634
GC ou CC, e VEGFA 634 GC ou CC € VEGFA -460 CT ou TT estiveram
associadas a maior risco de GAG.

o O haplotipo “ATACG”dos SNPs do gene VEGFA mostrou-se um fator
protetor de GAG.

o O haplétipo “CAGT” dos SNPs do gene KDR mostrou-se mais comum em
pacientes com glioma de grau IV do que naqueles com tumores de grau II1.

o O haplétipo “CAGT” dos SNPs do gene KDR esteve associado a maior

risco de glioma de grau IV do que em controles.
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@ pequena mancha roxa no local de pung&o venosa).

Beneficios: Nenhum beneficio direto 2o participante da pesquisa. Acagtemcamente, 0 estuco podera gerar
conhecimento relativo ao risco de desenvoivimento ce gliomas ce alto grau e, assim, contribuir para o
entendimento da fisiopatologia do tumor.

Comentérios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Critério ce inclus&o: Histologia confirmaca de glioma de alto grau.

Critério ce Exclusdo: Pacentes que nao aceitarem participar 0o estuco.

Serdo incluicos no estudo 350 pacientes adultos (idade maior ou igual a 18 anos), com diagnéstico
confirmado de gliomas ce alto grau (AA ou GBM), ce ambos os sexos, aencidos nos ambulaténios de
Oncologia Clinica e de Neurocirurgia do HC da Unicamp (n= 100), da Faculcace ce Medicina da USP(n=
150), do Hospital Estadual de Sumaré (n= 50) e do Hospital Sirio Libanés (n= 50). Serdo avaliados 350
doadores de sangue do Hemocentro da UNICAMP, tidos como controles 00 esiudo, Que Serso pareados 20s
pacientes por icace, género e raga. Os dados relativos a identificagao, icace ao cagndstico.género e etnia
serdo obtidos em formulanos especificos preenchidos pelos pesquisacores responsaveis pelo estuco. O
diagnéstico de glioma ce alto grau sera realizado em exame histopatoldgico ce fragmento e matenial
tumoral obtide por bidpsia ou ressecglo cirlrgica das lesdes, e sera classificaco segundo critérios da
OMS(WHO, 2007). Anélise molecular dos genes VEGF e VEGFR2 O DNA gendmico sera obtido de
amostras de sangue periférico dos pacientes com gliomas ce alto grau e oe controles por extragio com
cloreto de litio [40] e a concentragio co DNA sera determinada por meso co espectrofotdmetro NanoDrop
ND-1000 (NancDrop Technologies, Delaware, EUA). Os gendtipos cos polmorfismos dos genes VEGF e
VEGFR2 serdo obtidos por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, usando
TagMan® SNP Genotyping Assays,(Applied Biosystems®, Califérnia. EUA)com as referéncias ce cada
polimorfisme do VEGF descritas no projeto. A andlise molecular dos genes VEGF e VEGFRZ sera realzaca
no Laboratério ce Genética do Cancer ca Disciplina ce Oncologia Clinica co Departamento de Clinica
Médica ca
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Contruagho oo Parecer 635 826

FCM ca UNICAMP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Folha de rosto assinaca pela pesquisadora responsavel e pelo supermtangents oo HC/Umnicamp.
Cronograma adequado.

TCLE dos sujeitos do grupo caso fol modificaco, conforme orientagbes fetas por esse colegiaco em relatona
anterior, no que se refere aos riscos, desconfortos e possiveis beneficios aos participantes, a
confidgencialicace dos dados, as condigbes e ressarcmento(ou n&o) para DariCpar G2 DesQuIsa. a garantia
de retirar o consentimento a qualguer momento.

Fol apresentado o TCLE adequadamente recigico para 0 grupo controle, SSgunco recomendagao oe
parecer anterior.

A responsabilidace dos pesquisadores quanto a informagio ce resullaco ce exame genético, @ oo
aconselhamento genético, foi incluida nos 2 TCLEs, do grupo controle e co caso. Os pesguisadores
anexaram o regimento do biorepositono referico no presente estuco, conforme solicitaco.

Recomendagodes:

Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado. apés resolugao ce pencéncias.
Situagado do Parecer:

Aprovaco

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Cabe a0 pesquisacor gesenvolver o projeto conforme apresentado nesta piataforma. slaborar @ apresantar
os relatérios parciais e final, bem como encaminhar 0s resultados para pubicaga0 Com OS 0SVIooSs Créditos

20S PesquISACOres 25S0CIacos € ao pessoal BCnico particpante oo proeto (Resolugao 4552012 CNSMS).
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CAMPINAS, 05 ce Maio de 2014

Assinador por:
Fatima Aparecida Bottcher Lulz
(Coordenador)
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FACULDADE DE MEDICINA DA ‘GR8rard -
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Elaborado peia Instituigdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia ce Polimorfismos nos Genes VEGF e VEGFRZ no Risco de Glomas de Alto
Grau e Impacto nas Manifestagdes Clinicas e Bioldgicas do Tumor
Pesquisador: Vivian Castro Antunes cos Santos

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se ce pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 1

CAAE: 21998214.3.3001.0068

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAD PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 742.137
Data da Relatoria: 21/05/2014

Apresentagéo do Projeto:

Estudo clinico prospectivo, financiaco pela FAPESP. Pretende-se avaliar a mfluénca que os polimorfismos -
2578C/A (rs609947), -2489C/T (rs1005230), -1154G/A (rs1570380), -634G/C (rs2010983), -480C/T
(rs833061) e +936C/T (rs3025039) do gene VEGF e os polimorfismos +1192G/A (rs2305948), +1719A/T
(rs1870377), -271G/A (rs7667298) e - 604 T/C (rs2071559) oo gene VEGFR2 podem exercer no
desenvolvimento do glioma de alto grau, no comportamento bioldgico do tumor @ nas manifestagbes
clinicas. O conhecimento do papel desses polimorfismos, pode auwdkar na cefinigao de grupos de risco no
desenvolvimento desse tipo de tumor. Para tal estudo , serdo seleconacos 350 pacentss acultos (idace
minima de 18 anos), com diagndstico confirmado ce gliomas de alto grau (AA ou GBM), ce ambos 0s sexos,
atenacidos nos ambulatérios de Oncologia Clinica e ce Neurocirurgia co HC ca UNICAMP (n= 100), da
Faculdade ce Medicina da USP (n=150), do Hospital Estadual oe Sumaré (n= 50) e 0o Hospital Sirio
Libanés (n= 50). Serdo avaliados 350 doadores ce sangue co Hemocentro ca UNICAMP, tidos como
controles do estudo, que serdo pareados acs pacientes por idade, género e raga. O diagnéstico de ghoma
de alto grau serd realzado em exame histopatoldgco ce fragmento ce matenal tumoral obtico por bidpsia ou
ressecgao cirlrgica das lesdes, e sera classificado segundo criténos ca OMS (WHO, 2007). Paraa
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados todos os Documentos solicitacos para 2 submissao 2 CAPPesg, mclunoo: Anuéncas
das Instituigbes participantes da coleta de amostras bioldgicas. Apresemagao oe TCLE oo Grupo Comtrole e
do Paciente para participagio no Estudo e Apresentagdo co Regimento ce Sorepositno ac0equaco para
autorizagdo ce estocagem de material biolégico.

Recomendagbdes:

Seguir sempre as normas da Resolugio 466/2012 (CNSMS).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovaco

Situagao do Parecer:

Aprovaco

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidace com a Resolugdo CNS n® 466/12 — cabe a0 pesguisacor: 2) cesenvolver O projeto
conforme delineado; b) elaborar & apresentar relatdnos parcias e fnal; cjapresentar cacos solcitaoos pelo
CEP, a quaiguer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por S anos da pesquisa, contendo fichas
incividuais e todos os cemais documentos recomencacos pelo CEP. e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com 0s Jewidos Créaios 20S PesSQUISA0Ores assSOCiacos € 20 pessoal Bonco participante oo
projeto; f) justificar perante ac CEP interrupgéo do projeto ou 3 no publicagio 0os resultacos.

Contruagho 00 Pasecer. 742 137

SAD PAULD, 07 de Agosto ce 2014

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
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