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RESUMO 

 

Becker, AP. Avaliação da via MAPK na oncogênese dos astrocitomas pilocíticos. Tese 
(Doutorado) – Barretos: Hospital de Câncer de Barretos; 2015. 

 

 

JUSTIFICATIVA: Astrocitomas pilocíticos (APs) são os tumores mais comuns do sistema 

nervoso central na faixa etária pediátrica. A via MAPK é sua via molecular principal, sendo as 

alterações mais importantes a fusão KIAA1549-BRAF e as mutações do gene FGFR1. O papel 

prognóstico destas alterações e a relação da ativação constitutiva da via MAPK com a 

senescência induzida por oncogenes, que pode estar relacionada às proteínas RKIP e MTAP, 

não são bem estabelecidos. Potencialmente, este conhecimento possibilitaria a utilização de 

terapias-alvo para bloqueio do crescimento de lesões residuais e/ou recidivas, principalmente 

nas lesões inacessíveis à cirurgia. OBJETIVOS: Objetivo geral: Elucidar o papel da via MAPK na 

oncogênese dos APs. Objetivos específicos: a) Descrever os dados clínico-epidemiológicos e a 

sobrevida na série de pacientes. b) Descrever a expressão imuno-histoquímica de dois genes 

ativadores (FGFR1 e BRAF) e de um regulador negativo (RKIP) da via MAPK e de uma proteína 

relacionada à OIS (MTAP). c) Descrever, na série, a frequência das alterações gênicas mais 

comuns de acordo com a literatura (mutações pontuais do BRAF, fusão KIAA1549-BRAF, 

amplificações e mutações pontuais do FGFR1). d) Comparar as características moleculares dos 

astrocitomas pilocíticos entre grupos pediátrico e adulto, entre casos esporádicos e familiares 

(NF1-APs) e entre tumores cerebelares e extracerebelares. e) Investigar a influência 

prognóstica das alterações moleculares observadas nos astrocitomas pilocíticos. MATERIAIS 

E MÉTODOS: Estudo observacional descritivo de uma série de 69 pacientes com APs 

levantados nos Departamentos de Patologia do Hospital de Câncer de Barretos e do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Os 

pacientes foram divididos em grupos de acordo com o gênero, idade, localização da lesão, 

diagnóstico clínico de Neurofibromatose do tipo 1 (Nf1) e evolução. Após a revisão dos casos, 

foram construídas duas plataformas de TMA, específicas para cada serviço. Os estudos imuno-

histoquímicos da expressão de FGFR1, BRAF, RKIP e MTAP e a pesquisa da fusão KIAA1549-

BRAF e da amplificação do FGFR1 através de FISH foram realizados nas lâminas dos TMAs. O 

sequenciamento total de exons específicos dos genes FGFR1 (exons 12 e 14; códons 546 e 



 
 

656) e BRAF (exon 15; códon 600) foram realizados no DNA tumoral extraído das amostras 

embebidas em parafina. Toda a metodologia e interpretação dos dados seguiu protocolos 

previamente estabelecidos na literatura. Os cálculos estatísticos foram realizados assumindo 

p<0,05 como valor de significância. RESULTADOS: A sobrevida total mediana da série foi de 

4,0 anos (0,6-16,4 anos) com sobrevida em 5 e 10 anos de, respectivamente, >90% e 80%, e 

não influenciada por idade de aparecimento da neoplasia (p=0,664), gênero (p=0,293), 

localização da lesão (p=0,826) ou ocorrência de Nf1 (p=0,726). FGFR1- Houve expressão de 

FGFR1 em 71% dos casos. A mutação pontual K656E foi detectada em 3 tumores cerebelares 

(6,7%) de pacientes do grupo pediátrico. Não foi observada amplificação do FGFR1 em 

nenhum dos casos, mas 10% apresentaram baixo ganho no número de cópias do gene. A 

relação dessas alterações com a expressão imuno-histoquímica de FGFR1 tendeu à 

significância (p=0,086 e p=0,091, respectivamente). Não foram observadas diferenças 

significativas das alterações do FGFR1 entre os diversos grupos clínicos do estudo. BRAF- O 

estudo imuno-histoquímico foi negativo em todas as lesões avaliadas. Foram detectadas duas 

mutações pontuais do BRAF (4,2%), V600E e V600K, ambas em pacientes do grupo pediátrico. 

A fusão KIAA1549-BRAF foi detectada em quase 60% dos casos, apresentando correlação 

positiva com localização cerebelar (p<0,001) e negativa com o diagnóstico de Nf1 (p=0,011). 

Um paciente com BRAF mutado e um paciente com FGFR mutado apresentaram fusão 

KIAA1549-BRAF concomitante. Não foram observadas diferenças significativas das alterações 

do BRAF entre os diversos grupos clínicos do estudo. RKIP e MTAP- Ambas apresentaram 

positividade/expressão mantida em mais de 95% dos casos, sem diferenças significativas entre 

os grupos clínicos.  As alterações que apresentaram impacto na sobrevida total foram a fusão 

KIAA1549-BRAF, que identificou um grupo com melhor prognóstico (p=0,009), e a mutação 

K656E, que determinou menor sobrevida (p=0,047). Quando avaliados de maneira 

combinada, a fusão KIAA1549-BRAF foi relacionada a sobrevida mais longa, independente da 

expressão imuno-histoquímica e status mutacional do FGFR1. Entre os tumores sem a fusão 

KIAA1549-BRAF, a presença da mutação K656E determinou pior sobrevida (p=0,002), 

enquanto a expressão de FGFR1 foi relacionada a um melhor prognóstico (p=0,032). 

CONCLUSÕES: O astrocitoma pilocítico é uma lesão de bom prognóstico, com sobrevida total 

longa, independente de idade de aparecimento da neoplasia, gênero, localização da lesão ou 

ocorrência de Nf1. A expressão imuno-histoquímica de FGFR1 aumentada nos APs pode estar 

relacionada com a mutação K656E e com o baixo ganho no número de cópias do FGFR1. As 



 
 

mutações do gene FGFR1 foram observadas em lesões cerebelares e determinam sobrevida 

mais curta. Amplificação gênica do FGFR1 não foi um evento observado nesta série de APs. As 

mutações do gene BRAF são eventos raros, observadas em menos de 10% dos astrocitomas 

pilocíticos e não interferiram na sobrevida dos pacientes. A fusão KIAA1549-BRAF é o evento 

mais frequentemente observado nos astrocitomas pilocíticos, apresentando correlação 

positiva com localização cerebelar e negativa com a ocorrência de Nf1. A presença da fusão 

KIAA1549-BRAF é um fator prognóstico nos APs, identificando um grupo com maior sobrevida.  

A superexpressão de RKIP em astrocitomas pilocíticos em praticamente todos os casos sugere 

o bloqueio da via MAPK em sua função de indução de proliferação celular, explicando o 

comportamento indolente dos astrocitomas pilocíticos. A superexpressão de MTAP em quase 

todos os casos sugere a importância da senescência induzida por oncogenes na gênese dos 

astrocitomas pilocíticos e a perda de expressão de MTAP pode identificar um subgrupo de 

pacientes que responderiam à terapia com inibidores da síntese de novo de purinas. 

 

1.Glioma. 2. Astrocitoma. 3. Prognóstico. 4. Imuno-histoquímica. 5. Análise de sequência de 

DNA. 6. Sistema de sinalização das MAP quinases. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

BACKGROUND: Pilocytic astrocytomas (PAs) are the most common tumors of the central 

nervous system in pediatric patients. The MAPK pathway is the main molecular pathway, with 

the KIAA1549-BRAF fusion and FGFR1 mutations being the most important changes. The 

prognostic role of these changes and the relationship of constitutive activation of the MAPK 

with the senescence induced by oncogenes, which may be related to RKIP and MTAP proteins, 

are not well established. Potentially this knowledge would allow the use of targeted therapies 

for blocking growth of residual lesions and / or recurrences, particularly in lesions inaccessible 

to surgery. AIMS: General aim: To elucidate the role of the MAPK pathway in the oncogenesis 

of PAs. Specific aims: a) To describe the clinical and epidemiological data and the overall 

survival in the series of patients. b) To describe the immunohistochemical expression of two 

triggers (FGFR1 and BRAF), and a negative regulator (RKIP) of MAPK pathway and a protein 

related to oncogene-induced senescence (MTAP). c) To describe, in the series, the frequency 

of the most common genetic alterations in accordance with the literature (BRAF point 

mutations, KIAA1549-BRAF fusion, FGFR1 amplifications and point mutations). d) To compare 

the molecular characteristics of pilocytic astrocytomas between pediatric and adult groups, 

sporadic and famillial cases (NF1-PAs), and cerebellar and extra-cerebellar tumors. e) To 

investigate the prognostic influence of the molecular changes observed in pilocytic 

astrocytomas. PATIENTS AND METHODS: Observational study of a series of 69 patients with 

PAs obtained in the Departments of Pathology of the Barretos Cancer Hospital and the 

Hospital of the Ribeirão Preto Medical School, University of Sao Paulo. Patients were divided 

into groups according to gender, age, location of the lesion, clinical diagnosis of 

neurofibromatosis type 1 (NF1) and evolution. After reviewing the cases, we built two TMA 

platforms specific to each service. Immunohistochemical studies of FGFR1, BRAF, RKIP, and 

MTAP expression and the search of BRAF-KIAA1549 fusion and FGFR1 amplification by FISH 

were performed in TMA slides. The sequencing of specific whole exons from the FGFR1 gene 

(exons 12 and 14, codons 546 and 656) and BRAF (exon 15, codon 600) were performed in 

DNA extracted from tumor samples embedded in paraffin. The entire methodology and 

interpretation of data followed protocols previously established in the literature. Statistical 

analyses were performed considering p<0.05 as significance value. RESULTS: The median 

overall survival in the series was 4.0 years (0.6 to 16.4 years) with 5- and 10-years survival 



 
 

respectively> 90% and 80%, and not influenced by age of onset of neoplasia (p = 0.664), gender 

(p = 0.293), location of the lesion (p = 0.826) or occurrence of Nf1 (p = 0.726). FGFR1- There 

was FGFR1 expression in 71% of cases. The K656E point mutation was detected in three 

cerebellar tumors (6.7%) in pediatric patients. There was no amplification of FGFR1 in either 

case, but 10% showed low copy number gain of the gene. The relationship of these changes 

with the immunohistochemical expression of FGFR1 tended towards significance (p = 0.086 

and p = 0.091, respectively). No significant differences were observed in FGFR1 alterations 

between different clinical groups. BRAF- The immunohistochemical study was negative in all 

evaluated lesions. We detected two point mutations in BRAF (4.2%), V600E and V600K, both 

in pediatric patients. The KIAA1549-BRAF fusion was detected in nearly 60% of cases showing 

positive correlation with cerebellar location (p <0.001) and negative with the diagnosis of Nf1 

(p = 0.011). A patient with mutated BRAF and one patient with mutated FGFR presented 

concomitant KIAA1549-BRAF fusion. No significant differences were observed in BRAF 

changes between different clinical groups. RKIP and MTAP- Both were positive / had 

maintained expression in 95% of cases, without significant differences between clinical 

groups. The changes that had impact on overall survival were the KIAA1549-BRAF fusion, 

which identified a group with better prognosis (p = 0.009), and the K656E mutation, which 

determined shorter survival (p = 0.047). When evaluated on a combined basis, the KIAA1549-

BRAF fusion was related to longer survival, regardless of immunohistochemical expression and 

mutational status of FGFR1. Among the tumors without the KIAA1549-BRAF fusion, the 

presence of the mutation K656E determined worse survival (p = 0.002), while FGFR1 

expression was associated with a better prognosis (p = 0.032). CONCLUSIONS: - Pilocytic 

astrocytoma presents good prognosis, with long overall survival, regardless of age of onset of 

cancer, gender, location of the tumor or occurrence of Nf1. Increased immunohistochemical 

expression of FGFR1 in PAs can be related to the mutation K656E and with low copy number 

gain of FGFR1. FGFR1 point mutations were observed in cerebellar lesions and determined 

shorter survival. FGFR1 gene amplification was not observed in this series of PAs. BRAF 

mutations are rare, and did not affect patients’ survival. The KIAA1549-BRAF fusion is the most 

frequent event in pilocytic astrocytomas, presenting positive correlation with cerebellar 

location and negative with the occurrence of Nf1. The presence of KIAA1549-BRAF fusion is a 

prognostic factor in PAs, identifying a group with longer survival. The RKIP overexpression in 

pilocytic astrocytomas in virtually all cases suggests blocking the cell proliferation-inducing 



 
 

function of the MAPK pathway, possibly explaining the indolent behavior of pilocytic 

astrocytomas. Overexpression of MTAP in almost all cases suggests the importance of 

oncogene-induced senescence in the pathogenesis of pilocytic astrocytomas, and loss of 

MTAP expression may identify a subset of patients who could possibly respond to therapy 

with inhibitors of de novo purine synthesis. 

 

1.Glioma. 2. Astrocytoma. 3. Prognosis. 4. Immuno-histochemistry. 5. Sequence Analysis, 

DNA. 6. MAP Kinase Signaling System. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Astrocitomas são gliomas derivados de células primordiais do neuroepitélio que se 

diferenciam em astrócitos 1,2. Tais tumores constituem um grupo intensamente heterogêneo, 

tanto do ponto de vista histopatológico, quanto molecular, o que se reflete numa ampla 

variabilidade de apresentação, curso clínico e prognóstico dos pacientes 1,2. 

Os fatores associados à etiologia dos gliomas são pouco conhecidos ou inconsistentes 1. 

Dentre estes, a radiação X é o único fator comprovadamente associado ao desenvolvimento 

de astrocitomas em crianças portadoras de leucemia linfoblástica aguda (LLA), submetidas a 

radioterapia profilática3-5.  

Além da radiação como fator etiológico extrínseco relacionado ao desenvolvimento de 

astrocitomas, algumas síndromes genéticas familiares são relacionadas à gênese destas 

neoplasias 6. Tais síndromes tem em comum um padrão de herança autossômica dominante 

e os principais exemplos estão citados na Tabela 1. 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica os astrocitomas em 4 graus de 

malignidade, baseados nas características morfológicas (radiológicas e histopatológicas) das 

neoplasias, nomeados como graus I, II, III e IV. Os astrocitomas de graus II (astrocitomas 

difusos), III (astrocitomas anaplásicos) e IV (glioblastomas – GBMs) são astrocitomas 

infiltrativos, mais comuns em pacientes adultos, e apresentam alterações moleculares em 

comum, podendo evoluir de um grau a outro ao longo do tempo (GBM secundário). As 

características histopatológicas que identificam estes tumores, são, cumulativamente, a 

presença de atipias nucleares (grau II), anaplasia e atividade mitótica (grau III) e proliferação 

microvascular e/ou necrose (grau IV). 
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Tabela 1- Síndromes familiares relacionadas ao desenvolvimento de astrocitomas. 

Síndrome Gene Locus Neoplasia 

Neurofibromatose 

tipo 1 
NF1 17q11 

Astrocitoma pilocítico, 

astrocitoma difuso e GBMs. 

Neurofibromatose 

tipo 2 
NF2 22q12 

Astrocitoma pilocítico e 

astrocitoma  difuso. 

Li-Fraumeni TP53 17p13 
Astrocitoma difuso, 

astrocitoma anaplásico e GBM. 

Esclerose 

tuberosa 

TSC1 

TSC2 

9p34 

16p13 

Astrocitoma 

subependimário de células 

gigantes. 

Turcot tipo 1 hPSM2 7p22 
Astrocitoma anaplásico e 

GBM. 

GBM- Glioblastoma. Fonte: Louis et al.6 

 

Diferentemente dos astrocitomas infiltrativos (graus II, III e IV), o astrocitoma de grau I 

da OMS é um tumor circunscrito, representado nesta classificação unicamente pelo 

astrocitoma pilocítico 1,7. 

 

1.1 Astrocitoma pilocítico 

O astrocitoma pilocítico (AP) representa uma grande parte das neoplasias cerebrais da 

infância. Segundo os dados do Central Brain Tumors Registry of the United States (CBTRUS), 

em 2012 os APs corresponderam a cerca de 5% de todos os gliomas, sendo o tumor mais 

comum na faixa etária de 5 a 14 anos e o segundo mais frequente nas faixas de 0-4 e 15-19 

anos 8 (Figura 1). 
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Fonte: Dolecek et al.8 

Figura 1- Incidência dos astrocitomas pilocíticos nas faixas etárias pediátricas nos Estados 

Unidos. 

 

No Brasil, os dados do Instituto Nacional de Câncer (INCA) mostram que os tumores do 

sistema nervoso central (SNC) correspondem à terceira neoplasia mais prevalente na maior 

parte do país, atrás apenas das leucemias e dos linfomas 9 (Figura 2). No estado de São Paulo, 

o AP foi o tumor mais frequente do SNC, ocorrendo em cerca de 18% dos casos 10.  

 

Fonte: Camargo et al.9 

Figura 2- Incidência por tipo de câncer infanto-juvenil no Brasil, de 1998-2002. 

 

O AP é uma neoplasia predominantemente pediátrica, com pico de incidência entre 6 e 

8 anos, porém são descritos casos em pacientes até a 8ª década de vida 2. Na população adulta 

a incidência é muito menor, correspondendo a menos de 1% dos tumores cerebrais em 

pacientes maiores de 20 anos 8, e apresentam curso clínico mais agressivo 11,12. 
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A localização mais frequente dos APs é o cerebelo, porém podem ocorrer em todo o 

neuroeixo, preferencialmente nas estruturas da linha média e próximo aos ventrículos 1,2,13. 

Os tumores extracerebelares, particularmente os localizados nas vias ópticas, com frequência 

estão relacionados à ocorrência de neurofibromatose do tipo 1 (Nf1) 1,2. Os APs esporádicos e 

aqueles relacionados à Nf1 (Nf1-APs), apresentam curso clínico diferente e alterações 

moleculares diversas 14,15. 

Em exames de neuroimagem o AP é geralmente observado como uma lesão bem 

delimitada, com variáveis proporções de componentes sólidos e císticos característicos. 

Histologicamente, padrão bifásico com células piloides e células arredondadas (semelhantes 

a oligodendrócitos), fibras de Rosenthal e glóbulos hialinos são as características que 

frequentemente definem a neoplasia 1,2,13. Curiosamente, apesar de ser uma lesão de baixo 

grau, os APs podem apresentar algumas características comuns aos GBMs, como por exemplo: 

captação de contraste nos exames de ressonância magnética (RM) e presença de atipias 

nucleares, proliferação microvascular e focos de necrose ao exame histopatológico 1,2,13. 

Entretanto, diferente dos astrocitomas infiltrativos, tais características histológicas não são 

consideradas indicativas de malignidade, exceto se associadas à presença de alta atividade 

mitótica 16,17.  

Por seu caráter circunscrito, os APs frequentemente são passíveis de resseção total, com 

sobrevida em 10 anos em mais de 90% dos pacientes 1,2. Entretanto, em cerca de 10 a 20% 

dos casos ocorrem recidivas, crescimento de lesões residuais ou, ainda, evoluções 

desfavoráveis devido à morbidade cirúrgica 17,18. Apesar de vários autores buscarem 

características morfológicas que possam predizer o comportamento dos APs, a extensão da 

ressecção continua sendo um importante fator prognóstico 19,20.  

Do ponto de vista molecular, embora originado da mesma célula primordial dos 

astrocitomas infltrativos, o AP apresenta vias de oncogênese diferentes 21,22, tanto na 

expressão gênica, quanto no padrão de herança destas alterações. Dentre as principais 

diferenças, citamos o gene Epidermal growth factor receptor (EGFR), relacionado à invasão e 

progressão de neoplasias, que se encontra hipoexpresso em APs 23,24, enquanto é 

amplificado/superexpresso nos GBMs primários 25, e os genes TP53, PTEN e IDH1 26-28, que 

estão frequentemente inativados (TP53 e PTEN) ou mutados (IDH-1) nos astrocitomas difusos, 

anaplásicos e GBMs secundários, mas não apresentam um papel de destaque na oncogênese 

dos APs.  
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1.2 Neurofibromatose do tipo 1 e astrocitomas pilocíticos 

A Nf1 é uma síndrome genética familiar de herança autossômica dominante, com 

expressão fenotípica variada. Dentre as principais neoplasias relacionadas à Nf1 estão os 

neurofibromas e os gliomas, principalmentes os localizados nas vias ópticas 29. Os APs 

correspondem à grande maioria dos gliomas relacionados à Nf1 30,31. Cerca de 15% dos 

pacientes com Nf1 desenvolvem APs 31 e em torno de 10% dos APs são relacionados à Nf1 21. 

A relação dos APs com a Nf1 é devida a uma mutação de linhagem germinativa no gene 

NF1 21, diferente das mutações somáticas que ocorrem em cerca de 15% dos GBMs 21,32 e das 

deleções do NF1 que ocorrem em gliomas de alto grau pediátricos 33.  

As mutações do NF1 resultam em alterações da proteína neurofibromina, que faz parte 

da família de Proteínas Ativadoras de GTPase (GAPs), as quais têm a função de inativar a 

oncoproteína mitogênica RAS 21. A perda da função da neurofibromina, com consequente 

ativação constitucional da RAS, leva à ativação de vias de sinalização intracelular que 

promovem a mitogênese e facilitam o desenvolvimento de tumores, tais como mTOR/AKT e 

MAPK (Mitogen-activated protein kinase) 21. A via mTOR/AKT identifica um subgrupo mais 

agressivo, porém seu papel ainda não é bem estabelecido na gênese dos APs 34. A via MAPK, 

por outro lado, vem ganhando força como um pilar central na oncogênese dos APs 21 e será o 

principal alvo deste estudo. 

 

1.3 A via MAPK 

As células neoplásicas apresentam características fundamentais, que conferem a elas 

vantagens de crescimento, nutrição e invasão em relação às demais células 35.  A atividade 

proliferativa sustentada é um dos principais mecanismos na oncogênese humana e é iniciada 

e mantida através da ativação constitutiva das vias de sinalização intracelulares, como as vias 

MAPK. 

As MAPKs são proteínas constitutivas de todos os tipos celulares, que regulam respostas 

específicas a vários estímulos, como citocinas, fatores de crescimento, antígenos, toxinas, 

drogas e agentes físicos, através da ligação destes estímulos a um receptor tirosino-quinase 

(RTK), seguida da fosforilação (ativação) em cascata de diferentes classes de proteínas 

efetoras, permitindo uma organização da resposta celular a estes estímulos 36. 

Dentre as diversas vias MAPK conhecidas, a via ERK1/2 (extracellular signal-regulated 

kinase), constituída pelas proteínas RAS, RAF, MEK e ERK, é a mais estudada (Figura 3) 37. Esta 
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via regula os processos de proliferação, diferenciação, sobrevivência, migração, angiogênese 

e remodelação da cromatina 38,39. 

 

 
Fonte: Modificado de Becker et al.13 (Anexo A) 
Figura 3- Representação esquemática da via MAPK ERK1/2. 

 
Cerca de 1/3 de todas as neoplasias malignas em humanos apresentam alteração da via 

ERK, geralmente ocorrendo em fases precoces da via, ou seja, entre a ligação do estímulo com 

o RTK e a ativação das RAFs 37. A proteína crítica na transmissão do sinal do RTK para ERK é a 

proteína RAS, a qual interage com a família RAF, constituída por três membros (ARAF, BRAF e 

CRAF), que são as principais quinases efetoras da cascata ERK 40,41 (Figura 3). As mutações das 

proteínas constituintes da via MAPK podem ocorrer em qualquer nível, geralmente de 

maneira mutuamente exclusiva 18. 

Nos APs a via MAPK é considerada a via principal de oncogênese 18,42, apresentando 

mutações frequentes em vários níveis. Atualmente, as mutações mais estudadas são as 

ativações constitutivas dos RTKs e da família RAF, no eixo principal da via. 
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1.3.1 Mutações do FGFR1 

O Receptor do fator de crescimento fibroblástico-1 (Fibroblast-growth factor receptor-1 

–  FGFR1) é um RTK cujas mutações,  representadas principalmente pela amplificação do gene, 

iniciam a ativação da via MAPK em vários tumores sólidos. Nos carcinomas de mama 43,44, 

amplificações do FGFR1 ocorrem em cerca de 10% dos casos, porém aparentemente sem 

implicações prognósticas 45. Em carcinomas de não-pequenas células de pulmão 46,47, são 

associadas a tumores mais agressivos 48 e em osteossarcomas estão associadas a pior resposta 

a quimioterapia 49. 

Em tumores do SNC, o principal mecanismo de alteração das proteínas da família FGFR 

descrito são as fusões gênicas envolvendo os genes FGFR1-TACC1 e FGFR3-TACC3, descritas 

em um subgrupo de glioblastomas 50.  

Recentemente, mutações pontuais do gene FGFR1 em astrocitomas pilocíticos 

ganharam destaque como gatilhos de ativação da via MAPK com os estudos de Jones et al. 42. 

Tais mutações envolvem codons específicos do FGFR1 e representam substituição de 

asparagina por lisina no codon 546 (Asn546Lys ou N546K) e substituição de lisina por ácido 

glutâmico no codon 656 (Lys656Glu ou K656E). As mesmas mutações do FGFR1 foram 

posteriormente descritas também em um pequeno grupo de tumores glioneuronais 

formadores de roseta do quarto ventrículo 51. O mesmo estudo relatou também a presença 

de mutação K656E em um astrocitoma pilomixoide da região diencefálica em um dos 

pacientes analisados 51. Não há na literatura estudos com séries maiores confirmando a 

presença das mutações de FGFR1 em APs e seu papel prognóstico ainda permanece 

desconhecido 42. 

 

1.3.2 Alterações do BRAF  

O eixo RAS-RAF é considerado o centro regulatório da via MAPK. Mutações 

primárias da proteína RAS estão presentes em cerca 30% das neoplasias humanas, 

principalmente de pâncreas, cólon, tireoide, pulmão e nos melanomas 52. Entretanto, a 

alteração do eixo pode também estar associada a mutações das proteínas RAF e de outras 

classes de moléculas efetoras 53,54. 

As proteínas da família RAF são os efetores diretos de RAS e mediam a 

fosforilação e ativação das proteínas MEK1 e MEK2 55. Há três isoformas descritas, que são 
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similares em estrutura e características biológicas. Dentre essas, a proteína BRAF é a que 

apresenta maior atividade quinase 55 e a única que pode ser ativada isoladamente pela RAS 

37,56. 

A hiperativação do gene BRAF foi descrita em cerca de 8% dos tumores humanos 

55, atingindo até 60% dos melanomas 57 e sendo descritas também nos tumores de tireoide, 

cólon e ovário 37. As alterações do proto-oncogene BRAF foram recentemente descritas em 

até 80% dos APs 28. Os mecanismos que explicam o aumento da atividade constitutiva de BRAF 

são as fusões gênicas, a mutação pontual V600E e a duplicação do gene 58, sendo estes 

mecanismos, em geral, mutuamente exclusivos 59. 

A fusão gênica é o mecanismo mais frequente de alteração do BRAF em APs, 

ocorrendo em 50 a 100% dos pacientes investigados 18. Em 60 a 80% dos casos a fusão se dá 

entre os proto-oncogenes KIAA1549 e BRAF (fusão KIAA1549-BRAF)60,61, ambos localizados no 

cromossomo 718. Outras fusões menos comuns envolvendo membros da família RAF em APs 

podem ser observadas, tais como CRAF-SRGAP3 62, FAM131B-BRAF 63 e RNF130-BRAF, CLCN6-

BRAF, MKRN1-BRAF e GNAI1-BRAF 42. 

O segundo mecanismo de ativação de BRAF é a mutação pontual V600E, que 

ocorre quando há uma substituição do ácido glutâmico por valina no códon 600 do gene BRAF 

55. Esta mutação ocorre em menos de 10% dos casos de APs e além de rara, não é específica, 

podendo ser observada em outros tumores cerebrais, particularmente em mais de 60% dos 

xantoastrocitomas pleomórficos e em 18% dos gangliogliomas64, podendo inclusive ser 

identificada em até 6% dos glioblastomas64,65.  

Finalmente, a duplicação da região 7q34 do BRAF, observada em estudos de 

hibridização genômica comparativa em matriz (comparative genomic hybridization - aCGH) é 

um mecanismo menos frequente de hiperexpressão deste gene em APs esporádicos, 

resultando em ativação da via ERK 59,66. Embora este mecanismo de duplicação tenha sido 

descrito inicialmente como específico de APs, ele pode ocorrer como um evento anterior à 

fusão KIAA1549-BRAF 67.  

Apesar de bem caracterizadas, há poucos estudos sobre o papel prognóstico das 

mutações do BRAF em APs. 
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1.3.3 Regulador negativo da MAPK: RKIP  

A proteína inibidora da RAFkinase (RAFkinase inhibitor protein – RKIP) é uma proteína 

reguladora negativa da via ERK (Figura 3), cuja perda da expressão foi relacionada a maior 

agressividade e possibilidade de metástase de neoplasias de próstata 68, mama, cólon, fígado 

e melanoma 22, tumores estromais gastrintestinais (gastrintestinal stromal tumors – GISTs) e 

tumores do colo uterino 69-71 e à resistência aos tratamentos antineoplásicos 22.   O mecanismo 

da perda de expressão nestes tumores não é bem esclarecido 22 e o mais provável é a 

metilação do gene 69,72. 

Por outro lado, a expressão mantida ou aumentada de RKIP apresenta importância 

prognóstica, identificando tumores de próstata 73, mama 74, colorretal 72,75 e GISTs 69 com 

melhor evolução clínica. Além disso, vários trabalhos demonstram que a superexpressão de 

RKIP em câncer de próstata e mama 76,77 e de linfoma não-Hodgkin 78 resulta em uma 

ressensibilização aos agentes quimioterápicos utilizados 22 e em melhora da resposta à 

radioterapia em câncer de próstata 79. 

Em tumores do SNC, a perda de expressão de RKIP foi descrita em gliomas infltrativos 

de alto grau 80,81, com impacto negativo na sobrevida dos pacientes  com astrocitomas difusos, 

anaplásicos e glioblastomas, oligodendrogliomas e oligoastrocitomas 80,81. Por outro lado, a 

manutenção da expressão de RKIP foi considerada um marcador de bom prognóstico nestes 

gliomas infiltrativos, principalmente quando associada à perda de expressão de STAT3, 

molécula efetora da via PI3K/Akt/MTOR 82. Não há na literatura relatos da expressão de RKIP 

em APs. 

 

1.4  Astrocitomas pilocíticos e senescência celular 

A senescência fisiológica é um fenômeno biológico caracterizado pela interrupção do 

ciclo celular 83. A senescência induzida por oncogenes (oncogene-induced senescence – OIS) é 

um fenômeno semelhante à senescência fisiológica, que ocorre pela ativação de oncogenes, 

como o gene BRAF 83-85. Com a frequente implicação das alterações do BRAF nos APs, a OIS foi 

demonstrada nestes tumores pela expressão citoplasmática da proteína p16, produto do gene 

p16INK4a 86, que é um marcador de senescência bem estabelecido 83,85, além de identificar um 

grupo de pacientes com melhor prognóstico. À OIS é atribuído o fato dos APs serem neoplasias 

geralmente indolentes, sem progressão para maiores graus de malignidade 83,85. 
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1.4.1  Metiltioadenosina fosforilase (MTAP) e sua implicação na OIS 

O gene MTAP é um gene supressor tumoral localizado na região 9p21, próximo ao gene 

p16INK4a, com o qual é frequentemente coexpresso. A proteína MTAP, produto deste gene, é 

uma enzima constitutiva de células de vários tecidos normais e tem participação fundamental 

no metabolismo das purinas 87,88. Em células neoplásicas a inativação do MTAP estimula a 

síntese de novo de purinas (SDNP), que está relacionada à maior proliferação celular. Embora 

esta característica seja observada em neoplasias mais agressivas, tal inativação garante 

melhor respostas destes tumores aos inibidores da SDNP, tais como pemetrexed e 

metotrexate, pelas células neoplásicas 87,89.  

MTAP encontra-se frequentemente hipoexpresso em neoplasias agressivas 90 como 

leucemias 87,88,91, melanoma 92 e carcinomas de pele 93 , fígado 94,95, bexiga 96 e pulmão 97,98, 

resultando em  pior prognóstico. No SNC, a  perda da expressão do MTAP, relacionada à 

deleção do gene 33, foi relatada em GBMs 99,100, inclusive pediátricos. Em todos os estudos 

levantados, tal perda de expressão foi avaliada por outros métodos, como western blot e 

ELISA 33,99-102. Não há na literatura estudos sobre a expressão da proteína MTAP por imuno-

histoquímica em gliomas, principalmente em APs. 
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2- JUSTIFICATIVA 

Na última década, o conhecimento acerca da oncogênese dos APs foi bastante 

ampliado, com o reconhecimento da MAPK como via molecular principal destes tumores, 

apresentando como alterações mais frequentes a fusão KIAA1549-BRAF e as mutações do 

gene FGFR1. Entretanto, ainda há muito a ser esclarecido em relação ao papel dos genes e das 

proteínas constituintes desta via no prognóstico destes pacientes. Além disso, é necessário 

um maior entendimento sobre a relação da ativação constitutiva da via MAPK com o 

fenômeno da OIS, que pode estar relacionado às proteínas RKIP e MTAP. 

Nossa hipótese é que o esclarecimento das vias oncogênicas dos APs pode auxiliar no 

estabelecimento do diagnóstico diferencial em casos com características histopatológicas 

duvidosas, na definição de prognóstico e até na seleção do tratamento para os pacientes que 

apresentam este tumor. Potencialmente, este conhecimento possibilitaria a utilização ou o 

desenvolvimento de terapias-alvo para bloqueio do crescimento de lesões residuais e/ou 

recidivas, possibilitando um tratamento adjuvante de lesões inacessíveis à ressecção cirúrgica.  
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3- OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral: 

Elucidar o papel da via MAPK na oncogênese dos astrocitomas pilocíticos. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

a) Descrever os dados clínico-epidemiológicos e a sobrevida na série de pacientes. 

b) Descrever a expressão imuno-histoquímica de dois genes ativadores (FGFR1 e BRAF) 

e de um regulador negativo (RKIP) da via MAPK e de uma proteína potencialmente relacionada 

à OIS (MTAP). 

c) Descrever na série a frequência das alterações gênicas mais relatadas na literatura 

(mutação pontual do BRAF, fusão KIAA1549-BRAF, amplificações e mutações pontuais do 

FGFR1). 

d) Comparar as características moleculares dos astrocitomas pilocíticos entre grupos 

pediátrico e adulto, entre casos esporádicos e familiares (Nf1-APs) e entre tumores 

cerebelares e extracerebelares. 

e) Investigar a influência prognóstica das alterações moleculares observadas nos 

astrocitomas pilocíticos. 
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4- CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

4.1  Amostras disponíveis 

O presente estudo constitui um estudo observacional descritivo de uma série de casos. 

As amostras foram obtidas do arquivo dos Departamentos de Patologia do Hospital de Câncer 

de Barretos (HCB) e do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (HCRP), após pesquisa nos arquivos nosológicos, englobando o 

período de janeiro de 2005 a março de 2013 para os casos do HCB e períodos anteriores, até 

o limite de março de 2013, para os casos do HCRP. 

Foram incluídos no presente estudo: 

a) Pacientes com diagnóstico histopatológico de astrocitoma pilocítico em qualquer 

localização no neuroeixo. 

b) Material obtido em cirurgias realizadas nas instituições participantes ou 

provenientes de outros serviços de Patologia, encaminhados para complementação 

de tratamento nas mesmas, que tenham fornecido o(s) bloco(s) de parafina para 

análise. 

 

Os critérios de exclusão do estudo foram: 

a) Blocos de parafina não localizados nos arquivos dos Departamentos de Patologia 

(devolvidos aos pacientes ou encaminhados a outros serviços). 

b) Blocos de parafina com material escasso, que poderiam ser irreversivelmente 

danificados ou completamente exauridos no processo do estudo. 

c) Material com diagnóstico diferente de astrocitoma pilocítico após revisão 

histológica dos casos, com estudo imuno-histoquímico complementar. 

 

4.2  Aprovação nos Comitês de Ética 

O presente estudo recebeu aprovação nos Comitês de Ética e Pesquisa de ambas 

instituições. No HCB, foi aprovado sob o Parecer Consubstanciado número 87362, de 31 de 

agosto de 2012 (Anexo B). No HCRP, foi aprovado sob o parecer consubstanciado número 

212.313, de 06 de março de 2013 (Anexo C). 
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4.3 Preparação das amostras 

 

4.3.1 Revisão clínica 

Os prontuários dos pacientes foram revisados para obtenção de dados clínicos. De 

acordo com as variáveis observadas, classificamos os pacientes em vários grupos: quanto ao 

gênero (masculino/feminino); idade (pediátricos – idade até 19 anos/adultos – maiores de 20 

anos); localização da lesão (cerebelar/extracerebelar); prognóstico (favorável – pacientes sem 

lesão residual, com lesão residual estável e/ou índice de Karnofsky ≥80/desfavorável – óbitos, 

lesões recidivadas, lesão residual com crescimento progressivo e/ou índice de Karnofsky≤70). 

A ficha de coletas dos dados clínicos utilizados no estudo pode ser observada no anexo D.  

Os exames radiológicos e seus respectivos laudos foram revistos para correlação 

diagnóstica, avaliação da extensão da ressecção e seguimento clínico. Conforme previamente 

estabelecido 103, a extensão da ressecção foi classificada através da avaliação por tomografia 

computadorizada (TC) no pós-operatório imediato em total (sem sinais de lesão residual na 

TC pós-cirúrgica) ou parcial (ressecção de menos de 90% do volume tumoral inicial ou biópsias 

incisionais).  

As lesões detectadas em exames de imagem após ressecção total confirmada foram 

classificadas como recidivas. As lesões parcialmente excisadas foram subclassificadas como 

estáveis ou progressivas, quando apresentaram aumento de volume no seguimento 

radiológico. Os pacientes com diagnóstico clínico confirmado e/ou histórico familiar de Nf1 

foram identificados, com base nos critérios clínicos estabelecidos.  

 

4.3.2 Revisão histopatológica 

Os espécimes cirúrgicos foram fixados em formalina tamponada a 10% por um tempo 

médio de 48h e processados segundo o protocolo padrão de cada instituição. De maneira 

geral, o material foi embebido em álcool absoluto por 48h, xilol por 6h, dois banhos de 

parafina de 1h cada e incluídos em blocos e parafina, para realização dos cortes histológicos 

e coloração por hematoxilina e eosina (HE).  

Os casos foram submetidos a rigorosa revisão histopatológica, estabelecendo-se os 

critérios da classificação da OMS 2007 para o diagnóstico de astrocitoma pilocítico (Figura 4).  
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Figura 4- Aspectos histopatológicos dos astrocitomas pilocíticos à coloração de HE. A) Neoplasia 

bifásica – 40x. B) Área microcística – 100x. C) Corpos granulares eosinofílicos – 400x. D) Proliferação 

microvascular pode ser notada em alguns tumores – 400x. E) Área com fenótipo oligodendroglial-

símile – 400x. F) Área piloide da neoplasia. Fibras de Rosenthal (seta estreita) e atividade mitótica (seta 

larga) podem ser observadas em alguns casos – 400x. 
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Nos casos em que houve dúvida, foi realizado procedimento de imuno-histoquímica 

adicional para confirmação diagnóstica, com os anticorpos anti-galectina 3 (Tabela 2), 

conforme descrito por Neder et al.20,104, e anti-IDH-1 (Tabela 2), para diagnóstico diferencial 

com astrocitomas difusos 26,105, os quais apresentam expressão citoplasmática de IDH-1. 

 

Tabela 2- Anticorpos comerciais utilizados para estudo imuno-histoquímico dos astrocitomas 
pilocíticos. 

 

Anticorpo Fabricante Clone Diluição 

Galectina-3 Diagnostic BioSystems 9C4 1:50 

IDH-1 mutado DIANOVA H09 1:50 

FGFR1 Cell Signalling D8E4 1:200 

BRAF V600E Spring Bioscience  1:200 

RKIP Upstate  1:600 

MTAP Proteintech  1:300 

 

 

4.3.3  Construção da plataforma do TMA 

Após análise inicial das lâminas, foram selecionadas áreas representativas da neoplasia 

para realização do arranjo tecidual em matriz (tissue microarray – TMA) (Figura 5A). Levando-

se em consideração a heterogeneidade histológica dos APs, as amostras escolhidas 

representaram, sempre que possível, várias áreas tumorais (microcística, piloide, 

oligodendroglial-símile etc) (Figura 4) e também fragmentos de córtex e substância branca 

cerebelar não infiltrados pela neoplasia. Foram obtidos de 1 a 8 cores de tumor e tecido 

adjacente de cada caso, com média de 3,6 cores/caso. Os fragmentos de córtex e substância 

branca cerebelar adjacente foram obtidos de 9 casos. 
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As amostras foram então retiradas do bloco de parafina doador com agulhas de calibre 

1 mm (casos do HCB) e 1,5mm (casos do HC-FMRP-USP) e transferidas para o bloco de parafina 

receptor com auxílio de plataforma de TMA (Beecher Instruments™, EUA) (Figura 5A), como 

previamente descrito 106. A diferença no tamanho das agulhas se deveu ao fato de os materiais 

provenientes do HC-FMRP-USP de um modo geral apresentarem maior volume para retirada, 

sem desgaste excessivo do material. 

 

 

Figura 5 – Método de preparação dos TMAs. A) Plataforma de TMA. B) Marcação das 

áreas de diferentes padrões histopatológicos. C) Lâmina de um dos TMAs corada por HE. 

 

4.4  Estudo imuno-histoquímico da expressão das proteínas da via MAPK 

Os blocos de parafina contendo os TMAs foram cortados na espessura de 4µm e 

dispostos sobre lâminas silanizadas. As reações imuno-histoquímicas foram realizadas 

manualmente (para a proteína MTAP) e de maneira automatizada (Galectina-3, IDH-1 mutado, 

FGFR1, BRAF V600E e RKIP). 

Para a reação manual, as lâminas foram desparafinizadas por incubação em xilol em 

estufa histológica a 58°C durante 10 min, seguidos de dois banhos de xilol à temperatura 

ambiente por 5 min, um banho em solução de álcool e xilol na proporção de 1:1 por 3 min, 

um banho de 3 min em álcool absoluto e banhos sequenciais de 1 min em álcool 95%, 90%, 

80%, 70% e 50% e em água corrente para hidratação dos cortes histológicos. Em seguida 

procedemos à recuperação antigênica, utilizando tampão misto (10mMol de citrato/1 mMol 

de EDTA) em pH 6.0 por 4 minutos a 125°C e por 20 minutos a 90°C. Após a recuperação 

antigênica, as lâminas foram incubadas com anticorpo policlonal MTAP (Tabela 2) à 
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temperatura ambiente por 12 horas (overnight). Finalmente, realizamos a incubação com 

anticorpo secundário e estreptavidina-peroxidase, coramos com 3,3’ Diaminobenzidina (DAB) 

e contracoramos com hematoxilina. 

As reações automatizadas foram executadas em equipamento Ventana BenchMark XT® 

(Ventana Medical Systems), de acordo com as especificações do fabricante. A recuperação 

antigênica foi realizada com tampão misto de citrato/EDTA, em pH 6.0 a 125°C por 4 minutos 

e a 95°C por 25 minutos em panela de pressão. 

As proteínas investigadas foram pesquisadas através de reação com os anticorpos 

monoclonais comercialmente disponíveis e as respectivas diluições utilizadas estão listados 

na Tabela 2. 

Para galectina-3, IDH-1 mutado e BRAF V600E foi considerada positiva a imunorreação 

citoplasmática das células neoplásicas, classificando-se os resultados apenas como negativo e 

positivo (positividade de pelo menos 10% das células neoplásicas). 

A imunorreatividade para FGFR1, RKIP e MTAP foi analisada quanto à intensidade, 

extensão e localização subcelular da marcação (citoplasmática ou nuclear). A intensidade de 

marcação foi graduada como 0=negativo, 1=fraco, 2=moderado e 3=forte e a extensão, como 

0=negativo, 1=positivo em menos de 25% das células neoplásicas, 2=positivo em 25-50% das 

células neoplásicas, 3=positivo em mais de 50% das células neoplásicas. Com a soma destes 

fatores obtivemos um escore total que variou de 0 a 6. Para casos com mais de um core, foi 

feita uma média aritmética dos escores e, por fim, agrupamos os casos de acordo com o 

resultado final, utilizando valores de corte previamente estabelecidos, considerando 

negativos os casos com escore final de 0 a 2 e positivos aqueles com escore 3 a 6 para os 

anticorpos FGFR1 e RKIP 81,107. Para o anticorpo MTAP agrupamos os escores finais em 0-3= 

expressão reduzida e 4-6= expressão mantida 108. 

 

4.5 Validação do anticorpo anti-MTAP – técnica de Western blot 

Uma vez que a reação imuno-histoquímica para MTAP não foi previamente descrita em 

tumores do SNC, antes de realizarmos a técnica nas amostras, procedemos à validação do 

anticorpo através da técnica de Western Blotting, com posterior confirmação, por reação 

imuno-histoquímica em duas linhagens celulares de gliomas estabelecidas: as linhagens 
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SNB19 e MDA-MB231, que, respectivamente apresentam e não apresentam expressão de 

MTAP 102,109.  

As linhagens foram cultivadas em flasks de 25cm2 (3x106 células), até uma confluência 

de 80%, depois raspadas em tampão de lise e centrifugadas para extração da proteína total. 

Após a eletroforese, os blots foram realizados e incubados com leite desnatado a 5% em TBS-

T por uma hora à temperatura ambiente e depois com os anticorpos policlonais MTAP (1:800) 

e β-actina (Cell Signaling, Boston, EUA, 1:5000), usada como controle, por 1 hora a 4°C. 

Finalmente, os blots foram lavados com TBS-T e incubados com IgG anti-MTAP de coelho e 

IgG anti-β-actina de rato (Cell Signaling, 1:5000, para ambos anticorpos). A imunodetecção foi 

realizada com reagentes de detecção de Western Blotting Amersham ECL, em equipamento 

automatizado ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare) (Anexo F).  

A reação imuno-histoquímica das linhagens seguiu o protocolo descrito na subseção 4.4. 

 

4.6 Análise mutacional dos genes BRAF e FGFR1 

A análise das mutações pontuais nos hotspots dos genes BRAF (exon 15; códon 600) e 

FGFR1 (exons 12 e 14; códons 546 e 656) foi realizada através de PCR, seguida por 

sequenciamento direto dos exons em sua totalidade, com ênfase nos loci específicos, como 

previamente descritos42,65.  

Inicialmente, para a extração de DNA tumoral (DNA-t), foram realizados cortes seriados 

de 10µm dos blocos de parafina originais dos casos. As respectivas lâminas foram marcadas 

para realização da macrodissecção da região tumoral e tecido não neoplásico adjacente.  Após 

desparafinização dos cortes histológicos em xilol e álcool em concentrações crescentes, foi 

feita uma raspagem da área tumoral com agulha 18G (Figura 6) utilizando-se as lâminas 

previamente identificadas como guia. A extração de DNA-t do material raspado foi realizada 

com o kit de extração de DNA Qiagen DNA Micro Kit (Qiagen), como previamente descrito 65, 

seguida de avaliação quantitativa e qualitativa do DNA em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). 

As amostras de DNA foram então diluídas a uma concentração de 50ng/ml e estocadas a -20°C 

para posterior análise molecular. 
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Figura 6 – Métodos utilizados para o sequenciamento dos genes BRAF e FGFR1 nas amostras. 
A) Procedimento de macrodissecção dos cortes histológicos. B) Procedimento de extração do 
DNA. C) DNA extraído de duas amostras. D) Procedimento de quantificação do DNA extraído. 
E) Equipamento utilizado no sequenciamento direto dos casos. 
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A reação de PCR foi realizada em equipamento Veriti® 96-WII Thermal Cycler (Applied 

Biosystems), com um volume final de 15µl, sob as seguintes condições: 1x tampão de PCR 

(Invitrogen); 2mM MgCl2 (Invitrogen), 10mM dNTPs (Invitrogen); 0,3mM de primers sense e 

antisense (Sigma-Aldrich), 1 unidade de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 50ng do 

DNA extraído. Para o gene BRAF utilizamos a sequência de primers 

TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA (sense) e GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA (antisense) 65. Para 

análise do gene FGFR1 foram utilizados os primers TCAAGTCCCAGGGAAAAGCAG (sense) e 

AGGCCTTGGGACTGATACCC (antisense) para o exon 12 e GACAAGTCGGCTAGTTGCAT (sense) 

e CCCACTCCTTGCTTCTCAGAT (antisense) para o exon 14. Os produtos da PCR foram avaliados 

por eletroforese em gel de agarose antes do sequenciamento. 

Os produtos da PCR de cada exon analisado foram inicialmente purificados com EXOSAP-

IT (GE Technology) e depois submetidos a uma reação de sequenciamento, usando 1µl de 

BigDye (Applied Biosystems), 1,5µl de tampão para sequenciamento (Applied Biosystems) e 

3,2µM do primer, seguida por purificação pós-sequenciamento com EDTA, álcool e citrato 

sódico. Os produtos purificados foram eluídos em HiDi (formamida) e incubados a 90°C por 5 

minutos e a 4°C por pelo menos 5 minutos. O sequenciamento direto foi realizado em 

equipamento Genetic Analyzer ABI PRISM® 3500 (Applied Byosystems). 

Finalmente, o eletroferograma de cada caso foi analisado para pesquisa da mutação 

V600E do gene BRAF e das mutações do gene FGFR1, N546K e K656E, classificando-se os casos 

como mutados ou wild type (sem mutação), após comparação com o banco de dados Ensembl 

GeneBank sequence (BRAF:   ENSG00000157764 e FGFR1: ENSG00000077782). 

Todos os casos mutados foram confirmados com nova reação de PCR e sequenciamento 

direto, a partir do DNA extraído. Além disso, para controle de qualidade, uma nova extração 

de DNA e nova análise mutacional foram realizadas em 10% dos casos. 

 

 

4.7  Análise das fusões do gene BRAF e da duplicação do FGFR1 

A pesquisa de fusões e/ou amplificações envolvendo os oncogenes BRAF e FGFR1, foi 

realizada através da técnica de hidridização fluorescente in situ (fluorescence hybridization in 

situ – FISH).  
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4.7.1 Reagentes moleculares 

 

4.7.1.1 Fusão KIAA1549-BRAF 

 As sondas de FISH foram criadas a partir de clones BAC contendo DNA humano de 

regiões homólogas aos genes KIAA1549 e BRAF, no cromossomo 7, conforme identificado no 

Ensembl Genome Browser (GRCh37). O DNA do gene BRAF foi validado por PCR utilizando 

como primers as sequências 5’-CAGAGTTTGTCAGATGGTCCCTTT-3’ (forward) e 5’- 

ACCATATAATAGAAGCGCCTCCCA -3’ (reverse). Para o DNA do gene KIAA1549, as sequências 

de validação foram 3’-AGGTATTGTTGGAACATTGAAGGCT-3’ (forward) e 5’-

CAGTCAAATGCTCGCAATGAATGAA-3’(reverse). Cada DNA foi extraído de miniculturas, 

purificado e submetido a amplificação de todo o genoma utilizando o kit REPLI-g Midi (Qiagen- 

Cat# 150045).  

Uma alíquota de 1 µg do DNA purificado de BRAF e KIAA1549 foi marcada, 

respectivamente, com SpectrumRed (SR) e SpectrumGreen (SG) conjugado dUTPs, utilizando 

o kit Vysis Nick Translation (Cat# 32-801300, Abbott Molecular) de acordo com o protocolo do 

fabricante110.  

Após bloqueio das sequências repetitivas com DNA de esperma de arenque como 

carreador (1:50) e Cot-1 DNA humano (1:10) e diluição com tampão de hibridização t-DenHyb 

(Insitus Biotechnologies), o mix de sondas de FISH marcado foi validado para mapeamento 

cromossômico e qualidade da hibridização em células em fases de intérfase e metáfase. A 

representação esquemática deste processo pode ser observada na figura 7. 

As lâminas contendo os cortes embebidos em parafina foram desparafinizadas e 

desidratadas, de acordo com protocolos previamente estabelecidos 111 e a sonda aplicada às 

áreas selecionadas. A hibridização ocorreu a 37°C por 40-67 horas e finalmente, a cromatina 

foi contracorada com DAPI/anti-fade (0,3µg/ml em meio de montagem Vectashield – Vector 

Laboratoires). 
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Figura 7- Esquema das sondas utilizadas para pesquisa da fusão KIAA1549-BRAF pelo método de FISH. 

 

4.7.1.2 Ensaio de quantificação FGFR1/CEP8 

O ensaio de quantificação FGFR1/CEP8 mede dois alvos genômicos utilizando duas 

sondas comerciais de FISH (Abbott Molecular): Vysis LSI FGFR1 SpectrumRed, que contém o 

gene FGFR1 integralmente marcado com fluoróforo SpectrumRed, e a sonda CEP 8, marcada 

com fluoróforo SpectrumGreen. A técnica utilizada seguiu o protocolo padrão do fabricante. 

 

4.7.2 Interpretação dos ensaios FISH 

A análise foi realizada em microscópio de epifluorescência utilizando conjuntos de filtros 

de interferência simples para bandas verde (FITC), vermelha (Texas red) e azul (DAPI), assim 

como filtros duplos (vermelho/verde) e triplos (azul, vermelho e verde). Para cada filtro de 

interferência, imagens monocromáticas foram adquiridas e fundidas, utilizando CytoVision 

(Leica Microsystems Inc). Um mínimo de 50 núcleos de células tumorais foi analisado. 

O espécime foi considerado positivo para a fusão KIAA1549-BRAF quando houve sinais 

vermelho e verde muito próximos ou parcialmente sobrepostos. Sinais separados por mais de 

dois diâmetros do sinal foram considerados negativos. 

Para determinação da amplificação do gene FGFR1, o valor de corte adotado foi o 

proposto por Schultheis et al. 46. A determinação de amplificação do FGFR1 em baixo ou alto 

nível foi baseada na razão FGFR1/ CEP 8 ≥2 ou no número médio de sinais FGFR1 ≥6 cópias 

por núcleo. 
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4.8  Análise estatística 

Procedemos as estatísticas descritivas da série através de cálculos de porcentagem, 

média e mediana. O tempo de sobrevida e a sobrevida livre de eventos foi calculado pelo 

método de Kaplan-Meier. 

Para a análise comparativa entre os diversos grupos, utilizamos os testes de qui-

quadrado e o teste exato de Fisher.   A comparação entre os tempos de sobrevida e sobrevida 

livre de evento foi feita através de testes log-rank. Os testes estatísticos foram realizados com 

o programa SPSS for Windows, versão 20, SPSS©, Inc. 
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5- RESULTADOS 

5.1  Dados clinicoepidemiológicos 

Inicialmente, foram identificados 79 pacientes candidatos ao estudo. Após a avaliação 

dos casos e aplicação dos critérios de inclusão e de exclusão, um total de 10 casos foram 

excluídos: três casos não foram localizados nos arquivos dos departamentos de Patologia e 

cinco foram excluídos por escassez do material incluído em parafina. Dois casos foram 

excluídos por mudança no diagnóstico após avaliação complementar – um ganglioglioma, 

cujos neurônios neoplásicos estavam presentes apenas na lesão recidivada, excisada após a 

construção do TMA, e um astrocitoma difuso (grau II da OMS), que apresentou características 

infiltrativas nos exames de neuroimagem (obtidos após a realização do TMA) e positividade 

para IDH-1 mutado. O caso de astrocitoma difuso grau II serviu como controle positivo da 

reação de IDH-1 mutado na lâmina do TMA. 

Finalmente, obtivemos um total de 69 pacientes, sendo 23 do HCB e 46 do HCFMRP-

USP. Cinco pacientes apresentaram lesões subsequentes representadas neste estudo: quatro 

pacientes apresentaram uma recidiva e um paciente apresentou duas lesões recidivadas 

disponíveis para análise. Dessa maneira, obtivemos um total de 75 amostras. 

A série foi constituída por 38 pacientes do sexo masculino e 31 do sexo feminino 

(1,2M:1F), com idades entre 0,3 e 53,4 anos (mediana=9,1 anos), sendo 60 pacientes do grupo 

etário pediátrico e 9 pacientes adultos. Cinco pacientes (7,2%) apresentaram diagnóstico 

clínico confirmado de Nf1 (5/69) (Tabela 3). 

A principal localização dos APs foi o cerebelo (36 casos – 52,2%). Dentre as lesões 

extracerebelares, 14 casos foram observados nos hemisférios cerebrais, 6 na região 

suprasselar, 5 medulares, 4 em vias ópticas e 4 em tronco encefálico (Tabela 3). Não foram 

incluídos na série casos de astrocitoma pilomixoide, grau II da OMS, o qual é considerado uma 

variante do AP. 

A maioria dos pacientes (38 casos – 55,1%) foi submetida a ressecção parcial ou biópsia 

estereotáxica da lesão. Para maioria dos pacientes (52 pacientes -75,4%) a cirurgia foi o único 

tratamento utilizado. Além da cirurgia, dez pacientes (14,5%) foram submetidos a 

quimioterapia, quatro pacientes (5,8%) a radioterapia e um paciente (1,4%) recebeu 

quimioterapia e radioterapia associadas (Tabela 3).  

Ao final do período do estudo, vinte e sete pacientes (39,1%) apresentavam-se sem 

evidência clínica ou radiográfica de doença. Trinta e oito pacientes (55,1%) apresentavam-se 
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vivos com lesão sintomática residual (Tabela 3). Destes, 19 pacientes apresentaram índice de 

Karnofsky ≥80 e os demais apresentaram pior grau de sequelas, com índice de Karnofsky≤70 

(variando de 50 a 70). De um modo geral, 35 dos 69 pacientes da série (50,7%) apresentaram 

critérios para definir a evolução como desfavorável, inclusive com três pacientes 

(correspondendo a 4,6% dos pacientes que permaneceram vivos) com lesões extra-

cerebelares que evoluíram com sequelas permanentes e necessidade de assistência 

considerável e frequentes cuidados médicos, definidos como índice de Karnofsky=50. Não 

houve correlação estatisticamente significativa entre a localização da lesão e a evolução 

clínica medida pelo índice de Karnofsky (p=0,101). 

Ocorreram quatro óbitos na série (5,8%), todos em pacientes do grupo pediátrico e 

relacionados à progressão da lesão (Tabela 3). Uma das pacientes (P32) teve recidiva de lesão 

cerebelar completamente ressecada, seguida por disseminação liquórica da neoplasia. Os 

outros 3 pacientes (P41, P52 e P55) apresentaram crescimento de lesão residual. Um dos 

pacientes (P41) apresentou extensa disseminação medular da neoplasia após 10 anos da 

primeira cirurgia e o material da lesão recidivada foi analisado neste estudo. O tempo de 

sobrevida destes pacientes variou de 1,7 a 10,7 anos (média de 5,4 anos). 

A sobrevida mediana da série foi de 4 anos (0,6-16,6 anos) e a sobrevida livre de doença 

mediana foi de 3,5 anos (0,1-16,3 anos). A sobrevida em cinco anos da série foi >95% e a 

sobrevida em 10 anos foi de 80%. 
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Tabela 3- Dados clínico-epidemiológicos da série de astrocitomas pilocíticos.  

 
ID Origem Sexo 

Idade 
(anos) 

Local NF1 Ressecção 
Recidiva/ 

crescimento 
Tratamento 
adjuvante 

Status 
Seguimento 

(meses) 

1 P01 HCB M 4,8 C  Total Recidiva N VCD 27 

2 P02 HCB M 4,2 C  Total Não N VSD 27,5 

3 P03 HCB M 8,4 C  Total Não N VSD 36,2 

4** P04 HCB M 8 C  Parcial Crescimento N VCD 34,1 

5* P05 HCB F 15,8 C  Parcial Crescimento N VSD 24,4 

6 P06 HCB M 20,8 C  Parcial Não N VCD 16,8 

7 P07 HCB F 35,4 MD  Parcial Não N VCD 22,9 

8 P08 HCB M 4,8 C  Parcial Crescimento RTX VCD 29,3 

9 P10 HCB M 10,5 C  Total Não N VSD 43 

10 P12 HCB M 5,2 C  Total Não N VSD 36,5 

11 P13 HCB M 5,1 HC  Parcial Não Ign. VCD 53,5 

12 P16 HCB M 53,4 C  Parcial Crescimento RTX VCD 34,1 

13 P17 HCB F 19,2 C  Total Não N VSD 60,3 

14 P18 HCB F 17 HC  Total Não N VSD 65,3 

15 P20 HCB M 9,2 TE  Parcial Não RTX VCD 63,3 

16 P21 HCB M 3,5 C  Total Não RTX VSD 66,6 

17 P23 HCB M 16,4 HC Sim Total Não N VSD 58,2 

18 P24 HCB M 21,9 HC  Parcial Não N VCD 12,9 

19 P25 HCB F 2,1 C  Parcial Não N VCD 7,1 

20 P26 HCB M 10,2 C  Total Não N VSD 39,2 

21 P28 HCB F 7,5 C  Total Não N VSD 86,3 

22 P29 HCB F 5,2 C  Total Não N VSD 8,8 

23 P30 HCB M 15,3 C  Parcial Crescimento N VCD 8 

24 P31 HCRP F 11,3 C  Total Não N VSD 133,2 

25 P32 HCRP F 18,1 C  Total Recidiva QTX OC 20,6 

26 P33 HCRP F 13,8 C  Parcial Não N VCD 196,8 

27 P34 HCRP M 5,2 MD  Parcial Crescimento QTX VCD 194,7 

28 P35 HCRP M 12,7 C  Total Não N VSD 179,1 

29 P36 HCRP F 3,8 C  Total Recidiva N VSD 168,6 

30 P37 HCRP M 11,1 SS  Parcial Não N VCD 170,6 

31 P38 HCRP F 9 MD  Parcial Crescimento N VCD 155 

32 P39 HCRP M 12,8 HC  Parcial Crescimento QTX VCD 144,5 

33 P40 HCRP F 3,6 C  Total Não N VSD 66,1 

34* P41 HCRP M 9,6 C  Parcial Crescimento N OC 128,8 

35 P42 HCRP M 5,9 C  Total Não N VSD 51,7 

36 P43 HCRP M 3,6 C  Total Não N VSD 116,5 

37 P44 HCRP F 2 C  Total Não N VSD 115,7 

38 P45 HCRP M 7,1 C  Total Não N VSD 112,8 

Continua na próxima página.  
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Tabela 3- Dados clínico-epidemiológicos da série de astrocitomas pilocíticos (continuação)  

 

39 P46 HCRP F 9,9 TE  Parcial Não N VCD 91,6 

40 P47 HCRP M 17,4 HC  Total Não N VSD 63,7 

41 P48 HCRP F 2,2 C  Total Não N VSD 83,2 

42 P49 HCRP F 5,8 TE  Parcial Não N VCD 83,4 

43* P50 HCRP F 5,3 C  Parcial Crescimento N VSD 75,1 

44 P51 HCRP M 27,7 C  Total Não N VSD 59,1 

45 P52 HCRP F 16,2 SS  Parcial Crescimento QTX/RTX OC 79,2 

46 P53 HCRP F 11,7 C  Parcial Não N VCD 68,6 

47 P54 HCRP M 4,5 VO  Parcial Crescimento QTX VCD 19,1 

48 P55 HCRP F 0,3 HC  Parcial Crescimento Ign. OC 31,5 

49 P56 HCRP F 4,1 SS  Parcial Não QTX VCD 66,3 

50 P57 HCRP F 5,7 C  Total Recidiva N VCD 58,3 

51 P58 HCRP M 3,1 SS  Parcial Crescimento QTX VCD 54,1 

52 P59 HCRP M 14,7 HC Sim Total Não N VCD 58,7 

53 P60 HCRP M 21,9 VO  Parcial Não N VCD 18,9 

54 P61 HCRP M 32,2 HC  Total Não N VSD 10,2 

55 P62 HCRP F 14,4 C  Total Não N VSD 45,1 

56 P63 HCRP F 16,7 HC  Parcial Não QTX VCD 47 

57 P64 HCRP M 24,8 HC  Parcial Não N VCD 50,9 

58 P65 HCRP F 9,1 MD  Total Não N VSD 46,1 

59 P66 HCRP F 15,3 HC Sim Total Não QTX VCD 46,9 

60 P67 HCRP M 7,2 TE  Parcial Não N VCD 49 

61 P68 HCRP M 28,2 MD  Parcial Não N VCD 44,8 

62 P69 HCRP M 4,1 SS  Parcial Não QTX VCD 34,7 

63 P70 HCRP F 4,9 SS  Parcial Crescimento QTX VCD 31 

64 P71 HCRP M 5,7 C  Parcial Crescimento N VCD 22,8 

65 P72 HCRP M 17,4 HC  Total Recidiva N VCD 18,4 

66 P73 HCRP F 6,9 VO Sim Parcial Não N VCD 15,5 

67 P75 HCRP F 11 HC Sim Parcial Não N VCD 7,5 

68 P76 HCRP F 8,5 VO  Parcial Não N VCD 7,6 

69* P77 HCRP M 12,5 C  Parcial Crescimento N VCD 8,4 

M- Masculino. F- Feminino. C- Cerebelo. HC- Hemisférios cerebrais. TE- Tronco encefálico. SS- Suprasselar. MD- 
Medular. VO- Vias ópticas. N- Nenhum. QTX- Quimioterapia. RTX- Radioterapia. Ign.- Ignorado. VCD- Vivo com 
doença. VSD- Vivo sem doença. OC- Óbito por câncer. *- Pacientes com uma lesão recidivada representada. **- 
Paciente com duas lesões recidivadas representadas.  
 

 
5.2- Análises do genes e proteínas 
 
5.2.1- Galectina-3 e IDH-1 mutado 

A reação imuno-histoquímica para galectina-3 foi adequada em 68 lesões primárias, das 

quais 66 (95,7%) apresentaram imunorreatividade citoplasmática (Figura 8A e B). Dentre as 

lesões recidivadas, houve perda de material de uma e positividade nas demais, em padrão 
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semelhante ao da respectiva lesão primária. Dois tumores supratentoriais (2,9%) foram 

negativos no estudo feito nas lâminas do TMA, porém estes casos e o caso não avaliado 

apresentaram positividade citoplasmática em reações no momento do diagnóstico inicial.  

A reação para IDH-1 mutado foi adequadamente obtida em todos os tumores primários 

estudados, os quais foram negativos. O caso diagnosticado como astrocitoma difuso e 

posteriormente excluído do estudo foi fortemente positivo para este marcador, confirmando 

a fidelidade da reação (Figura 8 C e D). 

 

 
Figura 8- Imunoexpressão de galectina-3 e IDH-1 mutado. Positividade citoplasmática 
moderada – 100x (A) e forte – 200x (B) para galectina-3. Caso diagnosticado como astrocitoma 
difuso, apresentando positividade citoplasmática e nuclear forte e difusa para IDH-1 mutado 
– 400x (C) e astrocitoma pilocítico negativo para IDH-1 mutado – 400x (D). 
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5.2.2 FGFR1 

No total, 74/75 amostras foram testadas para a expressão imuno-histoquímica de 

FGFR1. Utilizando o escore previamente descrito, 49 lesões primárias (71%) e 5/6 lesões 

recidivadas (83,3%) exibiram positividade citoplasmática para FGFR1 (Figura 9). Vinte lesões 

primárias (29%) foram consideradas negativas. Não foram observados casos com positividade 

nuclear na série. No cerebelo adjacente, houve positividade citoplasmática forte nas células 

de Purkinje e positividade fraca ou ausência de expressão nos astrócitos não neoplásicos 

(Figura 9). 

 

 

Figura 9- Padrões de expressão do FGFR1. No cerebelo não neoplásico há expressão 
citoplasmática forte nas células de Purkinje e ausência de expressão nos astrócitos – 20x (A). 
Astrocitoma pilocítico com expressão forte FGFR1, contrastando com a expressão fraca 
observada na substância branca adjacente – 40x (B) Positividade citoplasmática do FGFR1 em 
áreas oliodendrogliais-símile – 400x (C) e áreas piloides – 400x (D). 

 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas na expressão de FGFR1 

entre os diversos grupos clínicos (Tabela 4). 
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Tabela 4- Perfil molecular do FGFR1 em relação aos grupos clínicos. 

 Expressão de FGFR1  Mutação FGFR1  

 Positivo Negativo p W.T. Mutado p 

Gênero       

Masculino 27 11 
0,994 

19 1 
1,0 

Feminino 22 9 23 2 

Grupo etário       

Pediátrico 43 17 0,758 
 
 

37 3 
1,0 

Adulto 6 3 5 0 

NF1       

Sim 4 1 
1,00 

5 0 
1,0 

Não 45 19 37 3 

Localização       

Cerebelar 27 9 
0,446 

24 3 
0,264 

Extracerebelar 22 11 18 0 

Prognóstico       

Favorável 27 14 
0,253 

21 2 
1,0 

Desfavorável 22 6 21 1 

Nf1- Neurofibromatose tipo 1. 

 

O gene FGFR1 foi sequenciado em 45 das 69 lesões primárias (65,2%) e dentre estas, 

identificamos 3 casos (6,7%) com mutação pontual K656E (Figura 10), previamente descrita 

por Jones et al. 42. Os três casos ocorreram em lesões cerebelares e em pacientes do grupo 

etário pediátrico (P21, P32 e P44 – Tabela 3). Dois casos mutados apresentaram positividade 

forte para FGFR1 no ensaio imuno-histoquímico, apesar disso, a relação entre a mutação e 

expressão imuno-histoquímica do gene não foi estatisticamente significativa (p=0,086). 

No ensaio FISH para pesquisa de amplificação do FGFR1, foram obtidos resultados 

confiáveis em 61/69 (88,4%) das lesões primárias e em 5/6 (83,3%) das lesões recidivadas, 

porém nenhum caso exibiu amplificação do gene. Todas as lesões recidivadas mantiveram 

padrão semelhante à respectiva lesão primária. Sete lesões primárias (10,6%) apresentaram 

baixo ganho de cópias do gene FGFR1 (Figura 10), que também não apresentou correlação 

estatisticamente significativa com a expressão de FGFR1 (p=0,091). 
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Figura 10- Alterações moleculares do gene FGFR1. Eletroferograma mostrando a mutação 

pontual do gene FGFR1 (A). Análise por FISH FGFR1/CEP8. Padrão dissômico (normal) (B). 

Baixo ganho no número de cópias do FGFR1, porém com menos de 6 cópias do sinal verde em 

cada núcleo (C). 

 

5.2.3 BRAF 

 

Embora o estudo imuno-histoquímico tenha sido realizado segundo os padrões 

previamente descritos, foi observada apenas uma marcação citoplasmática inespecífica focal, 

em menos de 10% das células neoplásicas em dois casos (P16 e P68 – Tabela 3). Além de esta 

marcação ser considerada negativa para fins de cálculos estatísticos, o sequenciamento do 

gene BRAF na amostra do paciente P16 evidenciou gene wild type. O material do paciente P68 

não foi sequenciado. 

O sequenciamento do gene BRAF foi realizado em 48 das 69 lesões primárias (69,6%), e 

em 5 das lesões recidivadas, sem mudança no status do gene nas amostras subsequentes. 
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Dentre os casos estudados, identificamos dois casos (4,2%) que apresentaram mutações 

pontuais do gene BRAF.  

Um paciente masculino, de 11 anos, com tumor suprasselar (P37 – Tabela 3) que teve 

recidiva tumoral (amostra não disponível para análise) apresentou a mutação V600E do gene 

BRAF (Figura 11) e foi também positivo para a fusão KIAA1549-BRAF no estudo por FISH. O 

segundo espécime portador de mutação do BRAF pertencia a uma paciente feminina, de 11 

anos com lesão cerebelar (P31 – Tabela 3) que apresentou mutação V600K (substituição de 

valina por lisina no códon 600 do gene BRAF). A paciente permanece viva e sem evidência de 

doença após seguimento clínico de 11 anos. O estudo por FISH para pesquisa de fusão 

KIAA1549-BRAF não foi bem sucedido nesta amostra. Nenhum dos pacientes com tumores 

apresentando BRAF mutado apresentou diagnóstico de Nf1. Devido ao pequeno número de 

mutações pontuais identificadas, não houve correlação estatisticamente significativa com as 

diversas características clínicas da série (Tabela 5). 

Na análise por FISH obtivemos resultados confiáveis para pesquisa da fusão KIAA1549-

BRAF (Figura 11) em 64/69 lesões primárias (92,8%) e em 4/6 lesões recidivadas. Das lesões 

primárias, 37 casos (57,8%) apresentaram a fusão KIAA1549-BRAF, que foi significantemente 

relacionada com lesões cerebelares (p<0,001) e negativamente com o diagnóstico clínico de 

Nf1 (p=0,009) (Tabela 5). Não houve diferença significativa entre os demais grupos clínicos 

(Tabela 5), entretanto, houve uma tendência para esta alteração ser mais detectada no grupo 

pediátrico (55% no grupo pediátrico e 44,4% no grupo adulto (dados não mostrados).  
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Tabela 5- Perfil molecular do BRAF em relação aos grupos clínicos. 

  
Fusão KIAA1549-

BRAF p Mutação BRAF  p 

  Positivo Negativo  W.T. Mutado  

        
Gênero Feminino  18 11 0.530 25 1 1.0 

 Masculino  19 16  21 1  
        

Idade ≤ 19 anos  33  22 0.381 40 2 1.0 
 ≥ 20 anos 4 5  6 0  
        

Nf1 Sim 0 5 0.011 5 0 1.0 
 Não 37 22  41 2  
        

Localização Cerebelar 27 6 <0.0001 27 1 1.0 
 Extracerebelar 10 21  19 1  
        

Evolução Favorável 22 16 0.987 26 1 1.0 
 Desfavorável 15 11  20 1  

W.T.- Wild Type (sem mutação). Destaque em negrito: correlações estatisticamente significativas. 
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Figura 11- Alterações moleculares do gene BRAF. Análise por FISH, positivo (A) e negativo (B) 

para fusão KIAA1549-BRAF – a sobreposição dos sinais vermelho e verde gera um sinal 

amarelo na reação. Eletroferograma mostrando as mutações pontuais V600E (C) e V600K (D) 

do gene BRAF.  

 

5.2.4 Relação entre as alterações nos genes FGFR1 e BRAF 

Alguns pacientes do estudo apresentaram alterações moleculares concomitantes 

envolvendo os genes FGFR1 e BRAF. Dentre os tumores que apresentaram mutação pontual 

do BRAF, um (P37) exibiu também a fusão KIAA1549-BRAF.  Já entre os tumores com mutação 

do FGFR1, um (1/3) também foi positivo para a fusão KIAA1549-BRAF. O resumo das 

alterações moleculares dos genes FGFR1 e BRAF pode ser observado na Figura 12. 
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Legenda:  

 

 

 

Figura 12- Resumo das alterações moleculares dos genes FGFR1 e BRAF na série de 

astrocitomas pilocíticos, em relação aos grupos clínicos.  
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5.2.5 RKIP 

O estudo imuno-histoquímico para detecção da RKIP obteve resultados confiáveis em 

68/69 das lesões primárias (98,6%), apresentando positividade citoplasmática (escore 3-6) em 

97% destas (67 lesões) (Figura 13). Em 1/69 lesões primárias (P12 – Tabela 3) e em uma lesão 

recidivada (P05 – Tabela 3) houve perda do material. As lesões recidivadas mantiveram o 

padrão das respectivas lesões originais. Apenas uma lesão (1,4%) apresentou perda completa 

da expressão de RKIP: um paciente do grupo pediátrico com lesão no tronco encefálico, que 

foi posteriormente irradiada, permanecendo estável até o final deste estudo. No cerebelo não 

neoplásico, houve positividade difusa, tanto de astrócitos como de células de Purkinje (Figura 

13).  

 

 

Figura 13- Padrões de expressão imuno-histoquímica da RKIP. Cerebelo não neoplásico 
apresentando positividade difusa – 20x (A). Imunoexpressão fraca, com marcação nuclear 
focal – 400x (B), moderada – 400x (C) e forte – 400x (comparar com a expressão endotelial) 
(D). 
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Quando comparada a expressão de RKIP nos diversos grupos, não observamos 

diferenças estatisticamente significativas (Tabela 6).   

 

Tabela 6- Expressão de RKIP em relação aos grupos clínicos. 

 Expressão de RKIP 

 Positivo Negativo p 

Gênero    

Masculino 37 1 
1,0 

Feminino 31 0 

Grupo etário    

Pediátrico 59 1 
1,0 

Adulto 9 0 

NF1    

Sim 5 0 
1,0 

Não 63 1 

Localização    

Cerebelar 36 0 
0,478 

Extracerebelar 32 1 

Evolução    

Favorável 40 1 
1,0 

Desfavorável 28 0 

 

 

 

5.2.6 MTAP 

A reação imuno-histoquímica mostrou resultados confiáveis em 71/75 amostras (94%). 

A marcação observada foi citoplasmática, independente do padrão histológico da neoplasia. 

Três casos (4,3%), todos de pacientes do grupo pediátrico e localizados nos hemisférios 

cerebrais apresentaram perda completa da expressão de MTAP, com reação endotelial 

positiva. No córtex cerebelar não neoplásico, observamos positividade citoplasmática forte 

nas células de Purkinje e ausente (em 8 dos 9 casos) ou fraca (em 1 dos 9 casos) nos astrócitos 

(Figura 14). 
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Figura 14- Expressão imuno-histoquímica de MTAP.  No cerebelo não neoplásico a marcação foi apenas 
nas células de Purkinje – 20x (detalhe – 400x)(A). Transição cerebelo não neoplásico-tumor, com 
reação positiva apenas nas células neoplásicas – 200x (B). Caso com perda da expressão de MTAP 
(células endoteliais positivas) – 400x (C). Positividade moderada (comparar com a positividade 
endotelial) – 200x (D). Casos com expressão forte de MTAP, tanto em áreas piloides – 200x (E), quanto 
em áreas de padrão oligodendroglial-símile – 200x (F). 
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As lesões das vias ópticas apresentaram relativamente imunoexpressão mais forte de 

MTAP (4/4 lesões com escore=6). Por outro lado, todos os tumores com perda total da 

expressão de MTAP localizavam-se nos hemisférios cerebrais. A positividade para MTAP em 

relação à localização das lesões pode ser observada na tabela 7. 

 

Tabela 7- Intensidade de MTAP de acordo com a localização da neoplasia. 

 Intensidade de MTAP 

 Negativo Fraco Moderado Forte Total 

Cerebelo 0 6 21 9 36 

Tronco encefálico 0 1 1 2 4 

Medular 0 0 4 1 5 

Suprasselar 0 0 2 4 6 

Vias ópticas 0 0 0 4 4 

Hemisférios 

cerebrais 

3 2 4 5 14 

Total 3 9 30 25 69 

 

 

Entre as lesões primárias, 82% foram positivas. As lesões recidivadas mantiveram o 

padrão de positividade para MTAP (p=0,5 pelo teste de McNemar), exceto o paciente com três 

lesões avaliadas (P04 – Tabela 3), que apresentou intensidade decrescente ao longo da 

evolução (escores 6, 5 e 4, respectivamente).  Dos pacientes cujos tumores apresentaram 

perda da expressão de MTAP, um apresentava diagnóstico clínico de Nf1 (P23 – Tabela 3) e 

um (P39 – Tabela 3) apresentou evolução desfavorável, com múltiplas recorrências não 

analisadas neste estudo.  

Não observamos diferenças significativas na expressão de MTAP entre os diversos 

grupos clínicos, conforme se observa na tabela 8. 
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Tabela 8- Expressão de MTAP em relação aos grupos clínicos. 

 

 

 

5.2.7  Impacto das características moleculares e expressão proteica na sobrevida  

A comparação da sobrevida total entre os grupos etários pode ser observada na figura 

15, notando-se que em ambos a sobrevida em 5 anos foi >90% e a sobrevida em 10 anos foi 

em torno de 80%. 

 

Figura 15- Comparação das curvas de sobrevida total dos pacientes com astrocitomas 

pilocíticos, de acordo com os grupos etários. 

  Expressão de MTAP 

 Total Positivo Negativo p 

Gênero     

Masculino 38 35 3 
0,247 

Feminino 31 31 0 

Grupo etário     

Pediátrico 60 57 3 
1,0 

Adulto 9 9 0 

NF1     

Sim 5 4 1 
0,205 

Não 64 2 62 

Localização     

Cerebelar 36 36 0 
0,104 

Extracerebelar 33 30 3 

Evolução     

Favorável 34 2 32 
0,614 

Desfavorável 35 1 34 
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Também não houve diferença significativa na sobrevida total entre os gêneros 

(p=0,293), entre pacientes com APs esporádicos e Nf1-APs (p=0,726) e entre os portadores de 

lesões cerebelares e extracerebelares (p=0,826) (dados não mostrados). 

A maioria das alterações pesquisadas neste estudo não afetou significativamente a 

sobrevida dos pacientes. As informações sobre o impacto destas alterações na sobrevida total 

entre os grupos podem ser observadas na tabela 9. As mutações pontuais do FGFR1 e a fusão 

KIAA1549-BRAF resultaram em impacto estatisticamente significativo e serão apresentadas 

detalhadamente. 

 

Tabela 9- Impacto das alterações gênicas na sobrevida total do grupo de pacientes com 

astrocitomas pilocíticos. 

Gene/Parâmetro avaliado (método) Resultados possíveis p 

FGFR1/Expressão proteica (imuno-histoquímica) Positivo/Negativo 0,923 

FGFR1/Ganho no número de cópias (FISH) Baixo/Moderado/Alto 0,904 

BRAF/Mutação pontual (Sequenciamento) Wild type/Mutado 0,480 

MTAP/Expressão proteica (imuno-histoquímica) Positivo/Negativo 0,899 

RKIP/Expressão proteica (imuno-histoquímica) Positivo/Negativo 0,841 

 

 

5.2.8 Importância prognóstica dos genes FGFR1 e BRAF nos astrocitomas pilocíticos  

A presença da mutação pontual K656E do gene FGFR1, embora rara, foi 

significativamente relacionada à menor sobrevida total (p=0,047) e menor sobrevida livre de 

eventos (p=0,025) de seus portadores (Figura 16).  
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Figura 16- Impacto da mutação K656E do FGFR1 na sobrevida total e sobrevida livre de evento 

nos pacientes com astrocitomas pilocíticos. 

 

Por outro lado, a presença da fusão KIAA1549-BRAF identificou um grupo de pacientes 

com sobrevida total e sobrevida livre de evento significativamente maiores (p=0,003 e 

p=0,018, respectivamente) (Figura 17).  

 

 

Figura 17- Impacto da fusão gênica KIAA1549-BRAF na sobrevida total e sobrevida livre de 
doença nos pacientes com astrocitomas pilocíticos. 
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Devido à presença de alterações moleculares combinadas do FGFR1 e do BRAF em 

alguns pacientes, investigamos a influência destas combinações na sobrevida total dos 

pacientes.  

Quando analisados em conjunto o status do gene FGFR1 e a presença da fusão 

KIAA1549-BRAF, os pacientes com tumores negativos para a fusão KIAA1549-BRAF 

apresentaram sobrevida menor independente do status do FGFR1. A mutação K656E 

determinou uma redução adicional na sobrevida. O pior resultado foi alcançado pelos dois 

pacientes que apresentaram tumor com FGFR1 mutado e sem a fusão KIAA1549-BRAF. A 

diferença na sobrevida entre os diversos grupos foi altamente significativa (p=0,002) (Figura 

18). 

 

 

Figura 18- Análise combinada da curva de sobrevida total dos pacientes com astrocitomas 

pilocíticos em relação a alterações do FGFR1 (mutação e expressão imuno-histoquímica) e 

fusão KIAA1549-BRAF. 

 

 Finalmente, uma vez que a relação entre a mutação do FGFR1 e a expressão imuno-

histoquímica do gene tendeu à significância estatística, avaliamos também a relação do perfil 

imuno-histoquímico com a presença da fusão KIAA1549-BRAF na sobrevida total dos 

pacientes da série. Os pacientes com expressão forte de FGFR1 e presença da fusão KIAA1549-

BRAF apresentaram a sobrevida mais longa, enquanto a negatividade de ambos os 

marcadores resultou em uma menor sobrevida total (Figura 18). A diferença na sobrevida 

entre os grupos avaliados foi estatisticamente significativa (p=0,032).  
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6- DISCUSSÃO 

6.1   Dados clinicoepidemiológicos 

A presente série de casos apresenta características clínicas semelhantes aos dados da 

literatura mundial, em relação à distribuição da neoplasia por gênero (1,2M:1F) e proporção 

entre pacientes pediátricos e adultos 1,2. A média etária dos pacientes (11,6 anos) foi um 

pouco mais alta que a média descrita em outros estudos 2,17, porém em nossa série tivemos 

nove pacientes adultos, o que colabora para o aumento da média etária. 

Embora na literatura os estudos sobre APs sejam em geral realizados apenas com 

crianças, a decisão de estudar em conjunto pacientes pediátricos e adultos teve o objetivo de 

comparar possíveis diferenças entre tais grupos. Os APs em adultos apresentam alterações 

moleculares diferentes daquelas observadas em tumores pediátricos 60,62 e a evolução em 

pacientes mais velhos tende a ser mais agressiva 11, inclusive resultando em sobrevida em 5 

anos significativamente menor 11. Esta diferença não foi observada nesta série e a sobrevida 

de ambos os grupos etários foi semelhante. 

A sobrevida longa e a mortalidade baixa (5,8%) na série foram semelhantes aos dados 

mundiais 1,2.  Entretanto, quando analisados não apenas os parâmetros objetivos de tempo 

de sobrevida e número de óbitos na série, notamos que a maioria (50,7%) dos pacientes 

apresentou evolução considerada desfavorável dentro dos critérios estabelecidos para 

definição dos grupos clínicos deste estudo. Apesar disso, a presença de sequelas graves 

descrita em cerca de 11% dos pacientes com astrocitomas pilocíticos cerebelares 112,  é 

superior ao aqui apresentado. Há certa limitação na comparação com os dados da literatura, 

pois a maioria dos estudos sobre a evolução clínica subjetiva dos astrocitomas pilocíticos 

considera apenas as lesões cerebelares 112-114. 

Cinco pacientes (7,2%) apresentaram diagnóstico clínico de Nf1, proporção que também 

é compatível com outras séries publicadas 15,29,30,115.  

 

6.2  Galectina-3 e IDH-1 

A positividade da maioria dos casos para galectina-3 e a negatividade de todo os casos 

da série para IDH-1 confirmou o diagnóstico de AP nos casos da série e é compatível com 

estudos prévios. A galectina-3 foi estabelecida como um marcador diagnóstico auxiliar dos 

astrocitomas pilocíticos 17,104,116, permitindo mais segurança no diagnóstico diferencial com 

astrocitoma difuso grau II da OMS 104, embora a expressão de galectina-3 não seja específica 
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dos APs, podendo ser observada em outros tumores de baixo grau, como os ependimomas e 

os PXAs 116,117. 

Já a expressão do IDH-1 é uma ferramenta útil recentemente descrita para o diagnóstico 

diferencial principalmente dos APs com astrocitomas difusos grau II da OMS e GBMs 

secundários 26,105. Um dos casos incluídos no TMA apresentou características histopatológicas 

pouco definidas de astrocitoma pilocítico (por exemplo, ausência do padrão bifásico clássico 

e de fibras de Rosenthal). Na pesquisa da expressão de IDH-1 foi observada marcação forte e 

difusa das células neoplásicas, destoante dos demais casos do estudo. Os exames radiológicos 

só foram obtidos após a inclusão do caso no TMA e confirmaram aspecto infiltrativo da lesão 

na RM. Este caso foi excluído das análises estatísticas, mas serviu como controle positivo da 

reação no TMA.  

 

6.3    Gene FGFR1 

A expressão difusa de FGFR1 pelas células neoplásicas em contraste com a reduzida 

expressão nos astrócitos não neoplásicos observada nesta série confirmou os achados de 

estudos prévios 118.  Os estudos mais recentes vem se concentrando em descrever alterações 

do gene FGFR1 através de métodos mais sofisticados e tiveram sucesso em identificar 

alterações como as duplicações do gene em astrocitomas difusos de grau II 119,120 e as 

mutações pontuais ocorrendo em APs e outras neoplasias 42,51. Apesar disso, a correlação com 

a imunoexpressão de FGFR1 foi pouco explorada em tumores do SNC. Jones et al. descreveram 

superexpressão da forma fosforilada da FGFR1, confirmando a ativação da via MAPK pela 

mutação pontual do gene42 e que é compatível com a expressão da forma total de FGFR1 por 

nós observada nesta série. 

A presença da mutação K656E foi um evento raro. A proporção dos casos com a forma 

mutada do gene FGFR1 em nosso estudo foi semelhante à descrita por Jones et al. 42 em APs 

extracerebelares. Até o momento, apenas um outro estudo relatou a presença desta mutação 

em um paciente com astrocitoma pilomixoide da região hipotalâmica, que evoluiu com o 

desenvolvimento de um tumor glioneuronal formador de rosetas do quarto ventrículo, o qual 

também exibiu a mesma mutação 51. Não há outros estudos relatando a presença e a 

frequência de mutações do FGFR1 em APs na literatura atual.  

Interessantemente todas as mutações desta série foram detectadas em lesões 

cerebelares, contrariando os estudos prévios 42,51. Apesar da localização cerebelar ser mais 
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relacionada a bom prognóstico, uma das pacientes que exibiu a forma mutada do gene (P32) 

era uma paciente de 18 anos com lesão no vermis cerebelar totalmente excisada, que 

recidivou em um curto tempo e apresentou disseminação liquórica, culminando no óbito da 

paciente em menos de 2 anos após a cirurgia.  Os outros dois pacientes, que também foram 

submetidos a ressecção total da lesão, permanecem vivos e sem evidência de doença até o 

momento.  

Com relação ao estudo por FISH, a amplificação gênica, que é o mecanismo molecular e 

alvo terapêutico mais comum de alteração do gene em outras neoplasias 43,47,49,121 não foi 

observada em nenhum dos casos da nossa série. Apesar disso, um pequeno número de casos 

apresentou um baixo ganho no número de cópias do gene, que não apresentou correlação 

com a evolução dos pacientes. Não encontramos na literatura estudos em gliomas ou outros 

tumores que relatem a presença desta alteração, embora as duplicações intragênicas do 

FGFR1 tenham sido descritas em gliomas baixo grau 119,120, portanto seu papel na histogênese 

dos APs permanece a ser esclarecido.  

A expressão citoplasmática de FGFR1 na grande maioria dos casos apresentou relação 

positiva, porém não significativa do ponto de vista estatístico, com a presença da mutação 

K656E e com o ganho no número de cópias do FGFR1, sugerindo que ambos podem ser 

mecanismos responsáveis pela superexpressão do FGFR1. Estudos com séries mais numerosas 

poderão confirmar esta hipótese e apresentar implicações no tratamento dos APs, pois o 

FGFR1 é atualmente um importante alvo terapêutico, principalmente no tratamento de 

carcinomas pulmonares 122. Há relatos que tumores pulmonares que apresentam 

superexpressão de FGFR1 (no caso de estudo, medida por imunoblot ou quantificação do 

mRNA), independente do número de cópias do gene, apresentam melhor resposta ao 

ponatinib (AP 24534), um novo inibidor de FGFR1 122. Além destes, outros inibidores como o 

lucitanib 123 e o CH5183284/Debio 1347 124 são potenciais alternativas futuras para o 

tratamento não-cirúrgico dos APs, porém são necessários estudos pré-clínicos e clínicos para 

comprovação desta hipótese. 
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6.4 Gene BRAF 

A padronização do anticorpo BRAF mutado para uso em APs apresentou dificuldades 

técnicas, embora o mesmo esteja atualmente padronizado para uso em melanomas em nossa 

instituição. Esta dificuldade foi discutida em sessão científica no XVIII Congresso Internacional 

de Neuropatologia, realizado no Rio de Janeiro (Setembro, 2014) e, devido o anticorpo não 

estar apresentando bons resultados, segundo os especialistas envolvidos na discussão, e 

corrermos o risco de se obterem resultados falso-negativos optamos por suprimir estes dados 

do presente estudo.  

O sequenciamento de parte dos casos (48 no total) detectou dois tumores com 

mutações pontuais no códon de interesse do gene BRAF, correspondendo a 4,1% da amostra 

estudada, proporção menor que a referida em estudos prévios 64. Devido à presença da forma 

mutada do gene ter sido observada em uma lesão suprasselar e outra cerebelar, não 

confirmamos neste estudo a ocorrência preferencial desta mutação em tumores 

extracerebelares previamente relatada64. O paciente com a lesão suprasselar que apresentou 

a mutação clássica V600E, evoluiu com múltiplas recidivas tumorais, permanecendo vivo com 

doença. 

Por outro lado, a lesão cerebelar apresentou a mutação V600K, ao nosso ver, inédita em 

APs Esta mutação já foi descrita em 5-15% dos melanomas e relacionada à ocorrência de 

metástases e pior prognóstico 125-127, porém com melhor resposta aos inibidores de BRAF de 

1ª geração, como o vemurafenib 127. Semelhante ao que ocorreu com os melanomas, este 

inibidor apresentou excelentes resultados contra astrocitomas de alto grau portadores da 

mutação V600E 128,129, porém com resultados não repetidos em APs 130. De fato, observou-se 

aumento da resistência tumoral ao análogo do vemurafenib (PLX4720), relacionado à 

presença da fusão KIAA1540-BRAF130, a qual é a alteração mais comum nos APs. A presença 

de mutações alternativas à V600E pode potencialmente identificar um grupo de pacientes que 

responderiam melhor à terapia com vemurafenib, entretanto, esta possibilidade é passível de 

confirmação com estudos mais abrangentes. 

Por outro lado, a fusão KIAA1549-BRAF foi confirmada como a alteração mais frequente 

para ativação da via MAPK em APs, corroborando os relatos de vários autores 18,60,61. Do 

mesmo modo, a relação negativa com o diagnóstico de NF1 observada neste estudo foi 

previamente descrita 60,61 e pode sinalizar que a ativação da via MAPK se faz por mecanismos 

alternativos em pacientes com NF1. Também confirmam os estudos prévios a predominância 
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da fusão KIAA1549-BRAF em lesões cerebelares 18,42,63,120,131 e a sua frequência discretamente 

mais elevada em pacientes do grupo etário pediátrico 60, embora sem significância estatística 

nesta série. A confirmação da fusão KIAA1549-BRAF como característica dos APs, além de ter 

importância diagnóstica, abre a possibilidade da utilização de inibidores de BRAF de segunda 

geração (PLX-PB3), que têm a fusão KIAA1549-BRAF como alvo terapêutico, porém ainda não 

estão disponíveis para uso clínico 130. 

 

6.5  Proteína RKIP 

A proteína RKIP é descrita como um regulador negativo da via MAPK e a perda de sua 

expressão já foi descrita em gliomas80, relacionada à maior agressividade, em estudo que 

avaliou apenas astrocitomas anaplásicos e GBMs. De fato, a manutenção da expressão de RKIP 

foi comprovada como fator de bom prognóstico apenas em GBMs 80,82. Não há na literatura 

estudos que descrevam o comportamento nem a importância da RKIP no prognóstico nos APs, 

já que os estudos sobre a expressão de RKIP em gliomas foram restritos aos gliomas 

infiltrativos, tanto astrocíticos, como oligodedrogliais, puros ou mistos 80,81. 

Nossos achados demonstraram expressão forte e difusa de RKIP em praticamente todos 

os APs estudados, porém devido ao mínimo número de espécies com perda da expressão e à 

homogeneidade da expressão nos demais tumores e inclusive no cerebelo não neoplásico 

adjacente, não houve diferenças estatísticas entre os grupos do estudo.  

A expressão difusa de RKIP nos astrocitomas pilocíticos sugere que esta proteína de fato 

participa ativamente como um regulador negativo da via MAPK, gerando a hipótese de que 

poderia estar relacionada ao desvio da função da MAPK para a indução de senescência celular 

(Figura 3). Isto explicaria a melhor evolução geral dos APs e evolução agressiva dos gliomas 

que apresentam perda da expressão de RKIP, entretanto mais estudos são necessários para 

confirmar esta hipótese.  

Além disso, não conseguimos estabelecer em nossa série uma relação significativa entre 

a expressão de RKIP e a presença das alterações dos genes BRAF e FGFR1, que são os principais 

fatores ativadores da via MAPK, e nem com a expressão de MTAP, que poderia justificar um 

potencial vínculo da RKIP na indução da OIS. 
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6.6  Proteína MTAP 

A imunoexpressão de MTAP é descrita em todos os tecidos normais, porém sua 

distribuição no SNC não é apropriadamente descrita, exceto nos astrócitos do nervo óptico e 

no epitélio da retina 132. Em nosso estudo, observamos uma forte positividade citoplasmática 

para MTAP nas células de Purkinje do cerebelo, porém os astrócitos não neoplásicos não 

apresentaram reatividade para esta proteína ou exibiram apenas expressão fraca. Além disso, 

a distribuição normal de MTAP explicaria a expressão mais forte desta proteína nos tumores 

do nervo óptico em nossa série. 

A expressão mantida de MTAP observada na quase totalidade dos casos é um dos 

achados mais significativos deste estudo. Primeiro, porque não há dados na literatura relativos 

à expressão desta proteína em APs, embora vários relatos identifiquem a perda da expressão 

em neoplasias agressivas. Em tumores do SNC encontramos apenas relatos deleções 33 e de 

perda da expressão 99,100 do gene MTAP em GBMs, porém não há relatos de estudos da 

expressão imuno-histoquímica nestes tumores. Ao nosso ver, este é o primeiro trabalho a 

descrever a expressão imuno-histoquímica do gene MTAP em um tumor primário do SNC.  

A expressão mantida de MTAP nos APs levantou a hipótese de que este gene pode estar 

relacionado ao fenômeno da senescência celular. Estudos experimentais observaram 

superexpressão de MTAP em astrócitos senescentes de doenças neurogenerativas, resultando 

em perda da função neuroprotetora destas células no SNC normal 133,134. Do ponto de vista 

oncológico, a ocorrência de OIS através da via MAPK foi confirmada em astrocitomas 

pilocíticos através da expressão de p16, induzida pela mutação V600E do gene BRAF 83,85. Os 

genes p16INK4a e MTAP, devido à sua proximidade no cromossomo 9, são frequentemente 

codelatados em várias neoplasias malignas 44,87,88,90,91 e, apesar de uma relação positiva entre 

p16 e MTAP e da confirmação do MTAP como fator prognóstico independente em carcinomas 

pulmonares 97, esta relação em astrocitomas pilocíticos ainda permanece a ser esclarecida e 

pode ser objeto de estudos futuros. 

 Finalmente, a expressão mantida de MTAP nos APs descrita neste estudo pode ajudar 

a explicar a resposta insatisfatória dos gliomas pediátricos de alto grau e meduloblastomas 

aos inibidores da SDNP, como metotrexate e pemetrexed 135,136. Uma vez que a melhor 

resposta a estas drogas é alcançada por neoplasias agressivas com perda da expressão de 

MTAP 87-89,97,137, abre-se a possibilidade de ampliação do estudo com avaliação da expressão 
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de MTAP em outros tumores pediátricos, de maneira a explicar a base celular dos resultados 

pouco animadores dos estudos clínicos.  

 

6.7  Importância prognóstica das alterações moleculares dos astrocitomas pilocíticos 

Não há na literatura estudos que comprovem o papel prognóstico das mutações 

pontuais do gene FGFR1 nos APs, tanto pela raridade de sua ocorrência, quanto pelo fato de 

estas alterações terem sido muito recentemente descritas 42. Ao nosso ver, este é o primeiro 

estudo que fortemente sugere um papel prognóstico importante da mutação K656E do 

FGFR1, ao identificar um grupo de pior prognóstico entre os pacientes.  

Além disso, confirmamos a importância da fusão KIAA1549-BRAF na identificação de 

pacientes com melhor prognóstico em ambos os grupos etários. Esta relação positiva foi 

descrita por Hawkins et al.61 em um estudo englobando “astrocitomas de baixo grau” 

pediátricos, os quais incluíram astrocitomas de grau II, que eventualmente apresentaram a 

fusão KIAA1549-BRAF.  Não encontramos na literatura estudos que confirmem o papel 

prognóstico da fusão KIAA1549-BRAF exclusivamente em astrocitomas pilocíticos, portanto 

este estudo gerou dados inéditos e que podem ser citados em futuras pesquisas com séries 

maiores e análises multivariadas. 

Interessantemente, a presença da fusão KIAA1549-BRAF determinou bom prognóstico 

mesmo nos casos que apresentaram mutações gênicas simultâneas. Dentre os pacientes com 

a mutação K656E do FGFR1, uma (P44) apresentou também a fusão KIAA1549-BRAF e teve 

evolução excelente após ressecção total de um tumor cerebelar – permanece viva e sem 

doença após longo seguimento clínico (quase 10 anos). Os outros dois pacientes foram 

negativos para a fusão KIAA1549-BRAF.  

Entre os pacientes com mutação do BRAF, a paciente que apresentou lesão cerebelar 

com mutação V600K associada à fusão KIAA1549-BRAF, também teve uma excelente evolução 

em seguimento de mais de 11 anos. Já o paciente com tumor suprasselar com mutação V600E 

que apresentou múltiplas recorrências do tumor, não teve amostras disponíveis para análise 

por FISH. 

A ocorrência de alterações simultâneas em proteínas da via MAPK é um evento raro, 

porém descrito por outros autores 18,61,63, entretanto, nos dois estudos que descrevem as 

mutações do FGFR1 em astrocitomas pilocíticos ou astrocitomas pilomixoides não foram 

observados casos com alterações simultâneas de BRAF 42,51. 
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Em resumo, embora o astrocitoma pilocítico seja, em geral, uma neoplasia de bom 

prognóstico e passível de cura com ressecção cirúrgica devido ao caráter não infiltrativo, é 

necessário lembrar que uma parte considerável dos pacientes apresentam evoluções 

desfavoráveis. Quer pela ocorrência de múltiplas recidivas, quer pela localização da lesão em 

áreas eloquentes do SNC, que impedem adequada ressecção, é necessário que se busquem 

alternativas terapêuticas que possibilitem um controle do crescimento dessas neoplasias.  

A dificuldade na obtenção de dados para comparação se deve ao caráter inédito de 

vários achados aqui descritos. Além disso, este estudo abre amplos campos de pesquisa em 

potencial, ao identificar alterações moleculares relacionadas ao prognóstico dos astrocitomas 

pilocíticos e que podem ser alvo de terapêuticas específicas, com drogas como os inibidores 

de FGFR1, inibidores de BRAF de segunda geração e inibidores da SDNP. Os dados aqui 

apresentados também possibilitam a comparação do perfil do astrocitomas pilocíticos com 

outros tumores cerebrais pediátricos e adultos em futuros estudos que expliquem a resposta 

inadequada aos medicamentos já testados no tratamento de tumores cerebrais da infância. 

Por fim, o desenvolvimento de novas drogas-alvo pode futuramente tornar o astrocitoma 

pilocítico, diferentemente de outras neoplasias cerebrais, uma doença potencialmente 

controlável e com melhor qualidade de vida dos pacientes. 
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7- CONCLUSÕES 

- O astrocitoma pilocítico é uma lesão de bom prognóstico, com sobrevida total longa, 

independente de idade de aparecimento da neoplasia, gênero, localização da lesão ou 

ocorrência de Nf1. 

- A expressão imuno-histoquímica aumentada de FGFR1 nos APs pode estar relacionada 

com a mutação K656E e com o baixo ganho no número de cópias do FGFR1. 

 - As mutações do gene FGFR1 foram observadas em lesões cerebelares e determinam 

sobrevida mais curta. 

- Amplificação gênica do FGFR1 não foi um evento observado nesta série de APs. 

- As mutações do gene BRAF são eventos raros nos astrocitomas pilocíticos e não 

interferiram na sobrevida dos pacientes. 

- A fusão KIAA1549-BRAF é o evento molecular mais frequentemente observado nos 

astrocitomas pilocíticos, apresentando correlação positiva com localização cerebelar e 

negativa com a ocorrência de Nf1. 

- A presença da fusão KIAA1549-BRAF é um fator de bom prognóstico nos APs, 

identificando um grupo com maior sobrevida. 

-  A superexpressão de RKIP em astrocitomas pilocíticos ocorre em praticamente todos 

os casos e sugere o bloqueio da via MAPK em sua função de indução de proliferação celular, 

explicando o comportamento indolente dos astrocitomas pilocíticos. 

- A superexpressão de MTAP em quase todos os casos sugere a importância da 

senescência induzida por oncogenes na gênese dos astrocitomas pilocíticos e a perda de 

expressão de MTAP pode identificar um subgrupo de pacientes que responderiam à terapia 

com inibidores da síntese de novo de purinas. 
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Anexo A – Capítulo “Pilocytic Astrocytoma: Anatomic, pathological and molecular aspects.” – 

Capítulo em Open access, disponível em http://www.intechopen.com/books/clinical-

management-and-evolving-novel-therapeutic-strategies-for-patients-with-brain-

tumors/pilocytic-astrocytoma-anatomic-pathological-and-molecular-aspects 
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Anexo B- Aprovação no Comitê de Ética do HCB. 
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Anexo C - Aprovação no Comitê de Ética do HCRP 
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Anexo D – Ficha de coleta de dados clínicos 

 

Projeto de pesquisa: Avaliação da Via MAPK na oncogênese dos astrocitomas pilocíticos 
 

P.I. Aline Becker 
 

1 
Identificação 
 

1 
 

2 
Nome 
 

2 
 

3 
Registro hospitalar 
 

3 
 

4 Data de nascimento 
DD-MM-AAAA 

4  

5 
Sexo 

1- Feminino; 2- Masculino 
5 

 

6 
Local do tumor 

0- Não cerebelo; 1- Cerebelo; 99- Ignorado 
6 

 

7 
Relação com neurofibromatose 

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado 
7 

 

8 Data da cirurgia 
DD-MM-AAAA 

8  

9 
Tipo de cirurgia 

1- Total; 2- Parcial; 99- Ignorado 
9 

 

10 Outro tratamento adjuvante 
ESPECIFIQUE 

10  

11 
Recidiva local 

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado 
11 

 

12 Data da recidiva local 
DD-MM-AAAA 

12  

13 
Crescimento (dissecção parcial) 

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado 
13 

 

14 Data da última informação 
DD-MM-AAAA 

14  

15 
Status 

1- Óbito por CA; 2- Óbito por outras causas;  
3- Vivo com doença; 4- Vivo sem doença 

15 
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Anexo E – Carta de aceite de manuscrito na Pathobiology (Fator de impacto: 2.48). 
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Anexo F – Artigo “Expression of methylthioadenosine phosphorylase (MTAP) in pilocytic  

astrocytomas.”  (Reprodução proibida) 
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6 

Anexo G- Carta de aceite de manuscrito no Journal of Neuropathology and Experimental 

Neurology (Fator de impacto: 4.372). 
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Anexo H - Artigo “KIAA1549:BRAF gene fusion and FGFR1 hotspot mutations are prognostic 

factors in pilocytic astrocytomas.” – Artigo em Open access, disponível em 

http://journals.lww.com/jneuropath/toc/2015/07000 
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