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Resumo da Dissertagao

RESUMO

Introdugao: Meningiomas sdo tumores comuns do sistema nervoso central,
geralmente benignos, com alta taxa de reincidéncia ou recrescimento pos-

operatdrio.

Objetivo: Avaliar a expressédo imuno-histoquimica (IH) das proteinas merlin,
NDRG2, ERBB2 e c-MYC em meningiomas e relacionar os achados com género,

idade, grau tumoral, seguimento e reincidéncia ou recrescimento.

Material e Métodos: Trata-se de um estudo de coorte, foram incluidos 60
pacientes no estudo, 44 mulheres (73,3%) e 16 homens (26,7%), a média de
idade foi de 53,2+12,7 anos. Os tumores foram classificados como grau | (n=48)

e graus Il e Ill (n=12).

Resultados: A expressdo IH de merlin, NDRG2, ERBB2 e c-MYC néo
apresentou associagdo estatisticamente significativa em relagdo ao género,
idade e recorréncia ou recrescimento dos meningiomas. A marcagao foi positiva
para merlin em 100% dos casos. Os pacientes foram seguidos por uma média
de 22,9 meses. Nao houve associagao estatisticamente significativa entre o grau
tumoral e a recorréncia ou recrescimento. Encontramos associagao
estatisticamente significativa entre a meédia de idade dos pacientes com
meningiomas de grau | (54,83+11,60) e graus de Il e 11l (46,58+15,08) (p=0,043),
entre a marcagao forte de c-MYC e os graus Il e Il (p<0,001) e entre a ressecg¢éo

cirurgica parcial e a reincidéncia ou recrescimento tumoral (p<0,001).



X

Conclusdes: Nossos achados evidenciaram a menor média de idade em
pacientes com meningiomas de graus Il e lll, a influéncia da proteina merlin na
tumorigénese, a associacdo de c-MYC com meningiomas agressivos e a

reincidéncia ou recrescimento tumorais nos casos de ressecgao cirurgica parcial.

Palavras-chave: meningiomas; imuno-histoquimica; merlin; NDGR2; ERBB2; c-

MYC; tumorigénese; agressividade; reincidéncia.



1. Introducao

Os meningiomas sao os tumores mais comuns do sistema nervoso central
(SNC) em adultos. Representam cerca de 35% dos tumores primarios
intracranianos, originando-se a partir das células aracnoideas das leptomeninges
(Saraf e cols., 2011; Ostrom e cols., 2013). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), cerca de 80% dos meningiomas sao benignos, possuem
crescimento lento e sado classificados como grau |, os meningiomas atipicos
como grau Il e os meningiomas anaplasicos como grau lll (Perry e cols., 2004;
Riemenschneider e cols., 2006).

A maior incidéncia de meningiomas € entre a sexta e a sétima décadas de
vida, séo significativamente mais presentes em mulheres, na proporg¢ao de 3:1
(Colagoklu e cols., 2003). Diversos fatores, tanto exdégenos como enddgenos,
predispde ao desenvolvimento dos meningiomas. A associagdo exdgena mais
importante é a radiagao ionizante (Lusis e Gutmann, 2004). Dentre os fatores
enddgenos encontram-se os hormdnios sexuais que atuam no desenvolvimento
e no crescimento dos meningiomas (Wrensch e cols., 2002).

Diversos estudos investigaram o papel das proteinas nos processos de
tumorigénese, o comportamento agressivo e a reincidéncia de meningiomas.
Dentre as proteinas estudadas encontram-se: a merlin (produto do gene
neurofibromatose tipo 2), a NDRG2 (produto do gene N-MYC (oncogene da
mielocitomatose viral derivado de neuroblastoma) regulado a jusante 2), a
ERBB2 (produto do gene homdlogo 2 do oncogene viral da leucemia
eritroblastica) e a ¢c-MYC (produto do gene homdlogo ao oncogene v-Myc

(oncogene viral da mielocitomatose aviaria)) (Durand e cols., 2008; Skiriute e



cols., 2011). A proteina merlin, age como supressor tumoral e a deficiéncia ou
perda desta proteina representa a alteragdo genética mais frequentemente
encontrada em meningiomas (Buccoliero e cols. 2007a). A proteina NDRG2 esta
envolvida na diferenciagao celular e supressao tumoral, sendo observada
reducdo ou auséncia da expressdo desta proteina em varios tipos de cancer
(Zhao e cols., 2008). Alteracbes no gene ERBB2 resultam em atividade
oncogénica da proteina, o que pode explicar o porqué de estar altamente
expressa em muitos tipos de tumores malignos (Mahzouni e Movahedipour,
2012). O gene c-MYC desempenha fungdes importantes na regulagao do ciclo
celular, proliferagao, diferenciacdo e apoptose. Mutacbes neste gene estédo
ligadas ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancer. A superexpressao da
proteina c-MYC foi observada em meningiomas atipicos e anaplasicos

(Nagashima e cols., 2001; Dang e cols., 2012).

1.1. Meningioma

1.1.1. Epidemiologia

Os meningiomas sao tumores que, na sua maioria, se apresentam
histologicamente como benignos e possuem crescimento lento (Saraf e cols.,
2011). De acordo com estudo feito pela Central Brain Tumor Registry of the
United States (CBTRUS) entre os anos de 2006 e 2010, os meningiomas
representam 35% dos tumores primarios intracranianos (Ostrom e cols., 2013).
A incidéncia dos meningiomas é de 7,44 para cada 100 mil habitantes, havendo

um aumento significativo apds os 65 anos de idade (Ostrom e cols., 2013). Esta



incidéncia pode ser ainda maior, levando-se em conta que existem casos
assintomaticos (Lusis e Gutmann, 2004). Em relagdo ao género, as mulheres
sao trés vezes mais propensas a desenvolvé-los que os homens (Jaaskelainen,
1986b; Matsuno e cols., 1996; Colagoklu e cols., 2003). Em criangcas e
adolescentes, o desenvolvimento de meningiomas € raro, porém geralmente é
agressivo, podendo estar relacionado as sindromes hereditarias (Marosi e cols.,

2008).

1.1.2. Tumorigénese

A radiacdo ionizante € comprovadamente um fator de risco, mesmo que em
doses baixas, com um periodo de laténcia de até 35 anos, podendo causar
meningiomas atipicos, com altos indices de proliferagcao (Albrecht e cols., 1994;
Lindboe e cols., 1995). Estudos transversais ndo demonstraram ligagao entre o
aumento do uso de telefones celulares com a ocorréncia de meningiomas (Bondy
e Ligon, 1996; Schuz e cols., 2006).

Diversos estudos demonstram a relagdo entre meningiomas e horménios
sexuais (Schlehofer e cols., 1992; Maxwell e cols., 1993; Lee e cols., 2006). Tem-
se observado uma maior incidéncia de meningiomas em mulheres em idade
reprodutiva, portadoras de cancer de mama, assim como alteracdes no tamanho
dos tumores durante o periodo gestacional, ciclo menstrual e menopausa
(Kleihues e cols., 2000; Wrensch e cols., 2002). Receptores de progesterona
estao presentes em aproximadamente dois tergos dos meningiomas. Receptores
de hormdnios andrégenos e receptores de estrogénio estdo presentes em um

décimo dos meningiomas (Blankenstein e cols., 2000).



Os meningiomas podem se originar espontaneamente ou serem
consequéncia de sindromes hereditarias, como a neurofibromatose tipo 2, as
sindromes de Li-Fraumeni, Turcot, Gardner, von Hippel-Lindau, Cowden, Gorlin
e a neoplasia enddcrina multipla tipo | (Hottinger e Khakoo., 2009). Para a
maioria dessas sindromes, a relagao genética exata para o desenvolvimento dos
meningiomas nao foi ainda desvendada.

Os meningiomas foram os primeiros tumores solidos a serem identificados
com uma alteragéo citogenética caracteristica: a anormalidade no brago longo
do cromossomo 22, sendo esta a alteracdo genética mais frequentemente
encontrada em meningiomas (Ragel e cols., 2005; Riemenschneider e cols.,
2006). Nesta banda encontra-se o gene NF2, cujo produto, a proteina merlin (ou
schwannomin), participa da regulagdo do contato intercelular e da motilidade

celular (Zhou e Hanemann, 2012).

1.1.3. Localizagao e Sintomas

Cerca de um tergo dos meningiomas diagnosticados durante a vida sao
assintomaticos (Drummond e cols., 2004). Quando presentes, os sintomas
dependem principalmente da localizagdo do tumor e, na sua maioria, sao
causados pelo aumento da pressao intracraniana (Greenberg, 2006). Os
meningiomas intracranianos somam 98% do total, destes, 60% estao localizados
em regides parassagitais, na convexidade craniana, no tubérculo da sela e no
cume esfenoide. Locais menos comuns incluem o sulco olfatério, foice,

ventriculo lateral, tentério, fossa média e 6rbita (Greenberg, 2006).



Meningiomas na regido do esfenoide geralmente causam cefaleia
unilateral ndo-pulsatil e perda visual unilateral. Tonturas, dores de cabeca e
alteracbes mentais geralmente sao resultado de tumores localizados na
convexidade cerebral, enquanto que tumores localizados na regiao supraselar
podem apresentar-se com perda visual, hemianopsia bilateral e atrofia 6ptica.
Hidrocefalia e anormalidades de campo visual ocorrem em tumores
intraventriculares. Quando o meningioma se localiza no sulco olfatério, podem
ocorrer escotomas centrais, atrofia do nervo 6ptico, papiledema contralateral,
perda homolateral de olfato, além de alteracbes motoras. Perda do equilibrio e
audicdo sao caracteristicas de meningiomas localizados no angulo ponto-
cerebelar. Quando o tumor é na regidao cerebelar, a principal alteragdo é
evidenciada no equilibrio. Quando localiza-se no forame magno, o paciente pode
apresentar paresia espastica e perda de sensibilidade nas extremidades

(Guimaraes e Rosa, 2008).

1.1.4. Classificagao

Os meningiomas sao classificados de acordo com o sistema de
classificacdo da OMS, ver Tabela 1. Mais de 80% dos meningiomas sao
classificados como grau | (Perry e cols., 1997). As histologias mais comuns neste
grau sao os meningiomas meningoteliais, fibroblasticos e transitérios (Whittle e
cols., 2004). Meningiomas de grau | tém caracteristicas pleomorficas e figuras
de mitose ocasionais. Embora essa categoria seja classicamente definida como
benigna, existe um elevado grau de variabilidade, com taxas de recidiva entre

7% a 20% e progresséao para graus mais elevados (Saraf e cols., 2011).



Tabela 1. Subtipos histolégicos de meningiomas de acordo com a OMS.

Grau Frequéncia Histologia % de reincidéncia
I 80%-90% Meningotelial, Psamomatoso, Secretor,
Fibroblastico, Angiomatoso, Rico em 7%-20%

linfoplasmécitos, Transicional, Transicional,
Microcistico, Metaplasico
Il 5%-15% Células claras, Cordoide e Atipico 30%-40%

[l 1%-3% Papilar, Rabdoide e Anaplasico 50%-80%

(Adaptado de Saraf, 2011)

Meningiomas atipicos sao classificados como grau |l e somam de 5% a
15% dos casos (Louis e cols., 2007). A alta atividade mitética (quatro ou mais
mitoses/10 campos de grande aumento) ou trés das cinco caracteristicas de
maior celularidade (alta celularidade, aumento da relagdo nucleo/citoplasma,
nucléolos proeminentes, arranjo arquitetural difuso e necrose) definem o
meningioma como grau Il. Meningiomas cordoides e de células claras tendem a
ser mais agressivos e com uma alta taxa de reincidéncia, estes também séao
classificados como grau Il (Lamszus e cols., 2004). As taxas de reincidéncia séo
entre 30%-40% e a presenga de atividade mitdtica e micronecroses com
pseudopalicadas sao fortes fatores de risco associado a uma elevada
reincidéncia (Perry e cols., 1997).

Meningiomas anaplasicos ou malignos séo classificados pela OMS como
grau lll e representam 1% a 3% dos casos (Perry e cols., 1997). Estes tumores
mostram caracteristicas francas de anaplasia ou um indice mitético maior ou
igual a 20 mitoses/10 campos de grande aumento. Devido a natureza agressiva

de meningiomas rabdoides e papilares, eles s&o designados como grau lll.



Tumores de grau lll tém maior frequéncia de invaséo local, reincidéncia e
metastases. O progndstico € pobre neste grupo de pacientes, com taxas de
reincidéncia de 50% a 80% e uma média de tempo de sobrevida proxima a dois

anos (Perry e cols., 1999).

1.1.5. Tratamento

Os meningiomas possuem crescimento lento e muitos permanecem
assintomaticos ao longo da vida, sendo necessario apenas o acompanhamento
clinico periddico. No entanto, casos sintomaticos podem surgir devido a presséo
elevada no interior do cranio, para estes casos € necessario tratamento (Lee e
cols., 2006). O tratamento destes meningiomas depende de fatores relacionados
ao paciente como: idade, estado clinico, comorbidades médicas, sintomas e a
localizagdo do tumor. Para pacientes que sdo considerados aptos a cirurgia, o
objetivo da terapia € a ressec¢ao completa (Jaaskelainen e cols., 1986a; Wilson,
1994; Rutten e cols., 2007). Assim como em outros tumores cerebrais, a
integralidade de resseccao € determinada nas primeiras 72 horas pos-
operatdrias, utilizando-se imagens cerebrais com contraste, como tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética (Rockhill e cols., 2007).

A cirurgia tende a se mostrar eficaz no tratamento de meningiomas
benignos e a sua reincidéncia é rara (Sioka e Kyritsis, 2009). Para meningiomas
recorrentes ou 0os que se apresentam inoperaveis devido a sua localizacao, a
radioterapia se mantém como tratamento de escolha (Fathi e Roelcke, 2013).
No entanto, se repetidas ressecgdes e a radioterapia nao atingirem o controle

tumoral, a terapia hormonal, a imunoterapia ou a quimioterapia podem ser



indicadas. Agentes antiprogesterona e antiestrogeno isolados ou em
combinacdo com os bloqueadores de canais de calcio podem ser benéficos
durante um periodo de tempo em meningiomas benignos recorrentes. O
interferon-alfa ou a quimioterapia devem ser considerados em todos os casos de
meningiomas recorrentes (benignos, atipicos ou malignos) apés falha de todos
os outros tratamentos. A hidroxiureia € o agente quimioterapico mais comumente
utilizado, novos estudos vém sendo realizados a fim de estabelecer o papel da
somatostatina, lovastatina e drogas anti-inflamatérias nao esteroides na gestéao

de meningiomas recorrentes (Sioka e Kyritsis, 2009).

1.1.6. Reincidéncia

Reincidéncia é o retorno da doenga apds aparente remissdo da mesma
(Dorland, 2011). Os fatores mais importantes que determinam a probabilidade
de reincidéncia de um meningioma sao a extensao da ressecc¢éo do tumor e o
grau histolégico (Simpson, 1957).

Em 1957, Donald Simpson estabeleceu um sistema de graduagido da
extensao da ressecg¢ao de meningiomas, o qual se divide em 5 graus (Simpson,

1957). Ver Tabela 2.



Tabela 2: Sistema de classificagdo de Simpson e risco de reincidéncia

Grau da extensao Ressecgao tumoral Risco de reincidéncia

I Completa remogao macroscopica, 9%
juntamente com dura-mater e 0sso
anormal
Il Completa remog&o macroscoépica, com 16%
coagulacao endodérmica de sua
fixagédo dural
1] Completa remogao macroscopica 29%
intradural, sem coagulacao de sua
fixagdo dural ou de suas extensodes
extradurais
Y Remocéo parcial 39%

\% Simples descompresséao -

(Adaptado de Simpson, 1957)

Em relacdo ao grau histologico, apds a ressecgao cirurgica total, os
meningiomas benignos (grau |) estdo associados a taxas de reincidéncia de
apenas 5% em 5 anos. Em contraste, a taxa de reincidéncia estimada para
meningiomas atipicos (grau |l) totalmente ressecados € de cerca de 40% em 5
anos e esta continua a aumentar com tempo. Meningiomas anaplasicos (grau lll)
estdo associados com taxas de reincidéncia de até 80% apos a resseccao
cirurgica e a sobrevida média é inferior a dois anos (Perry e cols., 1999;
McLendon e cols., 2006; Riemenschneider e cols., 2006). No entanto,
considerando numeros absolutos, os meningiomas com carater benigno
apresentam maior reincidéncia, levando-se em conta que correspondem a mais
de 80% do total (Monleon e cols., 2010).

Além da extensdo da ressecgcdo e do grau histologico estarem
intimamente relacionados com a reincidéncia, existe a hipétese de que

receptores de hormdnios sexuais possam estar envolvidos no desenvolvimento,
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crescimento e reincidéncia de meningiomas (Korhonen e cols., 2006). Rubinstein
e cols. (1994) encontraram uma alta concentracdo de receptores de
progesterona em meningiomas reincidentes quando comparado com
meningiomas primarios. Fewings e cols. (2000) descreveram que meningiomas
com receptores de progesterona positivos sdo menos propensos a reincidéncia
do que os que nao possuem receptores de progesterona (Rubinsteins e cols.,
1994; Fewings e cols., 2000). Em meningiomas com receptores de estrégeno
positivos, o indice de proliferagdo, medido através do Ki-67, € maior do que em
meningiomas com receptores de estrogeno negativo (Korhonen e cols., 2006). A
presenca de receptores de estrogeno e andrégeno nao esta ligada diretamente
a reincidéncia dos meningiomas, entretanto, a presenca desses receptores foi
detectada em um quarto dos meningiomas de graus Il e Ill (Korhonen e cols.,
2006).

A superexpressao de ERBB2 esta ligada a uma alta taxa de reincidéncia
e mortalidade em pacientes com cancer de mama (Slamon e cols., 1987; Paik e
cols., 1990). Em meningiomas, a expressdo imuno-histoquimica de ERBB2 é
maior em tumores de grau Il e Ill e a taxa de reincidéncia em tumores com

ERBB2 positivo é de 50% (Loussouarn e cols., 2006; Wang e cols., 2010).

1.1.7. Agressividade

Os meningiomas recorrentes tendem a se tornar mais agressivos e
malignos em suas caracteristicas ao longo do tempo, embora esta evolugao
temporal possa ser variavel (Yang e cols., 2008). De acordo com a OMS,

meningiomas de graus Il e Ill sdo considerados agressivos, no entanto, cerca de
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20% dos meningiomas histologicamente benignos (grau 1) podem ser
clinicamente agressivos (Perry e cols., 1999; Ferraro e cols., 2014). As
caracteristicas histolégicas associadas com o comportamento agressivo
incluem: perda de citoarquitetura, aumento da celularidade, alta atividade
mitética, presenca de necrose, pleomorfismo nuclear e invasao do parénquima
cerebral (Karamitopoulou e cols., 1998; Abramovich e Prayson, 1999).
Meningiomas recorrentes tendem a ser mais agressivos, quando comparados
com meningiomas primarios e sdo mais comuns em homens do que em
mulheres (Perry e cols., 1997; Engenhart-Cabillic e cols., 2006). As taxas de
sobrevida de pacientes com meningiomas de graus Il e lll sdo de 65% em 5 anos
e de 51% em 10 anos (Pasquier e cols., 2008).

As aberragdes cromossébmicas também estdo envolvidas na
agressividade de meningiomas. Meningiomas benignos raramente possuem
alguma alteragdo além de perdas no cromossomo 22. Porém, alteragdes
cariotipicas mais complexas sao encontradas em meningiomas de
comportamento mais agressivo (Liu e cols., 2005). A progressdo maligna,
levando em conta a teoria da evolugao clonal, esta associada com uma gradual
aquisi¢cao cumulativa de ganhos e perdas cromossOmicas, produzindo subclones
mais agressivos e com maior capacidade de crescimento (Weber e cols., 1997;
Lépez-Ginés e cols., 2003). A baixa regulagdo do gene supressor tumoral
NDRG2 estad associada com meningiomas clinicamente agressivos (Lusis e
cols., 2005).

Meningiomas atipicos e anaplasicos possuem alteragdes cariotipicas
mais amplas em comparagao com os benignos, como perdas no brago curto do

cromossomo 1, 10q, 14q e perdas menos frequentes em 6q e 18q, além de
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ganhos cromossémicos em 1q, 9q, 12q, 159, 17q e 20g (Liu e cols., 2005;
Mawrin e cols., 2010). Em adi¢ao a estas alteragdes genéticas, meningiomas
anaplasicos apresentam perdas mais frequentes em 6q, 10q, 14q, € 9p com
amplificacdo de 17923. Alteragdes epigenéticas, incluindo o aumento de ilhas de
hipermetilacdo, também tém sido associadas com a progressao maligna dos
meningiomas (Ozaki e cols., 1999; Blschges e cols., 2002; Riemenschneider e

cols., 2006).

1.2. Proteinas

1.2.1. Merlin

Neurofibromatose tipo 2 (NF2) é um gene supressor tumoral que se
localiza no brago longo do cromossomo 22, entre os locus D22S5212 e D22S28,
codifica a proteina denominada merlin (ou schwannomin) e afeta multiplas vias
de sinalizagédo celular (Ruttledge e cols., 1993; Evans e cols.,1998; Okada e
cols., 2007). A proteina merlin € um membro da familia MERM (merlin, ezrina,
radixina e moesina), que sao proteinas de adesao celular. Esta proteina liga-se
por um lado com a actina (citoesqueleto) e por outro com proteinas
transmembranas, como o CD44 (grupo de diferenciagao 44), o EGFR (receptor
de fator de crescimento epidérmico) e a LAYN (/ayilin protein) (Murthy e cols.,
1998; Wiederhold e cols., 2004; Kumar e cols, 2005; Curto e cols., 2008;
Asthagiri e cols., 2009). Tendo o papel de adesao, a proteina merlin fornece uma
ligacao importante entre o meio extracelular e as vias de sinalizagao celular, evita

os efeitos da sinalizagdo mitogénica aberrante na oncogénese, tornando-se a
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unica proteina da familia MERM que possui atividade de supressao tumoral
(Morrison e cols., 2001).

Mutag¢des no gene NF2 causam uma doenga autossdmica dominante que
recebe o mesmo nome do gene e afeta 1 a cada 33.000 criangas e jovens
adultos, caracterizada pelo desenvolvimento de multiplos tumores que afetam
principalmente o SNC (Evans e cols., 1998; Evans e cols., 2010). As mutagdes
no NF2 podem ser de linha germinativa (70%) ou mosaico-somaticas (30%),
sendo que na ultima as mutagdes estao presentes apenas em algumas células
(Baser e cols., 2005). A maioria dos tumores de SNC associados a
neurofibromatose tipo 2 sdo meningiomas, schwannomas e ependimomas
(Ahronowitz e cols., 2007). A perda ou inativacdo do gene NF2 também se
mostra crucial no desenvolvimento de outros tipos de cancer, como
mesoteliomas altamente agressivos, cancer de mama e gliomas (Morrow e cols.,

2011; Evans e cols., 1992).
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Proteina
Transmembrana

Merlin

Citoesqueleto

Figura 1. Proteina merlin ligada a proteina transmembrana e ao citoesqueleto.

(Adaptada de Curto e cols., 2007).

1.2.1.1. Merlin em meningiomas

As mutagdes em ambos os alelos do gene NF2 levam a perda da
producao da proteina merlin, sendo esse o defeito genético mais comum em
meningiomas. Aproximadamente 50% dos meningiomas esporadicos e a grande
maioria dos ligados a neurofibromatose tipo 2 tem mutagdes neste gene. Nos
50% restantes, ha evidéncias de um mecanismo adicional de inativagdo da
proteina merlin, como a protedlise da proteina merlin mediada por calpaina, ou
ainda, metilagao aberrante da extremidade 5’ do gene NF2 (Kimura e cols., 1998;
Lomas e cols., 2005). Mutagdes na proteina merlin sdo geralmente associadas
a um defeito genético inicial em meningiomas e sao necessarios defeitos

genéticos adicionais para que os tumores progridam de grau | para os graus Il e
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lll. Parece ndo haver correlagao entre a mutagao da proteina merlin e o grau do
meningioma. Mutagdes no gene NF2 sdao menos presentes nos subtipos
histolégicos meningotelial e secretor (Riemenschneider e cols., 2006; Simon e
cols., 2007). Buccoliero e cols. (2007b) analisaram, através de qRT-PCR, a
expressao de NF2 em 30 meningiomas. Houve diferenga significativa entre
meningiomas meningoteliais, que mostraram maior expressao de NF2 e
meningiomas nao-meningoteliais. Nao foi detectada diferenga significativa de
expressao entre os meningiomas de diferentes graus (Buccoliero e cols., 2007b).
Estudo de Pavelin e cols. (2014), através da técnica de imuno-histoquimica
também né&o detectou diferenga significativa na expressao da proteina merlin em
meningiomas de diferentes graus. Esses dados reforcam a hipotese de que
alteragdes no gene NF2 estao relacionadas com o tipo histoldégico e ndo com o

grau dos meningiomas (Buccoliero e cols., 2007b; Pavelin e cols., 2014).

1.2.2. NDRG2

O gene NDRG2 (N-MYC (oncogene da mielocitomatose viral derivado de
neuroblastoma) regulado a jusante 2) localiza-se no brago longo do cromossomo
14, na regidao 11.2 e codifica uma proteina com 41 kDa (kilodalton) (Okuda e
Kondoh, 1999; Qu e cols., 2002). Observou-se que a superexpressao do gene
NDRG2 in vitro tem o potencial de inibir a proliferacdo de células de
glioblastomas (Deng e cols., 2003). De acordo com sua fung¢ao potencial como
um supressor tumoral, a baixa expressao do gene NDRG2 é encontrada em
varios tipos de cancer humanos como mama, estdbmago, pancreas, figado, assim

como em carcinomas colorretais (Hu e cols., 2004; Liu e cols., 2007; Lorentzen
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e cols., 2007; Park e cols., 2007). Ha uma provavel correlagéo inversa entre o
nivel de expressao do gene NDRG2 e a taxa de proliferagao celular. Analisando
esta hipotese, Deng e cols. (2003) avaliaram o padrao de expressao do gene
NDRG2 em células e tecidos através da técnica de Northern Blot. Sinais
proeminentes de hibridizacdo foram detectados em tecidos de musculo, cérebro,
coragao, figado e, em menor grau, no rim. Em tecidos adultos os maiores niveis
de expressdo encontravam-se em glandulas salivares, diversos tecidos neurais
e musculo esquelético. Além disso, 0 mMRNA de NDRG2 foi praticamente
indetectavel em timo, medula 6ssea, testiculos e leucécitos do sangue periférico

(Deng e cols., 2003).

1.2.2.1. NDRG2 em meningiomas

Lusis e cols. (2005) observaram baixa expressdao de NDRG2 em
meningiomas atipicos com comportamento clinicamente agressivo (grau Il) e em
meningiomas anaplasicos (grau lll) (Lusis e cols., 2005). Em estudo realizado
por Skiriute e cols. (2011) foi detectada, através de RT-PCR semiquantitativo,
baixa expressdo de mRNA de NDRG2 em meningiomas recorrentes quando

comparados com meningiomas primarios. (Skiriute e cols., 2011).

1.2.3. ERBB2

O proto-oncogene ERBB2 esté localizado no cromossomo 1721, codifica
uma proteina receptora transmembrana de 185 kDa com atividade

tirosinoquinase intracelular. A proteina possui, em sua estrutura, um dominio
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extracelular de contato com o ligante, um dominio transmembrana e um dominio
catalitico intracelular (Slamon e cols., 1987). O receptor ERBB2 pertence a
familia dos EGFR, os quais localizam-se na membrana celular e atuam ligando-
se a fatores de crescimento extracelulares, originando reag¢des celulares como

proliferagcéo, diferenciacdo, migragéo, adesao e apoptose (Wang e cols., 2011).

Dominio extracelular

Dominio transmembrana

Dominio intratracelular
Membrana celular

Figura 2. Representacao esquematica da proteina ERBB2. (Adaptado de Herter-Sprie

e cols., 2013).

O gene ERBB2 desempenha um importante papel nas neoplasias
humanas. A superexpressao da proteina do gene ERBB2 foram detectadas em
muitos tipos de neoplasias (Freireich e Stass, 1995). Estudos demonstram que
pacientes com tumores que superexpressam ERBB2 apresentam uma clinica
significativamente pobre em relagdo aos pacientes cujos tumores né&o
apresentam essa superexpressao (Slamon e cols., 1987; Slamon e cols., 1989;

Berchuck e cols., 1990).
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1.2.3.1. ERBB2 em meningiomas

Em estudo utilizando a técnica de imuno-histoquimica, a expressao de
ERBB2 foi detectada em 43% de meningiomas, sem diferenca significativa entre
0s graus, género ou o fato do tumor ser recorrente ou primario (Mahzouni e
Movahedipour, 2012). Wang e cols. (2010) por meio da técnica de imuno-
histoquimica, demonstrou expressdo de ERBB2 em 15% dos meningiomas
benignos nao-recorrentes, 30% dos meningiomas benignos recorrentes, 35%
dos meningiomas atipicos e 50% dos meningiomas malignos (anaplasicos). Os
dados apresentam diferencga significativa, quanto maior o grau do tumor maior a

expressao de ERBB2 (Wang e cols., 2010).

1.2.4. c-MYC

O gene c-MYC é um proto-oncogene e localiza-se no brago longo do
cromossomo 8 na regiao 8924, tendo sido identificado primeiramente como
homologo celular do oncogene retroviral v-Myc. Faz parte da familia dos fatores
de transcricdo nuclear, os quais regulam os estimulos que chegam ao nucleo
celular e organizam a transcrigdo do DNA e do processo mitético (Vennstrom e
cols., 1982). O ¢c-MYC age no ciclo celular através da regulagdo da progressao
de células primarias da fase G1 (gap 1) para a fase S (sintese) (Heikkila e cols.,
1987). A expressao de c-MYC esta intimamente ligada ao potencial de
proliferacdo da célula. Células em repouso possuem baixa expressao de c-MYC
(Campisi e cols., 1984; Moore e cols., 1987). Apos ser estimulado pelos sinais

de transcri¢gdo, o c-MYC forma um heterodimero com outra proteina, a Max. A
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proteina Max tem estrutura semelhante a c-MYC, com hélice-alga-hélice e ziper
de leucina, sendo considerada como um par na dimerizagdo. O complexo c-
MYC-Max liga-se a regides especificas do DNA, que contenham a sequéncia
CACGTG (E-box (Enhancer Box)), ativa a transcrigéo através da estimulagao de
genes ligados ao crescimento celular, organizando o processo de proliferacéo

celular (Ryan e Birnie, 1996; Mao e cols., 2003).

Vermelho
Max

Azul
c-MYC

> Hélice 2/Ziper
de leucina

Alca

DNA Helice 1

Figura 3. Estrutura do heterodimero formado por ¢c-MYC e Max agindo sobre o DNA.

(Adaptado de Nair e Burley, 2003).

1.2.4.1. c-MYC em meningiomas

O gene c-myc encontra-se superexpresso em diferentes tipos céancer,
contribuindo como causa de, aproximadamente, 40% dos mesmos (Dang, 2009).

Segundo Kazumoto e cols. (1990), ha superexpressado de c-MYC em 63% dos
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meningiomas, ndo havendo diferenga significativa entre os diferentes graus
(Kazumoto e cols., 1990). Em estudo realizado por Nagashima e cols. (2001) em
20 meningiomas, a expressao de c-MYC foi analisada através de imuno-
histoquimica. Meningiomas atipicos e anaplasicos apresentaram expressao de
c-MYC, n&o houve imunomarcacdo de c-MYC em meningiomas benignos

(Nagashima e cols., 2001).

1.3. Técnica de Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica surgiu do desenvolvimento das técnicas de
imunopatologia, durante a década de 1940. Porém, somente a partir de 1974,
quando foi possivel a demonstragcado de antigenos teciduais através da técnica
de imunoperoxidase em tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina, a
imuno-histoquimica foi aceita como método simples e pratico no diagndstico de
patologias (Leong e Wright, 1987; Rosai, 1996; Swanson, 1997; Bodey, 2002).
Com a elaboragao dos anticorpos monoclonais, que ofereceram uma vasta gama
de reagentes extremamente especificos para a demonstracdo de varios
antigenos teciduais ou celulares e com o surgimento da recuperacao antigénica
houve uma grande contribuicdo para a evolugao da imuno-histoquimica (Bodey,
2002). A imuno-histoquimica resultou em um avango consideravel no diagndstico
da patologia cirurgica, e ficou conhecida como a Revolugdo Marrom nos
laboratérios de histopatologia (Leong e Wright, 1987).

As mais importantes aplicacdes da imuno-histoquimica s&o: determinar o
tecido de origem ou érgdo de uma neoplasia indiferenciada; subclassificar

neoplasias; pesquisar fatores prognésticos, terapéuticos e indices proliferativos
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de algumas neoplasias; identificar estruturas, organismos e materiais secretados
pelas células; detectar células neoplasicas metastaticas (Leong e Wright, 1987;
Werner e cols., 2000; Jaffer e Bleiweiss, 2004).

O objetivo da técnica de imuno-histoquimica é reconhecer antigenos e,
desta forma, fazer a identificagcdo de células especificas que se encontram em
uma populacéo celular morfologicamente heterogénea. Os passos basicos do
protocolo de imuno-histoquimica sdo: (1) fixagdo e incorporagédo do tecido em
parafina, (2) corte e montagem da secc¢ao, (3) desparafinizagao e reidratagcao da
seccao, (4) recuperagao antigénica, (5) coloragdo imuno-histoquimica, (6)
contracoloragéo, se necessario, (7) desidratagao e estabilizagdo com meio de
montagem, (8) visualizagdo da coloragdo ao microscopio (Dabbs, 2013). A
técnica de imuno-histoquimica utilizada no presente estudo emprega o uso de
micropolimeros de enzimas. Através deste método, existe a possibilidade de
conjugar grandes quantidades de marcador aos anticorpos, aumentando a
capacidade de amplificacdo, pois desta forma ha maior concentracdo de
enzimas por molécula de antigeno. Devido a grande quantidade de enzimas no
polimero, uma maior quantidade de cromdgeno sera precipitada, o que resulta
numa marcacao mais intensa, aumentando assim a sensibilidade do método,

permitindo detectar até as quantidades mais infimas de antigeno (Dabbs, 2013).
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Figura 4. Esquema do método de imuno-histoquimica (Adaptado de Abelson e cols.,

1999).
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2. Objetivos

Geral
Avaliar a expressao imuno-histoquimica de merlin, NDRG2, ERBB2 e c-MYC em
meningiomas, relacionando com idade, género, grau tumoral, seguimento e

reincidéncia ou recrescimento.

Especificos

a) Avaliar a expresséao IH da proteina merlin em meningiomas;

b) Avaliar a expressao IH da proteina NDRG2 em meningiomas;

c) Avaliar a expressao IH da proteina ERBB2 em meningiomas;

d) Avaliar a expresséao IH da proteina c-MYC em meningiomas;

e) Relacionar a expressao da proteina merlin com idade, género, grau tumoral,
seguimento e reincidéncia ou recrescimento.

f) Relacionar a expressao da proteina NDRG2 com idade, género, grau tumoral,
seguimento e reincidéncia ou recrescimento.

g) Relacionar a expressao da proteina ERBB2 com idade, género, grau tumoral,
seguimento e reincidéncia ou recrescimento.

h) Relacionar a expressao da proteina c-MYC com idade, género, grau tumoral,
seguimento e reincidéncia ou recrescimento.

i) Relacionar o tipo de ressecgao cirurgica com a reincidéncia ou recrescimento
tumoral;

j) Avaliar o tempo de sobrevida livre de reincidéncia ou recrescimento;
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ABSTRACT

Meningiomas are common tumors of the central nervous system, usually
benign, with a high rate of post-surgical recurrence or regrowth. The
immunohistochemical expression (IHC) of the proteins merlin, NDRG2, ERBB2,
and c-MYC in meningiomas were determined and the findings were related with
gender, age, tumor grade, follow-up, and recurrence or regrowth. The study
sample comprised 60 patients, 44 of whom women (73.3%) and 16 (26.7%) men,
with mean age of 53.2+12.7 years. The tumors were classified as grade | (n=48)
and grades Il and Il (n=12). IHC expression of merlin, NDRG2, ERBB2, and c-
MYC was not statistically significantly different regarding gender, age, and
meningioma recurrence or regrowth. Merlin was present in 100% of the cases.
No statistically significant difference was found between tumor grade and
recurrence or regrowth. A statistically significant difference was found between
the mean age of patients with grade | (54.83+11.60) and grades Il and lll
(46.58+15.08) meningiomas (p=0.043), between strong c-MYC expression and
grades Il and Il (p<0.001), and between partial surgical resection and tumor
recurrence or regrowth (p<0.001). The findings show the lower mean age among
grade Il and Ill meningioma patients, the influence of the protein merlin on
tumorigenesis, the association of c-MYC with aggressive meningiomas, and
partial surgical resection with tumor recurrence or regrowth.
Keywords: meningioma; merlin; NDRGZ; ERBB2; c-MYC;

immunohistochemistry.
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INTRODUCTION

Meningiomas represent about 35% of primary central nervous system
(CNS) tumors with a prevalence of 7.44 cases for every one hundred thousand
inhabitants [1]. These lesions can occur at any age group, although they are more
common between those in their 60s and 70s. Women are more likely to develop
these tumors at a 3:1 ratio. The World Health Organization (WHO) classifies
meningiomas into three groups: benign (grade 1), atypical (grade Il), and
anaplastic (grade Ill) [2,3]. Surgery is effective in treating most meningiomas,
however, some patients have inoperable, invasive, recurring, or malignant
tumors, which often require alternative therapies other than resection [4,5].

Gene NF2 is located in one of the regions commonly involved in
meningioma tumorigenesis, the long arm of chromosome 22. The protein merlin,
a product of gene NF2, acts as a tumor suppressant and its deficiency or absence
is the most commonly found genetic alteration in meningiomas [6]. Gene NDRG2
is involved in cell differentiation and tumor suppression and the partial or
complete loss of its expression is observed in several aggressive tumors [7].
Protein ERBB2 is a transmembrane receptor with tyrosine kinase activity and is
involved in proliferation, differentiation, migration, adhesion, and apoptosis [8].
The underexpression of ERBB2 is significantly associated with recurrence in
meningiomas [9]. Protein c-MYC is involved in growth regulation and cellular
metabolism. Mutations in this protein are linked to the development of cancers.
Overexpression of c¢-MYC has been observed in glioblastomas,
medulloblastomas, and atypical and anaplastic meningiomas [10-13]. In order to

better define the factors that lead to meningioma tumorigenesis, aggressiveness,
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and recurrence, the present study investigated the immunohistochemical
expression (IHC) of the proteins merlin, NDRG2, ERBB2, and c-MYC, relating

the findings to gender, age, tumor grade, follow-up, and recurrence or regrowth.

MATERIALS AND METHODS

The study included tumor tissue samples from patients with
anatomopathological diagnosis of meningioma who underwent surgical resection
by the same surgeon (NPF) at Hospital Sdo José in the Complexo Hospitalar
Santa Casa de Porto Alegre between June 2013 and January 2015. The tumors
were classified according to the histological criteria of the WHO regarding their
subtypes and grades. The patients’ records provided clinical data such as age,
gender, type of surgical resection, and rate of survival free of recurrence or
regrowth. Recurrence was considered the reappearance of the tumor after total
macroscopic resection, while regrowth was considered the enlargement of the
tumor after partial macroscopic resection [9]. The study was approved by the
Ethics Committee of ISCMPA and UFCSPA wunder CAAE protocol
12559313.2.0000.5335 and was conducted in compliance with the Declaration of
Helsinki. All patients signed an informed consent prior to inclusion in the study
and their anonymity was preserved.

For immunohistochemical analysis, tumor tissue samples were fixed in
10% buffered formalin and embedded in paraffin. Blocks were sectioned at 4 um,
deparaffinized, and rehydrated. Antigen recovery for merlin and NDRG2 was
carried out with sodium citrate (pH 6.0), while Tris-EDTA (pH 9.0) was used for

ERBB2 and c-MYC. To block endogenous peroxidase we used 5% hydrogen
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peroxide in methanol. A 5% skimmed milk in PBS solution was used to prevent
nonspecific bindings. The polymer system method (Advance™ HRP Enzyme;
Dako, Carpinteria, CA, USA) was applied to detect merlin (anti-NF2/merlin
polyclonal antibody, 1:400 dilution; Abcam, Cambridge, MA, USA; catalog no.
ab30329), NDRG2 (anti-NDRG2 polyclonal antibody, 1:100 dilution; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; catalog no. sc-50345), ERBB2 (anti-
ERBB2 polyclonal antibody, clone CB11, 1:200 dilution; Novocastra
Laboratories, Newcastle Upon Tyne, UK; catalog no. NCL-CB11), and c-MYC
(anti-c-MYC polyclonal antibody, clone Y69, 1:30 dilution; Biocare Medical
Concord, CA, USA; catalog no. CME415AK). The primary antibody was replaced
by saline solution as negative control. Breast cancer was used as positive control
for merlin and ERBB2, salivary gland cancer for NDRG2, and small-cell lung
carcinoma for c-MYC.

The presence of proteins merlin [14], NDRG2 [15], ERBB2 [16] in the
cytoplasm and the presence of c-MYC [17] in the nucleus or perinucleus were
considered positive. The slides were assessed by two independent observers
using light microscope.

The results were presented as means and standard deviation for the
continuous variables and relative frequency and percentage for categorical. The
associations were analyzed using the chi-squared test and, when needed,
Fisher's exact test. The Kaplan-Meier method was used to estimate the rate of
survival free of recurrence or regrowth. The statistical significance adopted was
5%. The analyses were carried out on the software SPSS version 22.0 (IBM Corp.

USA).
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RESULTS

Of the 60 patients, 44 were women (73.3%) and the mean age was
53.2£12.7 years. The mean age of grades Il and Ill meningioma patients was
statistically lower when compared to those with grade | (46.58£15.08 vs.
54.83+11.60; p=0.043). According to the WHO classification, 48 cases (80%)
were grade | and 12 (20%) were grades Il and Ill. The histological subtypes were
meningothelial (43.3%), atypical (16.7%), transitional (15%), psammomatous
(10%), fibroblastic (3.3%), microcystic (3.3%), secretory (3.3%), angiomatous
(1.7%), anaplastic (1.7%), and rhabdoid (1.7%).

All cases were positive for merlin, being in 40% low/moderate and in 60%
strong. NDRG2 expression was positive in 93,3% of the cases, weak in 51.6%,
moderate in 35%, and strong in 6.7%. ERBB2 expression was positive in 88.3%
of the meningiomas studied, weak in 31.7%, moderate in 38.3%, and strong in
18.3%. c-MYC expression was positive in 38.3% of the cases, weak in 11.7%,
and strong in 26.6%. See Table 1. A statistically significant association was found
between strong expression of c-MYC and tumor grades Il and Il (p<0.001). No
statistically significant differences were found between the tumor grade and
expression of merlin, NDRG2, or ERBB2. The expression of merlin, NDRG2,
ERBB2, or c-MYC was not statistically different regarding gender, age,
recurrence, or regrowth.

Of the 60 patients in the sample, 33 were followed for an average of 22.9
months (6-84 months). Over that time, two deaths were reported during the
perioperative period and three deaths unrelated with meningioma. The disease

remained stable in 21 patients (63.6%), while seven (21.2%) had recurrence or
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regrowth. Of the patients with recurrence or regrowth (five of grade | and two of
grades Il and Ill), six had primarily undergone partial surgical resection and one
had undergone total surgical resection, two were under clinical follow-up, one
underwent radiation therapy, three underwent reintervention, and one underwent
three more surgical reinterventions. The tumor grade was not related to tumor
recurrence or regrowth. Partial tumor surgical resection was significantly
associated with recurrence or regrowth (p<0.001). According to the Kaplan-Meier
curve, the rate of survival free of recurrence or regrowth was 95.8% over one

year, 75.3% over two years, and 65.8% over three years. See Figure 1.

DISCUSSION

The present study analyzed a representative sample of meningiomas,
which are the most common primary tumor of the CNS. Meningiomas are more
prevalent in women and its incidence increases with age [1]. The mean age of
53.2+12.7 years and the percentage of 73.3% females in the sample,
corresponding to an approximate ratio of 3:1, match previous studies [2, 16, 18].
In our study, when comparing the average age among the degrees, it was
observed that patients with grades Il and Il meningiomas had significantly lower
average age, when compared to those of grade | (46.58+15.08 vs. 54.831£11.60;
p=0.043). Similar age data were reported by Wang et al. [19].

According to the WHO, benign meningiomas correspond to grade | (80-
90%), atypical ones are grade Il (5-15%), and anaplastic are grade Il (1-3%) [20].
Regarding the tumor grades in the present study, 80% were grade | and 20%

were grades |l or lll. These findings match the literature, which reports a higher
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prevalence of grade | tumors. Amatya et al. [21] found 74.3% grade |
meningiomas and 25.7% grades |l and lll, which is similar to the reports by
Korshunov et al. [22] of 76.8% grade | and 23.2% grades Il and Ill meningiomas.

The protein merlin, a product of gene NF2, plays an important role in the
signaling pathways related to cellular growth, division, and communication [23,
24]. There are few studies on IHC merlin expression in meningiomas. Pavelin et
al. [25] studied 170 meningiomas and found merlin expression in 42.4% of them,
40% of the grade | tumors, 53% of the grade I, and 54% of the grade IIl.
Buccoliero et al. [6], analyzing grade | meningiomas, reported merlin expression
in 100% of the cases, the same value found in the present study. This study did
not find any statistically significant difference between IHC merlin expression and
meningioma tumor grade. The protein merlin acts as a tumor suppressor and
plays an important role in cell adhesion, providing a link between the extracellular
medium and the signaling pathways [26]. Its inactivation is involved in the
development of several CNS tumors such as schwannomas, ependymomas, and
meningiomas. No study in the literature has shown a relationship between merlin
expression and meningioma tumor grade, which suggests that merlin is involved
in tumorigenesis, but not in meningioma progression [27, 28].

The protein NDRG2 is associated with the inhibition of proliferation,
invasion, and metastatic potential [29]. Few studies have been published on
NDRG2 in meningiomas. Lusis et al. [30] assessed the IHC expression of
NDRG2 in 49 meningiomas (20 grade | and 29 grades Il and lll). NDRG2
expression was positive in 79% of the grade | meningiomas and in 23% of grades
Il and Ill meningiomas, with a statistically significant difference between the

groups (p<0.001). Skiriute et al. [31] used the real-time PCR technique to analyze
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NDRG2 expression in 35 meningiomas (24 primary and 11 recurring). The
recurring meningiomas had lower expression when compared to the primary
ones. Regarding the histological grade, expression was lower in grade |l
meningiomas compared to grade |. The present study found overall IHC
expression of NDRG2 in 93.3% of the cases, being 93.7% grade | and 91.7%
grades Il and lll, with no statistically significant difference among the grades.
Considering the tumor-suppression role of NDRG2, low levels are found in
clinically aggressive tumors such as grades Il and Ill meningiomas [30, 32, 33].
The protein ERBB2 is associated with cellular proliferation, differentiation,
migration, adhesion, and apoptosis [8]. Loussouarn et al. [9] examined 35
meningiomas, 17 grade | and 18 grades Il and lll, and found ERBB2 expression
in 28.5% of the cases, 29.4% grade | and 26.6% grades Il and Ill. Among the
ones with positive expression, 17.1% had moderate and 11.4% had strong
expression. Of the meningiomas that had positive ERBB2 expression, 50% of the
cases recurred. In the study by Khamis et al. [34], of the 38 cases, 34.2% had
positive ERBB2 expression, 29% for grade | and 57.1% for grades Il and Ill, with
no statistically significant difference between ERBB2 expression and tumor
grade. Mahzouni and Movahedipour [16] evaluated 72 meningiomas and
reported that 43% were positive for ERBB2, being 55% grade | and 38.5% grades
Il and Ill. No difference was found among protein expression, tumor grade, or the
presence of a primary or recurring tumor. Torp et al. [35], when analyzing
meningiomas of different grades, found overall ERBB2 expression in 63.1% of
the cases, being 68.7% grade | and 33.3% grade Il meningiomas. Chozick et al.
[36] analyzed 52 benign and atypical meningiomas and found ERBB2 expression

in 100% of the cases. The present study found 88.3% of ERBB2-positive tumors.
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Among those, 31.7% had weak, 38.3% had moderate, and 18.3% had strong
expression. 87.5% of grade | and 91.6% of grade Il and Ill tumors were ERBB2
positive. ERBB2 overexpression is involved in the increase of properties related
to cancer-cell metastasis, invasion, angiogenesis, and survival, which leads to
resistance to therapies and poor response to treatment [37].

c-MYC plays a role in cellular proliferation and mutations may lead to
neoplasias [12]. Nagashima et al. [12] investigated IHC expression of c-MYC in
20 meningiomas (17 grade |, two grade Il, and one grade Ill) and found that 100%
of grades Il and Ill tumors were c-MYC positive while all grade | ones were
negative. In the study by Ng and Chen [38], 19.6% of the 51 meningiomas were
c-MYC positive, 11.8% of those with grade |, 5.9% of those with grade Il, and
1.9% of those with grade Ill. Durand et al. [17] analyzed c-MYC expression in 26
meningiomas and found that 42.3% were positive, with weak expression in 30.8%
and strong expression in 11.5%. The present study found 38.3% of c-MYC-
positive tumors, 26.6% with weak expression and 11.7%, strong. Regarding
tumor grade, 26.7% of grade | and 11.6% of grades Il and Ill had c-MYC
expression. A statistically significant difference was found between strong c-MYC
expression and grades Il and Il (p<0.001). C-MYC expression is related to tumor
aggressiveness, to malign and recurring meningiomas, and to poor clinical
prognostic [12, 39].

Meningiomas originate in arachnoid cells and may appear at any site in
the CNS [40, 41]. Even after surgical resection, recurrence is common and is
usually associated to malignancy and subtotal tumor resection [20, 42]. In studies
that followed between 15 and 275 patients, the mean follow-up was between 16

and 108 months. Feigl et al. [50] followed 127 meningioma patients for a mean
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period of 29.3 months (11 to 61 months), a similar result to that found in the
present study, in which the average follow-up time of 33 patients was 22.9 months
(range 6-84 months).

Meningioma recurrence or regrowth rates range from 11.7% to 38.8%
depending both on the number of patients studied and on the follow-up length
[44-46, 48, 49, 51]. In the present study, the rate was 21.2%, similar to the value
reported by Violaris et al. [47] of 21.5% for 275 patients were followed for average
period of 77 months.

Regarding the histological grade, ildan et al. [51], when analyzing
meningiomas of different tumor grades, found a statistically significant difference
between grades Il and Ill and tumor recurrence or regrowth. In the studies by
Violaris et al. [47] and Nowac et al. [48], tumor grade was not significantly related
with recurrence or regrowth, matches the results in the present study.

When meningiomas are resectable and there is no contraindication, total
surgical resection is the first-line treatment and recurrence or regrowth rates
range from 0% to 38.8% [45, 52]. In partial surgical resection, recurrence or
regrowth rates range from 22.3% to 51.3% [47, 53]. In the present study, the
meningiomas that underwent partial surgical resection had significantly higher
recurrence or regrowth rates, matching the data by Violaris et al. [47], who
reported that surgical resection extension was significantly associated to
meningioma recurrence or regrowth.

Violaris et al. [47] analyzed grades |, I, and Ill meningiomas and found a
rate of survival free of recurrence or regrowth of 86.3% in three years, 74.3% in
five years, and 66.7% in 10 years. Kim et al. [45] assessed 67 grade Il

meningiomas and found a rate of 67.8% in five years and 28.3% in 10 years. De
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Jesus et al. [44] followed 119 patients with meningiomas of different grades and
reported a rate of 94% in three years and 81% in five years. Previous study by
the research group of the present paper followed 80 patients with meningiomas
of different grades and found a rate of 82.7% in three years [54]. In the present
follow-up, the rate of survival free of recurrence or regrowth was 95.8% in one
year, 75.2% in two years, and 65.8% in three years.

In the present study, malignant meningiomas (grades Il and Ill) are
significantly more prevalent in younger patients and the influence of the protein
merlin on meningioma tumorigenesis was evidenced through its IHC expression
in all cases. A significant association was found between the strong c-MYC
expression and grades Il and Ill meningiomas, reinforcing its relationship with
more aggressive tumors. Partial surgical resection was significantly related to the

higher recurrence or regrowth rates in meningiomas.
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Table 1. Association between IHC expression of merlin, NDRG2, ERBB2, c-

MYC, and tumor grade

Grade | Grades Il p
IH expression  n (%) and Il
n (%)
merlin
absent 0 (0%) 0 (0%)
weak/moderate 21 (35%) 3 (5%) 0.329
strong 27 (45%) 9 (15%)
NDRG2
absent 3 (5%) 1(1.7%)
weak 27 (45%) 4 (6.7%)
moderate 14 (23.3%) 7 (11.7%) 0.224
strong 4 (6.6%) 0 (0%)
ERBB2
absent 6 (10%) 1(1.7%)
weak 16 (26.7%) 3 (5%)
moderate 20 (33%) 3 (5%) 0.138
strong 6 (10%) 5 (8.3%)
c-MYC
absent 32 (53.3%) 5(8.3%)
weak 15 (25%) 1(1.7%) <0.001
strong 1(1.7%) 6 (10%)*

*significant difference
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Figure 1. Kaplan-Meier curve showing the rate of survival free of recurrence or

regrowth in meningiomas analyzed
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4. Consideracgoes finais

Em relacdo a expressao IH, todos os meningiomas apresentaram
positividade para Merlin e a maioria apresentou positividade para NDRG2 e
ERBB2, sem diferenga entre a expressao dessas proteinas e a idade, género,
grau tumoral e reincidéncia ou recrescimento. Encontrou-se relagao significativa
entre a expressao de c-MYC nos meningiomas de graus Il e Illl. Meningiomas
com caracteristicas de malignidade sdo mais frequentes em pacientes mais
jovens e a ressecgao cirurgica parcial mostrou-se relacionada a maior
reincidéncia ou recrescimento dos meningiomas.

Estudos com tempo de seguimento mais longo, com a utilizacdo de
técnicas complementares sao necessarios para ampliar o conhecimento em
relacdo a biologia da tumorigénese, agressividade e reincidéncia dos
meningiomas, visando melhorar o acompanhamento e a abordagem terapéutica

desses tumores.



5. Anexos
5.1. Consideracdes éticas

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre conforme parecer substanciado n°
12559313.2.0000.5335 e esta de acordo com as normas brasileiras
estabelecidas para pesquisas com seres humanos. Foram respeitados os
requisitos quanto a confidencialidade das informacbdes, de acordo com
determinagdes da Resolugdo 466/12, mantendo-se o compromisso ético e legal
do anonimato e sigilo dos dados dos prontuarios. Todos os pacientes assinaram

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de
meningiomas

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 12559313.2.0000.5335

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 311.799
Data da Relatoria: 20/06/2013

Apresentagio do Projeto:
A pesquisa se caracteriza por um estudo transversal prospectivo com o objetivo de avaliar a expresséo de
genes associados com a tumorigénese, agressividade e reincidécia de meningiomas.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a expressao de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de meningiomas

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nao ha riscos para os pacientes participantes da pesquisa.
Os beneficios serdo gerados a partir de uma maior produgédo de conhecimento cientifico sobre a doenga.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:
Toda a pesquisa que implique na produgéo, avango e consequente aplicagdo de conhecimentos para a
melhoria das condi¢cbes de saude e vida das populagdes é extremamente valida.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Adequados

Recomendagdes:
Recomenda-se a aprovacgéo do projeto de pesquisa.

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE %m mo
PORTO ALEGRE

Continuagéo do Parecer: 311.799

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Pelo deferimento.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Considerag¢ées Finais a critério do CEP:
De acordo com o Parecer do Relator.

PORTO ALEGRE, 21 de Junho de 2013

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda

(Coordenador)
Enderego: Rua Sarmento Leite ,245
Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE QWW
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de
meningiomas

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 12559313.2.3001.5345

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 599.380-0
Data da Relatoria: 20/06/2013

Apresentagio do Projeto:
A pesquisa se caracteriza por um estudo transversal prospectivo com o objetivo de avaliar a expresséo de
genes associados com a tumorigénese, agressividade e reincidécia de meningiomas.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a expressao de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de meningiomas

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nao ha riscos para os pacientes participantes da pesquisa.
Os beneficios serdo gerados a partir de uma maior produgédo de conhecimento cientifico sobre a doenga.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:
Toda a pesquisa que implique na produgéo, avango e consequente aplicagdo de conhecimentos para a
melhoria das condi¢cbes de saude e vida das populagdes é extremamente valida.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Adequados

Recomendagdes:
Recomenda-se a aprovacgéo do projeto de pesquisa.

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE QW““
PORTO ALEGRE

Continuagdo do Parecer: 599.380-0

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Pelo deferimento.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Considerag¢ées Finais a critério do CEP:
De acordo com o Parecer do Relator.

PORTO ALEGRE, 11 de Abril de 2014

Assinador por:

José Geraldo Vernet Taborda
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer nimero 599380 gerado na data 21/06/2013 18:57:26, onde
o numero CAAE foi alterado de 12559313.2.0000.5335 para 12559313.2.3001.5345.

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245
Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO QWW
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de
meningiomas

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 12559313.2.0000.5335

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 487.691
Data da Relatoria: 11/12/2013

Apresentagao do Projeto:
Descrita e aprovada conforme parecer consubstanciado 279.327 emitido em 22/05/2013.

Objetivo da Pesquisa:
De acordo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
De acordo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Projeto aprovado pelo CEP e em andamento na Instituigcao.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
De acordo.

Recomendacgoées:
Préximo relatorio devera ser submetido ao CEP em 09/06/2014.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Relatoério semestral de andamento esta de acordo.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO W‘m
ALEGRE - ISCMPA

Continuagéo do Parecer: 487.691

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Considerag¢ées Finais a critério do CEP:

Apoés a avaliagao do relatério parcial de andamento apresentado pelo Pesquisador, o presente Comité néo
encontrou 6bices quanto a continuagdo do desenvolvimento do estudo em nossa Instituicao.

PORTO ALEGRE, 11 de Dezembro de 2013

Assinador por:

Claudio Teloken
(Coordenador)

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br

Pagina 02 de 02



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE QWW
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de
meningiomas

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 12559313.2.0000.5335

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 512.704
Data da Relatoria: 16/01/2014

Apresentagio do Projeto:
A pesquisa se caracteriza por um estudo transversal prospectivo com o objetivo de avaliar a expresséo de
genes associados com a tumorigénese, agressividade e reincidéncia de meningiomas.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a expressao de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de meningiomas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nao ha riscos para os pacientes participantes da pesquisa.

Os beneficios serdo gerados a partir de uma maior produgédo de conhecimentos cientifico sobre a doenga.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
Descrita e aprovada conforme parecer consubstanciado 279.327 emitido em 22.05.2013.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Adequados.

Recomendagdes:

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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CIENCIAS DA SAUDE DE Wﬂp
PORTO ALEGRE

Continuagéo do Parecer: 512.704

Préximo relatério devera ser submetido ao CEP em 09.06.2014.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Relatério semestral de andamento aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Término do Projeto dez/2014.
De acordo com o Parecer do Colegiado.

PORTO ALEGRE, 21 de Janeiro de 2014

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda

(Coordenador)
Enderego: Rua Sarmento Leite ,245
Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE QWW
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de
meningiomas

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 12559313.2.3001.5345

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 599.382-0
Data da Relatoria: 16/01/2014

Apresentagio do Projeto:
A pesquisa se caracteriza por um estudo transversal prospectivo com o objetivo de avaliar a expresséo de
genes associados com a tumorigénese, agressividade e reincidéncia de meningiomas.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a expressao de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de meningiomas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nao ha riscos para os pacientes participantes da pesquisa.

Os beneficios serdo gerados a partir de uma maior produgédo de conhecimentos cientifico sobre a doenga.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
Descrita e aprovada conforme parecer consubstanciado 279.327 emitido em 22.05.2013.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Adequados.

Recomendagdes:

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE QW““
PORTO ALEGRE

Continuagdo do Parecer: 599.382-0

Préximo relatério devera ser submetido ao CEP em 09.06.2014.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Relatério semestral de andamento aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Término do Projeto dez/2014.
De acordo com o Parecer do Colegiado.

PORTO ALEGRE, 11 de Abril de 2014

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer nimero 599382 gerado na data 21/01/2014 13:23:30, onde
o numero CAAE foi alterado de 12559313.2.0000.5335 para 12559313.2.3001.5345.

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA

DE MISERICORDIA DE PORTO g

ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Plataoforma

Titulo da Pesquisa: Expressdo de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de

meningiomas
Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima
Area Tematica:
Versdo: 3
CAAE: 12559313.2.0000.5335

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 606.348
Data da Relatoria: 07/04/2014

Apresentagao do Projeto:
De acordo com o parecer consubstanciado de aprovacéo.

Objetivo da Pesquisa:
De acordo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
De acordo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa aprovada e em andamento, relatério parcial de andamento em dia. Encaminhado o cronograma do

estudo atualizado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

De acordo.
Recomendacgdes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Emenda aprovada.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail:

cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO W‘m
ALEGRE - ISCMPA

Continuagéo do Parecer: 606.348

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Considerag¢ées Finais a critério do CEP:

Apos avaliagao das alteragdes efetuadas no estudo acima descrito, o presente Comité ndo encontrou ébices

quanto a implementacdo das mesmas.

Cronograma de execugéao atualizado 2014/2015.

PORTO ALEGRE, 07 de Abril de 2014

Assinador por:

Claudio Teloken
(Coordenador)

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO QWW
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de
meningiomas

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 12559313.2.0000.5335

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Envio de Relatério Parcial
Detalhe:

Justificativa:

Data do Envio: 21/09/2014

Situacao da Notificagao: Parecer Consubstanciado Emitido
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 803.297
Data da Relatoria: 23/09/2014

Apresentacido da Notificagao:
Relatério parcial de andamento do projeto emitido em 21 de setembro de 2014.

Objetivo da Notificagao:
Notificar este CEP sobre o andamento do presente projeto na instituicao.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
De acordo.

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO QW““
ALEGRE - ISCMPA

Continuagéo do Parecer: 803.297

Comentarios e Consideragoes sobre a Notificagao:
Relatério emitido no modelo CEP, preenchido e assinado pelo pesquisador responsavel.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
De acordo.

Recomendagoées:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Proximo relatdrio devera ser submetido em 21/03/2015.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
Considerag¢ées Finais a critério do CEP:

Apods a avaliagao do relatério parcial de andamento apresentado pelo Pesquisador, o presente Comité nao
encontrou 6bices quanto a continuagcdo do desenvolvimento do estudo em nossa Instituicao.

PORTO ALEGRE, 24 de Setembro de 2014

Assinado por:
Claudio Teloken
(Coordenador)

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO QWW
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo de genes associados com tumorigénese, agressividade e reincidéncia de
meningiomas

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 12559313.2.0000.5335

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Envio de Relatério Parcial

Detalhe:

Justificativa: Favor enviar a instituicao co-participante (UFCSPA).
Data do Envio: 24/09/2014

Situacao da Notificagao: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 825.965
Data da Relatoria: 25/09/2014

Apresentacido da Notificagao:

Relatério parcial de andamento do projeto para notificar o CEP da instituicao coparticipante.
Objetivo da Notificagao:

Notificar o CEP co-participante sobre o andamento do presente projeto na instituicdo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
De acordo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Notificagao:

Relatério emitido, preenchido e assinado pelo pesquisador responsavel.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
De acordo.

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO QW““
ALEGRE - ISCMPA

Continuagéo do Parecer: 825.965

Recomendagdes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
De acordo.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ap0ds a avaliagao do relatério parcial de andamento apresentado pelo Pesquisador, o presente Comité nao
encontrou ébices quanto a continuagédo do desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo

PORTO ALEGRE, 09 de Outubro de 2014

Assinado por:
Claudio Teloken
(Coordenador)

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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Estamos encaminhando este relatério parcial do projeto "Expressdo de genes
associados a tumorigénese, agressividade e reincidéncia de meningiomas" para

conhhecimento do comité de ética da Irmandade Santa Casa de Misericdrdia de Porto

Alegre.

Profa. Dra. Julia Pereira Lima
il CRM 16739
w k - Endogrinologia - UFCSPA

(7

Assinatura do Pesquisador responsavel.




RELATORIO DE ANDAMENTO DOS PROJETOS EM DESENVOLVIMENTO E EM
DESENVOLVIMENTO NA IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE PORTO ALEGRE

Projeto de pesquisa intitulado: Expressdo de genes associados a tumorigénese, agressividade e
reincidéncia de meningiomas.

Pesquisador responsavel: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Consideracdes:

N° de pacientes incluidos no estudo até a presente data: 23 pacientes
N° de pacientes que retiraram o Consentimento: ndo se aplica

N° de pacientes ainda em tratamento: ndo se aplica

N° de pacientes que sairam do estudo (por algum motivo): ndo se aplica
N° de 6bitos: ndo se aplica

N° de pacientes em acompanhamento (follow up): ndo se aplica

N°® de emendas: ndo se aplica

N° de eventos adversos sérios: ndo se aplica

Sendo o que tinhamos para o momento, colocamo-nos a disposicdo para quaisquer
esclarecimentos.

Porto Alegre, 12 de dezembro de 2013

./_“ | ‘ CVJ
. v Endocrine
/ } - c—"—"‘——’ e
i

Investigador Principal




Estamos encaminhando este relatério parcial do projeto "Expresséo de genes
associados a tumorigénese, agressividade e reincidéncia de meningiomas"
para conhecimento do comité de ética da Irmandade Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre.

profa. Dra, Julia Pereira Lima

CRM 16739
“sracrinologia - UFCSPA

Assin%ra do Pesquisador responsavel.




RELATORIO DE ANDAMENTO DOS PROJETOS EM DESENVOLVIMENTO E EM
DESENVOLVIMENTO NA IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE PORTO ALEGRE

Projeto de pesquisa intitulado: Expressdo de genes associados a tumorigénese, agressividade e
reincidéncia de meningiomas.

Pesquisador responsavel: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima
Consideracdes:

N° de pacientes incluidos no estudo até a presente data: 45 pacientes
N° de pacientes que retiraram o Consentimento: ndo se aplica

N° de pacientes ainda em tratamento: ndo se aplica

N° de pacientes que sairam do estudo (por algum motivo): ndo se aplica
N° de ébitos: ndo se aplica

N° de pacientes em acompanhamento (follow up): ndo se aplica

N° de emendas: ndo se aplica

N° de eventos adversos sérios: ndo se aplica

Sendo o que tinhamos para o momento, colocamo-nos a disposicdo para quaisquer
esclarecimentos.

Porto Alegre, 22 de setembro de 2014.

Profa. Dra., Jilia Pereira Lima
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/
/ Investigador Principal
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RELACIONAR ABAIXO AS ATIVIDADES DESEN VOLVIDAS ATE O MOMENTO

O projeto encontra-se N0 Processo de coleta ¢ processamento de amostras. Os materiais

i a o & » . 5 . Y a5 .
necessarios para execugio das tecnicas ja foram solicitados as agéncias de fomento.

RELACIONAR OS RESULTADOS ENCONT RADOS ATE O MOMENTO

Até o presente momento temos confirmados atraves de anatomo-patologico 23 €asos de

meningiomas.

LData deste Relatério: 05/12/2013

Assinatura do Pesquisador Responsavel: /-b\";_; J/\_Uv
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RELACIONAR ABAIXO AS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS ATE O MOMENTO
O projeto encontra-se em fase de execuco.

Quanto a técnica de PCR em tempo real, todas as amostras tiveram seu RNA extraido,
aplicou-se a técnica da DNAse e a técnica de cDNA, os primers foram testados e a
concentracdo foi definida.

Na técnica de Imunohistoquimica, j4 foram cortados os blocos e feitas as ldminas. A
concentracdo dos anticorpos foi definida bem como os controles positivos, ja estamos em fase

de execucdo da técnica nas amosiras.

RELACIONAR OS RESULTADOS ENCONTRADOS ATE O MOMENTO
Das 45 amostras de meningiomas 62,2% pertencem a mulheres e a faixa etdria tem média de

53 anos com desvio padréio de 12 anos. 86,9% dos meningiomas ¢ de grau I, 10,8% de grau II
e 2,1 de grau III.

Data deste Relatéorio: 18/09/2014

Assinatura do Pesquisador Responsivel: = Profa. Dra. Jilia Pereira Lima
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TITULO DO PROJETO: EXPRESSAO DE GENES ASSOCIADOS COM TUMORIGENESE,
AGRESSIVIDADE E REINCIDENCIA DE MENINGIOMAS.

{Nome completo do PACIENTE — preencher em letra de forma) RG/Estado

Os meningiomas s3o tumores benignos das membranas que recobrem o cérebro
(meninges). Este estudo tem como objetivo avaliar genes relacionados com a tumorigénese,
agressividade e reincidéncia desses tumores.

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo sobre a associagdo desses genes em
meningiomas.

Para tanto, o material retirado apés a cirurgia, o tumor, serd encaminhado ao laboratério de
patologia do hospital para identificacdo do tipo de tumor (procedimento de ratina), sendo uma pargdo
deste material destinada ao laboratério de patologia e biologia molecular da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude {para o estudo atual).

Os beneficios esperadas com os resultados desta pesquisa sdo para o desenvolvimento da
ciéncia e o maior conhecimento desses tumores. Se for detectado algum marcador especifico, achado
abrira nova frente de estudos na area.

Néo serd feito nenhum procedimento adicional além do convencional para a retirada do tumor,
ndo sendo esperados riscos médicos adicionais ao procedimento.

Ressaltamos que a concordancia ou ndo em participar desse estudo ndo implica em qualquer
modificagdo no tratamento médico ja estabelecido.

E garantido ao paciente o recebimento de resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
gualquer duvida acerca do estudo.

Caso existirem novas perguntas sobre este estudo, sobre os direitos como participante do
mesmo ou prejuizo de gualguer natureza pela participacdo, deve ser contatada a Dra Julio Lima
{investigador principal} pelo telefane {51) 3303.8779 ou o Comité de Etica em Pesquisa da ISMCPA (51)
3214-8571 ou e-mail: o arass - ou o Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA (51)
3303-8804 ou e-mail ¢ i

E dada a I:berdade de retirar (6] consentlmento a qualquer momentc e deixar de participar do
Estudo, sem gue isso traga prejuizo.

£ dada a garantia de nido ser identificado e de ser mantido o cardter confidencial de
informacdo em relacio 3 privacidade do paciente. £ assumido o compromisso de proporcionar
informacéo atualizada obtida durante ¢ estudo, ainda que esta possa afetar a vontade em continuar
participando.

E garantido que todos os gastos de realizagdo de exames do protocolo da pesquisa serdo
absorvidos pelo orcamento do estudo e que vocé ndo receberd nenhuma compensagdo financeira por
participar.

Estou ciente de que ndo serdo violados os segredos profissionais obtidos pelo exame clinico e
subsididrio aos quais me submeterei. Assino o presente documento, em duas vias de igual teor, ficando
uma em minha posse, ciente de todos os beneficios e riscos descritos acima.

A minha assinatura neste Consentimento Livre e Esclarecido dara autorizagdo ao coordenador
do estudo de utilizar o material e dados obtidos quando se fizer necessario, inclusive para futuros
estudos, incluindo a divulgagiic dos mesmaos, sempre preservando minha privacidade.

Porto Alegre, g ;
(dia) {més) {ano)

@0 DT

Assinatura do Voluntario:

Assinatura do(s) Médico(s) Responsavel pelo projeto: A

Nome da médica responsavel: Dra Julia Lima ~

CEP/IUFCSPA
TCLE
APROVADO

XLCE



5.2. Trabalhos apresentados

IX Jornada do Programa de Pés-graduacéo em Patologia da UFCSPA: Cancer,
Perspectivas em Pesquisa e Aplicagdes Clinicas: 22/08 a 24/08 de 2013. Porto
Alegre/RS.

-Poster: “Expresséo de genes associados a tumorigénese, agressividade e
reincidéncia em meningiomas.” Barbara Roberta Ongaratti; Camila Batista de
Oliveira Silva; Geraldine Trott; Maricia Fantinel D’Avila; Carolina Garcia Soares
Ledes; Nelson Pires Ferreira; Miriam da Costa Oliveira;Julia Fernanda

Semmelmann Pereira-Lima.

VIl Congresso Internacional de Bioanalises, X Congresso Sulbrasileiro de
Biomedicina e XIV Semana Gaucha de Biomedicina: 10/09 a 13/09 de 2014.

Novo Hamburgo/RS.

- Poster: “Avaliagdo epidemiologica de uma série de casos de tumores primarios
de sistema nervoso central.” Barbara Roberta Ongaratti; Camila Batista de
Oliveira Silva; Geraldine Trott; Taiana Haag; Carolina Garcia Soares Leaes;
Nelson Pires Ferreira; Miriam da Costa Oliveira;Julia Fernanda Semmelmann

Pereira-Lima.

[l Semana Académica da UFCSPA/Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia

2014: 22/09 a 25/09 de 2014. Porto Alegre/RS.

- Poster e Apresentacéo oral: “Expressao de genes associados a tumorigénese,
agressividade e reincidéncia em meningiomas.” Maria Carolina da Rosa Boeira,
Barbara Roberta Ongaratti, Fernanda Mari Fagundes Fujihara, Mariana Gouvea

Pinheiro, Matheus Vanzin Fernandes, Tayna Ramos Athayde, Carolina Garcia



Soares Ledes; Julia Fernanda Semmelmann Pereira-Lima, Miriam da Costa

Oliveira.
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CONGRESSQ INTERNACIONAL s CONGRESS0 SULBRASIERD M
V“BIOANALISES 2 A\ BIOMEDICINA

¢

AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA DE UMA SERIE DE CASOS DE
TUMORES PRIMARIOS DE SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Barbara Roberta Ongarattil; Camila Batista de Oliveira Silva®; Geraldine Trott%;
Taiana Haags; Carolina Garcia Soares Ledes 4'5; Julia Fernanda Semmelmann Pereira-Lima *~
Nelson Pires Ferreira®; Miriam da Costa Oliveira **

Introdugdo: Os tumores primarios do sistema nervoso central (SNC) sdao neoplasias
originadas de diferentes tipos celulares, incluindo o parénquima cerebral, as meninges e os
nervos cranianos. A Organizagao Mundial da Salde (OMS) propde uma classificacdo a estes
tumores, que vai de grau | até o grau IV, sendo feita a partir da histologia e padrao
arquitetural das lesdes primarias. Além deste tipo de avaliagdo, técnicas de
imunohistoguimica, citogenética, e biologia molecular também s3o utilizadas para
subclassificar esses tumores. Objetivos: Analisar aspectos epidemiologicos de uma série
cirurgica de 145 tumores primarios do SNC. Metodologia: Trata-se de um estudo
observacional transversal, onde foram avaliados 145 casos consecutivos operados por um
mesmo cirurgido de tumores primarios de SNC, no Hospital S3o José da Irmandade Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre entre dezembro de 2010 e agosto de 2014. Avaliamos
sexo, idade e diagndstico anatomo-patologico. Resultados: A idade média foi de 53 anos (DP
14,10) e 93 casos (64,1%) foram do sexo feminino. Observou-se 26 tipos de tumores
primarios do SNC, sendo que os mais frequentes foram os meningiomas (69 casos, 47,6%),
dentre os quais predominou os de grau | (62 casos, 42,7%), seguido por gliomas de grau IV
(36 casos, 24,8%) e schwannomas (14 casos, 9,7%). Conclusoes: A faixa etaria da amostra €
similar a de outros estudos. O género mostra concordancia com analises estatisticas
realizadas em séries de tumores de SNC. A predominancia de meningiomas de grau | e
gliomas de grau IV corrobora com os achados na literatura.

Palavras-chave: Epidemiologia. Tumores primarios. Sistema nervoso central.

‘Aluna de Mestrado do Programa de Pés-Graduagdo em Patologia da Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre (UFCSPA).

* Aluna de Doutorado do Programa de Pds-Graduagdo em Patologia da Universidade Federal de Ciéncias da
Salde de Porto Alegre (UFCSPA).

? pos-doutoranda CAPES/PNPDUFCSPA.

* Docente do Programa de Pas-Graduacdo em Patologia da UFCSPA.

* Centro de Neuroendocrinologia da Santa Casa de Porto Alegre/UFCSPA.
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5.3. Trabalhos publicados

Artigo cientifico publicado na revista Arquivos Brasileiros de Neurocirurgia.
Epidemiologia de uma série de tumores primarios do sistema nervoso central.
Graziella Alebrant Mendes, Barbara Roberta Ongaratti, Julia Fernanda

Semmelmann Pereira-Lima. Arq Bras Neurocir 33(4): 279-83, 2014.



Arq Bras Neurocir 33(4): 279-83, 2014

Epidemiologia de uma seérie
de tumores primarios do
sistema nervoso central

Graziella Alebrant Mendes', Barbara Roberta Ongaratti?,
Julia Fernanda Semmelmann Pereira-Lima’®

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), Porto Alegre, RS, Brasil.

RESUMO

Objetivo: Realizar um levantamento de dados descritivos em uma série de tumores primarios do sistema
nervoso central. Métodos: Foram avaliados 106 casos de tumores primdrios do sistema nervoso
central, descrevendo a idade média, os sintomas apresentados, os tipos de tumores mais frequentes
e sua localizacdo. Resultados: A idade média foi de 47 anos e 71 casos (67%) foram do sexo feminino.
Observaram-se 39 tipos de tumores primarios do sistema nervoso central, sendo os mais frequentes
os meningiomas (51 casos, 48%), seguidos por glioblastomas (19 casos, 18%). Quanto a localizagéo,
51 casos (48%) apresentaram-se nas meninges. Cefaleia ocorreu em 52% dos casos. Conclusées:
A faixa etdria da amostra é similar a de outros estudos. Observou-se predominancia de meningiomas em
associacao a predominancia do sexo feminino, no qual este tumor prevalece. Os sintomas apresentados
corroboram com os descritos na literatura.

PALAVRAS-CHAVE

Epidemiologia, neoplasias do sistema nervoso central, sistema nervoso central.

ABSTRACT

Epidemiology of a series of primary central nervous system tumors

Objective: To conduct a survey of data descriptive in a series of primary central nervous system tumors.
Methods: One hundred and six cases of primary central nervous system tumors were evaluated,
describing the mean age, associated symptoms, the most frequent subtype of tumors and their location.
Results: The mean age was 47 years and 71 cases (67%) were female. Thirty nine subtypes of primary
central nervous system tumors were observed, and the most frequent subtype was meningioma (51
cases, 48%), followed by glioblastoma (19 cases, 18%). Regarding location, 51 cases (48%) were in the
meninges. Headache occurred in 52% of cases. Conclusions: The mean age of the sample is similar
to other studies. Meningiomas prevailed in association with female predominance, where this tumor is
prevalent. The symptoms corroborate those described in the literature.

KEYWORDS

Epidemiology, central nervous system neoplasms, central nervous system.

Biomédica. Doutoranda do Programa de Pés-graduagao em Patologia da Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre (UFCSPA),

Porto Alegre, RS, Brasil.

Biomédica, mestranda do Programa de Pés-graduagdo em Patologia da UFCSPA, Porto Alegre, RS, Brasil.
Meédica endocrinologista, doutora em Patologia pela UFCSPA, Porto Alegre, RS, Brasil.
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Introducao

Os tumores primadrios do sistema nervoso central
(SNC) sdao um grupo heterogéneo de condi¢des neo-
plasicas que acometem todas as faixas etarias e podem
ocorrer em qualquer ponto anatdmico cerebral ou
medular.! Sdo considerados a segunda causa mais im-
portante de morte relacionada a doencas neuroldgicas,
sendo superados apenas pelos acidentes vasculares
cerebrais.” Nas ultimas décadas, observou-se consi-
deravel aumento na incidéncia de tumores do SNC,
principalmente em faixas etdrias mais avangadas. Isso se
deve, em partes, a melhoria nas técnicas de imagem para
diagnostico, como a ressondncia magnética, a tomo-
grafia computadorizada, entre outros.’ A Organizacio
Mundial da Satide (OMS) prop&e uma classificagdo para
esses tumores, de grau I até grau IV, sendo feita a partir
da histologia e padrao arquitetural das lesdes primarias.
Além desse tipo de avaliacio, técnicas de imuno-histo-
quimica, citogenética e biologia molecular também séo
empregadas para subclassificar esses tumores.* Segundo
um levantamento realizado pelo Registro Central de
Tumores Cerebrais dos Estados Unidos, entre 2005 e
2009, e que totalizou 311.202 registros, os meningiomas
representam o tumor primario de SNC mais frequente
(35,5%), seguido pelo glioblastoma (15,8%). Os sitios
mais comuns sdo as meninges (35,2%) e a hipdfise
(15,3%). Os meningiomas representam o tumor de
SNC mais comum, comprometendo principalmente
adultos acima de 65 anos, sendo incomuns em crian-
cas, e duas vezes mais frequentes no sexo feminino. Os
glioblastomas sdo o segundo tumor mais frequente,
representando cerca de 16% e, da mesma forma que os
meningiomas, sdo mais prevalentes em adultos acima
dos 65 anos e raros em criancas. Glioblastomas sdo 1,6
vez mais comuns em homens.> O objetivo do estudo foi
realizar um levantamento de dados descritivos em uma
série de tumores primarios do SNC, incluindo a idade,
0 sexo, o tipo de tumor mais frequente, a localiza¢do do
tumor e os sintomas apresentados.

Métodos

Trata-se de um estudo transversal observacional.
Foram incluidos os casos de tumores primérios do SNC
de pacientes submetidos a neurocirurgia no Hospital
Sao José do Complexo Hospitalar Santa Casa de Mise-
ricordia de Porto Alegre entre fevereiro de 2007 e julho
de 2010. Foram excluidos pacientes que apresentavam
como resultado do exame anatomopatoldgico tumores
hipofisarios ou tumores metastaticos de SNC. Os pron-
tudrios foram revisados a fim de buscar dados como
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sexo, idade, localizagdo tumoral, diagnéstico anatomo-
patolégico e sintomas apresentados. A idade foi descrita
por média e desvio-padrdo e demais varidveis foram
avaliadas por frequéncia e porcentagem. O estudo esta
condicionado ao cumprimento dos principios éticos
contidos na Declaragdo de Helsinki, sendo aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospi-
talar Santa Casa de Misericordia, parecer 263/09. Todos
os participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

Resultados

Foram incluidos no estudo 106 casos, cuja idade
média foi de 47 anos (DP 15,97), sendo 71 casos (67%)
do sexo feminino. Observaram-se 39 tipos de tumores
primérios do SNC, sendo os mais frequentes os menin-
giomas (51 casos, 48%), entre os quais predominou o
tipo meningioma transicional (22 casos, 21%), seguido
por glioblastomas (19 casos, 18%), schwannomas (10
casos, 9%), astrocitomas (5 casos, 5%) e outros (21
casos, 20%). Quanto a localizacio, 51 casos (48%)
apresentaram-se nas meninges, 41 casos (39%) foram
supratentoriais, 12 casos (11%), infratentoriais e dois
casos (2%) localizaram-se na medula espinhal (Tabela 1).
Cefaleia ocorreu em 52% dos casos, alteracoes senso-
riais, predominantemente visuais, ocorreram em 38%
dos casos e crises convulsivas e nauseas e/ou vomitos
ocorreram em 10% e 13% dos casos, respectivamente.

Discussao

A incidéncia de tumores primarios do SNC é de
20,59 para cada 100.000 habitantes.” Segundo estudo
epidemioldgico descritivo realizado na Franca, o sitio
mais comum dos tumores primarios de SNC é a regido
supratentorial representando 43,62% dos casos, seguido
por inespecifico (27,43%), meninges (16,52%), intra-
cranial e intraespinhal (5,75%), infratentorial (4,76%)
e ventricular (1,92%).® Esses dados ndo corroboram
com os encontrados em nosso estudo em que o sitio
mais comum foram as meninges (48%), supratentorial
(39%), infratentorial (11%) e medula espinhal (2%).
Isso pode se dever ao fato de que, no estudo citado, os
autores incluiram maior nimero de pacientes menores
de 14 anos, em que os tumores mais frequentes, como
os astrocitomas pilociticos, encontram-se comumente
na regido supratentorial.” Além disso, obtivemos maior
numero de meningiomas e, consequentemente, a loca-
lizagao tumoral que predominou foram as meninges.
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Tabela 1 - Tumores primdrios do sistema nervoso central,

conforme tipo histolégico, niimero de casos e localizagdo tumoral

Tipo histologico Numero de casos (n) Localizagao
tumoral
(n)
Meningiomas

Transicional 22 (20,75%) Meninges (22)

Meningotelial 8(7,54) Meninges (8)
Fibroso 4(3,77%) Meninges (4)
Fibroblastico 3(2,83%) Meninges (3)
Secretor 3(2,83%) Meninges (3)
Atipico 3(2,83%) Meninges (3)
Psamomatoso 2 (1,88%) Meninges (2)
Nio classificado 2 (1,88%) Meninges (2)
Rabdoide 1(0,94%) Meninges (1)
Anaplasico 1(0,94%) Meninges (1)
Angiomatoso 1 (0,94%) Meninges (1)
Microcistico 1 (0,94%) Meninges (1)
Gliomas

Glioblastoma 17 (16,03%) Supratentorial (17)
Astrocitoma 3(2,83%) Supratentorial (2)
pilocitico

Astrocitoma 2 (1,88%) Supratentorial (2)
anaplasico

Oligodendroglioma 2 (1,88%) Supratentorial (2)
anaplasico

Oligoastrocitoma 2 (1,88%) Supratentorial (2)
Ependimoma 1(0,94%) Supratentorial (1)
anaplasico

Glioblastoma de 1(0,94%) Supratentorial (1)
células

gigantes

Glioblastoma 1(0,94%) Supratentorial (1)
multiforme

Ganglioma 1(0,94%) Supratentorial (1)
Glioma maligno/ 1(0,94%) Supratentorial (1)
nao classificado

Gangliocitoma 1 (0,94%) Supratentorial (1)
Craniofaringiomas

Adamantinomatoso 2(1,88%) Supratentorial (2)
Papilar 1(0,94%) Supratentorial (1)
Outros

Schwannoma 10 (9,43%) Infratentorial (8)
Neurinoma de 3(2,83%) Infratentorial (2)
Verocay

Cordoma 2 (1,88%) Medula espinhal (1)
Cordoma 1(0,94%) Supratentorial (1)
condroide

Germinoma 1 (0,94%) Supratentorial (1)
Hemangioma 1(0,94%) Infratentorial (1)
cavernoso

Paraganglioma 1 (0,94%) Supratentorial (1)
gangliocitico

Papiloma do 1 (0,94%) Supratentorial (1)

plexo coroide
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A média de idade foi de 47 anos, mostrando igual-
dade com outro estudo realizado em Porto Alegre.” Em
estudo de Ostrom et al.,® a prevaléncia do sexo feminino
também foi constatada, e a observagio da prevaléncia fe-
minina pode ser associada aos hormdnios envolvidos no
desenvolvimento e no crescimento de tumores cerebrais
em mulheres, principalmente os meningiomas, pois
estudos mostram que existe a presenca de receptores de
progesterona nas células desse tipo tumoral.” Em estudo
realizado nos Estados Unidos, dois ter¢os dos tumores
relatados eram gliomas ou meningiomas (66,2%),"° dado
que coincide com o encontrado no presente estudo, em
que gliomas e meningiomas somam 66% dos casos.

Pacientes diagnosticados com tumores cerebrais
geralmente apresentam sintomas neurolégicos como
cefaleias, convulsdes e alteragdes cognitivas.'" Tipica-
mente a cefaleia é difusa, mas pode indicar o hemisfério
cerebral em que se encontra o tumor, geralmente é mais
intensa e perceptivel pela manha, podendo ocasional-
mente ser unilateral e latejante, confundindo-se dessa
forma com um quadro de enxaqueca.'>® Em estudo que
analisou 111 casos de tumores cerebrais, foi verificado
que 48% dos pacientes apresentavam cefaleia,’> dado
similar ao nosso estudo. Dados de literatura mostram
que as convulsdes atingem aproximadamente 50% dos
pacientes com tumores cerebrais,'* entretanto, em nossa
amostra, apenas 10% dos casos tiveram crises convulsi-
vas. Normalmente as crises convulsivas sdo focais, mas
podem causar perda total de consciéncia.” Segundo
Mukand et al.,'® o déficit mais comum encontrado em
51 casos de pacientes com tumores cerebrais foi a perda
cognitiva que ocorreu em 80% dos casos, seguida por
fraqueza (78%) e alteragdes visuais (53%). Nduseas e vo-
mitos, com um exame de imagem anormal ou alteragéo
significativa anterior no padrio de cefaleia, podem ser
consequéncias de um tumor.'

Meningiomas

Meningiomas sdo tumores que, em sua maioria,
possuem carater benigno e, entre os tumores primarios
intracranianos, representam cerca de 30%. Podem ser
encontrados por toda a superficie externa do cérebro,
bem como no interior do sistema ventricular. Possuem
crescimento lento e os sintomas neuroldgicos, como
dores de cabeca e convulsdes, sdo causados devido a
compressdo de estruturas adjacentes.'”' Sao classificados
segundo a OMS de graula grauIII, sendo o graul o que
inclui os benignos, o II compreende os atipicos e o grau
III, os anaplasicos e malignos.* Possuem incidéncia anual
de 7.22 casos a cada 100.000 habitantes.’ Entretanto, a
incidéncia pode ser maior, levando em conta que alguns
meningiomas podem ser assintomaticos.” A exposi¢do
a radiagdo ionizante é um fator de risco bem estabele-
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cido, com intervalo de tempo para o desenvolvimento
do tumor de aproximadamente 10 anos.”** Quanto ao
tipo histoldgico, os dados encontrados corroboram par-
cialmente com os de Backer-Grendahl et al.,> em que o
transicional foi o subtipo mais prevalente com 39,8% dos
196 casos de meningiomas, seguido por atipico (29,1%),
meningotelial (17,3%), fibrobléstico (7,1%), angiomatoso
(1,5%), microcistico, clear cells e anaplasico (1% cada) e
psamomatoso e secretor (0,5% cada). As variantes en-
contradas no presente estudo foram meningioma transi-
cional (20,75%), meningotelial (23,8%), fibroso (3,77%),
fibroblastico (2,83%), secretor (2,83%), atipico (2,83%),
psamomatoso (1,88%), rabdoide (0,94%), anaplasico
(0,94%), angiomatoso (0,94%), microcistico (0,94%).

Glioblastomas

O glioblastoma é o tipo mais comum de tumor ma-
ligno do SNC, com uma média de sobrevivéncia de 15
meses.” Possui prevaléncia de 3,19 casos a cada 100.000
habitantes da populagdo em geral e, como a maioria
dos tumorais cerebrais, a incidéncia de glioblastomas
cresce conforme a idade da populagio: de 65 a 74 anos,
a incidéncia é de 13,21 a cada 100.000 habitantes, e de
14,64 a cada 100.000 para a faixa de 75 a 84 anos.” Os
glioblastomas séo classificados segundo a OMS como
grau IV dos gliomas, sendo considerados malignos,
com crescimento rapido e alta capacidade de se alastrar
pelo tecido cerebral normal, além de serem geralmente
resistentes & quimioterapia, sendo letais dentro de 9 a
12 meses.*** Segundo dados apresentados por Yuile et
al.®, os principais sintomas evidenciados em pacientes
com glioblastomas multiforme sdo: cefaleia (30,1%),
fraqueza (20,3%), perda de memoria (15%), déficit vi-
sual (7,5%), déficit de fala (6%) e perda da consciéncia
(3,8%). O tratamento escolhido comumente é a cirurgia
de ressecgdo e quimioterapia adjuvante.*

Schwannoma

Os schwannomas, também conhecidos como neuri-
nomas, sao tumores originados das bainhas (células de
Schwann) de qualquer nervo, sdo benignos e possuem
crescimento lento.”” A incidéncia desse tipo tumoral é de
1,7 para cada 100.000.” Entre 25-45% dos schwannomas
se encontram na cabeca ou pesco¢o.?® Segundo a OMS,
os schwannomas sdo considerados grau I. Os sintomas
neuroldgicos relacionados com schwannomas depen-
dem dalocalizagdo e da origem do tumor, incluindo do-
res de cabeca, paralisia de nervos cranianos, zumbidos,
perda de audi¢éo e sindrome de Horner.?” O tratamento
para esse tipo tumoral é a ressec¢éo cirdrgica, e varias
modalidades vém sendo introduzidas para preservar a
funcio neuroldgica dos pacientes.”
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Astrocitomas

Os astrocitomas sdo gliomas que se formam a partir
dos astrdcitos, células que atuam na sustentacao das
células nervosas. E o glioma mais comum na infancia e
representa cerca de 75% dos gliomas, variando de baixo
grau (grau I e II) a alto grau (grau III e IV).”! Entre a
faixa etdria de 0 a 14 anos, possui incidéncia de 1,66 para
cada 100.000.% A distribuicao entre os sexos ¢ igual e a
localizagdo mais comum é no lobo frontal, seguido por
parietal.*? Os sintomas causados dependem dalocaliza-
¢d0, da agressividade biolégica do tumor e da idade do
paciente. Esses sintomas inespecificos sdo associados
a compressdo exercida pelo tumor e incluem dores
de cabecga, nduseas e vomitos. Algumas das mudangas
comportamentais em criancas incluem alteragées de
personalidade, irritabilidade, alteragdo da fungio psi-
comotora, apatia e declinio do desempenho escolar.*

Conclusao

Apesar de os resultados deste estudo serem simila-
res a de outros citados na literatura, é de fundamental
importancia identificar dados epidemioldgicos visando
ao melhor conhecimento da patologia na populagéo
brasileira e, sobretudo, em termos de saude publica,
contribuir para a defini¢io de estratégias de prevencio
e diagndstico eficazes.
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5.4. Técnicas

FORMALINA

1) colocar a pega em solugéo de formol a 10% com agua destilada;

2) deixar por 24 a 48 horas;

3) cortar e processar para incluir em parafina.



PREPARO DAS LAMINAS COM HE

Solucao de hematoxilina

Hematoxilina (Cristais).........coovvviiiimiiiiicccce e 5¢
AlCOOI @DSOIULO. ... e 50 ml
Alimen de potassio 0u amoOnia...........cceueueeviiiiiiiiiciie e 100 g
Agua destilada..............coveeeeeeeeeeeee e, 1000 ml
Oxido amarelo d€ MEICUIIO. .. .c.eeeeee e 259

Dissolver a hematoxilina no alcool. Dissolver o alumen na agua, aquecendo sem
ferver. Retirar do fogo e misturar as duas solugdes. Levar ao fogo até a ebuligao.
O tempo de ebulicdo nao deve ultrapassar 1 minuto. Colocar o 6xido lentamente
com a solugao fora do fogo. Agitar bem, retornar ao fogo até a solugao adquirir
cor purpura. Levar o recipiente imediatamente a agua fria. Na hora de usar,
adicionar 0,5 ml de acido acético glacial para 200 ml de solugdo. Tempo de

coloracio: 5 minutos.



Solugao de eosina

Soluc¢do de Eosina aquosa:

EOSINA Y .. 19
AQUA dESHIATA. ........ceeeeeeee e, 100 ml
Acido aCEICO GlACIaL..........cceeoeieeeeeee et 0,2 ml

Dissolver a eosina Y na agua destilada e adicionar o acido acético.

Solucao de uso:
Solucdo estoque de EOSING...........couvvuiieiiiiiiiicie e 1 parte
ALCOOI 80 Yoottt e 3 partes

Para se conseguir uma tonalidade mais avermelhada, adicionar 0,5 ml de acido

acético glacial para 100 ml de solugéo.

Solugao de Alcool-Acido:
AICOO! EHIICO 70 Yoottt ettt ettt eeer e 99 ml

Acido cloridrico CoNCENtrado.........coveeeeeeeeee e 1 mi



TECNICA DE HEMATOXILINA-EOSINA

1) desparafizar, hidratar,

2) lavar com agua destilada;

3) solugcédo de hematoxilina: 5 a 10 minutos;

4) lavar em agua corrente;

5) passar rapidamente pela solugao de alcool-acido;

6) lavar com agua corrente por 3 a 5 minutos (verificar ao microscopio se

apenas os nucleos estdo corados)

7) lavar em alcool etilico 100 %;

8) solucéo de eosina: 1 minuto;

9) passar as laminas em alcool etilico 100 % por 4 vezes, deixando por 5

minutos no ultimo recipiente com alcool;

9) clarificar com 3 passagens pelo xilol;

10) montar as laminas com meio de montagem e laminula.



PREPARO DAS LAMINAS COM ORGANOSILANO

1) lavar as laminas de vidro com detergente;

2) lavar as laminas de vidro em agua corrente para retirar o detergente;

3) mergulhar as laminas de vidro no acido cloridrico (HCI) 1N;

4) lavar as laminas de vidro por trés vezes em agua destilada;

5) deixar as laminas de vidro por 20 minutos em solugéo de acido acético com

alcool na proporgao de 3:1;

6) deixar as laminas de vidro secarem ao ar durante dois dias;

7) preparar o organosilano a 2% em acetona;

8) passar as laminas de vidro por 2 minutos na acetona pura, por 2 minutos em

acetona mais organosilano (2%) e 2 minutos em acetona pura;

9) deixar as laminas de vidro secarem ao ar durante dois dias.



TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

1) cortar o bloco de parafina com uma espessura de 4 micrometros;

2) colocar o corte na lamina preparada com organosilano;

3) desparafizar: deixar a lamina na estufa a aproximadamente 70°C por 30
minutos; deixar a lamina de molho no xilol por 5 minutos; passar a lamina por 4
vezes no alcool absoluto, deixar 5 minutos no ultimo alcool para retirar o xilol;

lavar a lamina em agua destilada;

4) colocar a lamina em uma cuba de plastico tampada com solug¢ao de citrato de
sédio (pH 6,0) ou Tris-EDTA (tabela abaixo) previamente aquecida até a fervura
em microondas, tendo o cuidado de cobrir bem a lamina com a solugao, levar

ao banho maria a ~98°C por 40 minutos;

Anticorpo Solugao de recuperagao antigénica
ERBB2 Tris-EDTA
c-MYC Tris-EDTA
NF2 Citrato de sédio
NDRG2 Citrato de sédio

5) retirar do banho-maria e sem a tampa deixar esfriar por 20 minutos a

temperatura ambiente;

5) lavar a lamina com PBS (phosphate buffered saline), pH 7,2 - 7,6, trés vezes

por 5 minutos com agitagao;



6) dispensar o PBS e colocar as laminas em solugcdo de 5% de perdxido de
hidrogénio 30 volumes, usar metanol como diluente. Deixar no escuro por 10

minutos, repetir 2 vezes o processo;
6) lavar a lamina em agua destilada 1 vez;
7) lavar a lamina com PBS duas vezes por 5 minutos em agitagao;

8) dispensar o PBS e colocar as laminas em solugao de leite desnatado a 10%,

usar PBS como diluente. Deixar descansar por 1 hora no minimo.
9) lavar em PBS 3 vezes de 5 minutos com agitagéo;

10) retirar as l&minas uma por uma da cuba, deixar o excesso de PBS escorrer
das laminas e secar 0 excesso com pano macio (ao redor do tecido), circundar

o tecido com caneta hidrofobica para evitar com que o anticorpo se espalhe.

11) aplicar o anticorpo primario previamente diluido em PBS (tabela abaixo),
diretamente sobre a lamina, cobrindo todo o tecido. Deixar por 1 hora em camara

umida a temperatura ambiente;

Anticorpo Diluicao
ERBB2 1:200
c-MYC 1:30

NF2 1:400
NDRG2 1:100

12) depois deixar a camara umida coberta na geladeira (4°C) durante a noite;
13) lavar com PBS trés vezes por 5 minutos em agitagéo;

14) aplicar anticorpo secundario Advance™ HRP Link Dako® cobrindo todo o

tecido. Deixar por 40 minutos em camara umida a temperatura ambiente;



15) lavar com PBS trés vezes por 5 minutos em agitacao;

16) aplicar o anticorpo polimerizado com peroxidase cobrindo todo o tecido.

Deixar por 40 minutos em camara umida a temperatura ambiente;

17) lavar com PBS trés vezes por 5 minutos em agitagéo;

18) preparar o cromégeno DAB (diaminobenzidina) (1 ml de diluente e 1 gota de

DAB);

19) aplicar cromégeno DAB, cobrindo todo o tecido. Deixar por 5 minutos

protegido da luz;

20) lavar em agua destilada;

21) contra-corar com hematoxilina de 20-30 segundos;

22) lavar em agua corrente;

23) passar as laminas em alcool absoluto por 4 vezes, deixando por 5 minutos

no ultimo recipiente com alcool absoluto;

24) passar as laminas no xilol duas vezes de 5 minutos cada;

25) montar as laminas com laminula utilizando entellan (cola especial).

26) deixar secar e analisar em microscopio;



5.5. Submissao do artigo

O artigo cientifico nomeado “Immunohistochemical expression of merlin,
NDRG2, ERBB2, and c-MYC in meningiomas: relationship with follow-up, tumor
grade, and recurrence” foi submetido a revista “Pathology Research and

Practice’.
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