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Resumo da Dissertagéo

Introducdo: Meningiomas séo considerados a segunda neoplasia mais comum
do sistema nervoso central em adultos. Na sua maioria sdo benignos com
crescimento lento, frequentes em mulheres e com elevada taxa de recorréncia.
Em tumores observa-se menor eficiéncia nos processos de reparo, permitindo
aumentando da instabilidade genémica e carcinogénese.

Objetivos: Neste trabalho, avaliamos a expressao de proteinas envolvidas na
sintese celular (ciclina D1) e reparo de erros no DNA (MUTYH, XPF, XPG) em
meningiomas, relacionando-as com variaveis clinicas, tumorais e sobrevida
livre de recorréncia-recrescimento.

Material e Métodos: Neste estudo transversal, foram incluidos 85 pacientes,
submetidos a cirurgia de resseccdo via transcraniana com diagnostico
confirmado de meningioma. Os prontuarios foram revisados para obtencdo de
parametros clinicos (idade, sexo, tamanho, localizacdo, resseccao, recorréncia
ou recrescimento) e os meningiomas classificados quanto ao grau e subtipos
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Foi realizada a técnica de
imuno-histoquimica para analise dos marcadores.

Resultados: O estudo incluiu 85 pacientes, com idade média de 52+13,3 anos
e a maioria mulheres (proporcédo de 2:1). Sessenta e sete casos foram de grau
I (79%). Os tumores de grau Il foram preditores independentes de
recrescimento de recidiva (HR: 2,8; p=0,038). A expressao elevada de ciclina
D1 foi associada ao grau Il (p=0,001) e expressa baixa de MUTYH com grau |
(p=0,04). A forte expressao de XPF e XPG foi associada ao grau Il (p=0,002;
p<0,001) e a recidiva (p=0,04; p=0,003). A forte expressdao de XPF foi

significativamente relacionada a tumores grandes (p=0,03). Foram encontradas



associacdo de ciclina D1, MUTYH e XPF. A sobrevida ndo foi associada a
expressao de nenhuma das proteinas estudadas.

Conclusbes: Conhecer o papel das proteinas de reparacdo do DNA e da
sintese celular é importante para entender os processos de origem e
desenvolvimento tumoral. Meningiomas grau Il e forte expressédo de XPF e
XPG foram preditores de recorréncia ou recrescimento e podem auxiliar no
manejo clinico, considerando a alta recorréncia de meningiomas e a auséncia

de consenso em relagéo ao tratamento.

Palavras-chave: meningiomas, reparo DNA, sintese, recorréncia



Abstract

Introduction: Meningiomas are considered the second most common
neoplasm of the central nervous system in adults. Most of them are benign with
slow growth, frequent in women and with a high recurrence rate. In tumors,
DNA error repair processes lose efficacy, providing mutagenesis and genomic
instability.

Aim of study: This work evaluated the expression of proteins involved in cell
synthesis (cyclin D1) and repair of DNA errors (MUTYH, XPF, XPG) in
meningiomas, relating them to clinical, tumor and survival variables.

Materials and methods: This transverse study included 85 patients over 18
years, undergoing resection transcranianapor via a single surgeon (NPF), at a
reference hospital in southern Brazil, with a diagnosis of meningioma. The
medical records were reviewed to obtain clinical parameters (age, gender, size,
location, resection, recurrence or regrowth) and meningiomas classified by
grade and subtypes according to the World Health Organization (WHO). The
immunohistochemical technique was performed to evaluate protein expression
of DNA repair and cell synthesis markers.

Results: The study included 85 patients, with a mean age of 52+13.3 years and
most of them women (2:1 ratio). Sixty-seven cases were grade | (79%). Grade Il
tumors were independent predictors of recurrence-regrowth (HR: 2.8; p=0.038).
The high expression of cyclin D1 was associated with grade Il (p=0.001) and
low MUTYH expression with grade | (p=0.04). Strong expression of XPF and
XPG was associated with grade Il (p=0.002; p<0.001) and with recurrence-

regrowth (p=0.04; p=0.003). Strong XPF expression was significantly related to



large tumors (p=0.03). An association of cyclin D1, MUTYH and XPF were
found. Survival was not associated with the expression of any of the proteins
studied.

Conclusion: To know the role of DNA repair proteins and cell synthesis is
important for understanding the processes of origin and tumor development.
Grade Il meningiomas and strong expression of XPF and XPG were predictors
of recurrence or regrowth and may assist in clinical management, considering
the high recurrence of meningiomas and the absence of consensus regarding

tfreatment.

Keywords: meningiomas, DNA repair, synthesis, recurrence
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1. REFERENCIAL TEORICO

O presente estudo aborda os meningiomas, tumores do sistema nervoso
central (SNC), e possiveis marcadores tumorais a eles associados. O texto a
seguir embasa o referencial tedrico necessario para a construcédo dos objetivos
do trabalho, iniciando pelo estado atual do conhecimento sobre os
meningiomas e suas caracteristicas, estabelecidas ou controversas, e de novas
perspectivas na busca dos mecanismos genéticos envolvidos em sua
patogénese. O segundo capitulo aborda biomarcadores com possivel papel
preditivo na evolucao clinica dos pacientes com meningiomas. Nos proximos
subtitulos séo revisadas as proteinas ciclina D1, MUTYH, XPF e XPG alvos da
pesquisa. Elas estdo envolvidas com mecanismos de controle celular e reparo
de danos do DNA (&cido desoxirribonucleico), foram pouco estudadas (ciclina
D1) ou estado inexploradas (MUTYH, XPF e XPG) na literatura, em relacdo aos
meningiomas. Finalizando, destaca-se a imuno-histoquimica, técnica utilizada

no desenvolvimento desta pesquisa.

1.1. Meningiomas

Os primeiros casos publicados de meningiomas sdo do século XVII.
Com o advento dos exames por imagem, no século XX, e de novas técnicas
cirdrgicas foi possivel obter melhores resultados tanto de diagndstico quanto de
tratamento?.

Os meningiomas sdo tumores com comportamento benigno e

crescimento lento, porém com padrdo recorrente. Apresentam incidéncia
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crescente, correspondente a idade, sendo mais frequentes entre a quinta e
sexta décadas de vida, com predominancia no sexo feminino?.

Sao classificados por grau e subtipos histologicos, sendo os subtipos
agressivos mais recorrentes. S8o tumores sem apresentacdo sintomatica
caracteristica, propiciando diagndstico tardio e tamanhos significativos. Os
tumores capazes de comprimir estruturas importantes podem causar sinais e
sintomas e tumores removidos em condi¢des ideais podem apresentar cura
sem comprometimento neurolégico. Além das caracteristicas descritas, 0s
meningiomas expressam diversos receptores hormonais e o tratamento dos
casos reincidentes ndo é estabelecido®. Diversos estudos buscam identificar
possiveis vias de patogénese e biomarcadores Uteis no progndstico, visando

obter informacdes importantes sobre as caracteristicas deste tumor#’.

1.1.1 Epidemiologia

De acordo com dados da Central de Registros de Tumores Cerebrais
dos Estados Unidos (CBTRUS), entre os anos de 2011 e 2015 os meningiomas
corresponderam a 53% dos tumores nao malignos e 37% de todos os tumores
primarios intracranianos?. A incidéncia é de 8,3 a cada 100 mil habitantes,
aumentando este indice significativamente apdés os 65 anos?. Porém, estas
estimativas podem estar subestimadas, uma vez que existem tumores
assintomaticos diagnosticados por necropsias e achados de imagem?1°, Os
aspectos étnicos também parecem ser relevantes na incidéncia de
meningiomas. Negros nado hispanicos tém maior incidéncia (9,14) quando

comparados a brancos (7,40) e asiaticos (7,99)>.
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Os meningiomas sédo mais frequentes no sexo feminino, a partir dos 30
anos, antes disso, as frequéncias entre homens e mulheres sdo semelhantes.
A predominancia em mulheres € descrita na proporcdo 3:1, sugerindo uma
influéncia hormonal na patogénese tumoral, com pico de maior incidéncia entre
a quinta e sexta década de vidaZ.

Sao tumores raros na populacéo pediatrica, porém com apresentacéo de
casos mais agressivos, e em sua maioria, associados a sindromes hereditéarias,
principalmente a neurofibromatose tipo 2. Meningiomas multiplos sdo pouco
observados, ocorrendo em menos de 10% dos casos?!?.

Os meningiomas sdo oriundos de células da aracnoide que néo
expressam receptores de hormonios esteroides!?!3. Contudo, a presenca de
receptores de progesterona e de estrogénios nos meningiomas possibilita
explicar a relagdo entre crescimento tumoral apds uso de terapia com
estrogénio/progesteronal4. Entretanto, estudo associando terapia de reposicdo
com estrogénio/progesterona e somente estrogénio demostrou maior risco de
meningioma nos casos com reposicao Unica de estrogénio. Além disso, a
regressdo dos meningiomas foi vista em pacientes apdés a cessacdo do
agonista de estrogénio, mas nado nos pacientes em uso de estrogénio-
progesterona®®.

Os meningiomas grau | apresentam maior expressado de receptores de
progesterona em relagcdo a meningiomas grau Il e Ill, ndo havendo diferenca
entre os géneros!®. Receptores de progesterona sdo considerados os mais
prevalentes nos meningiomas em relacdo a receptores de estrogénio e

androgénios?’. Segundo Korhonen et al. (2006)!2 os receptores de
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progesterona estdo presentes em 88% dos casos, enquanto os receptores de
estrogenos e androgenos em 40%.

A relagdo entre o crescimento tumoral e gravidez também é associado a
presenca de receptores hormonais, em especial, receptores de progesterona.
Em estudo de Wiemels et al. (2010)!°, observou que pacientes com
meningiomas, em periodos de elevados niveis de progesterona, como no ciclo
menstrual ou gravidez, apresentavam agravamento dos sintomas clinicos, e
apos interrupcdo do agonista de estrogénio, houve diminuicdo dos sintomas.
Wigertz et al. (2008)%° sugere que quanto maior o nimero de gestacdes com
nascidos vivos antes dos 50 anos, maior o risco de meningiomas, corroborando
a hipoétese do efeito dos hormdnios no crescimento tumoral, visto crescimento
lento do meningioma e que niveis elevados de estrégenos e progesterona
durante a gestacéo estimulam o crescimento deste tumor.

Diversos sao os indicadores positivos da interacdo entre hormonios
sexuais femininos e o desenvolvimento de meningiomas. Inicialmente, a
predominéncia destes tumores em mulheres e o crescimento tumoral em fases
litea do ciclo menstrual e da gravidez sé@o descritos, bem como a regresséao do
crescimento e de sintomas apdés o parto e nos anos seguintes’. O risco
elevado de meningioma em mulheres com céncer de mama e a reposi¢cao
exdgena ou enddgena de hormoénios também é associada aos meningiomas.

O uso de hormdénios sexuais exdégenos, como anticoncepcionais e de
terapias de reposicao ja foram associados a aumento do risco de meningiomas.
Korhonen et al. (2010)%' observou relagdo entre uso de hormdnios sexuais
exogenos femininos e o risco de meningiomas. No estudo, mulheres em uso de

contraceptivos por mais de quatro anos e com tumores expressando receptores
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estrogénicos apresentaram maior risco. Os autores ainda sugerem que quanto
maior o periodo de exposicdo a terapias de reposicdo maior o risco de
meningiomas em mulheres pds-menopausa. Em contrapartida, Custer et al
(2006)?? ndo observou estes resultados, porém ndo recomendam terapia de
reposicdo em pacientes com histérico clinico prévio. Cea-Soriano et al. (2012)%3
também ndo observaram esta relacdo em mulheres, contudo houve relacdo em
homens usuéarios de analogos de andrégenos, em altas doses e por curto
prazo.

Associacdo com o indice de massa corporal (IMC) elevado e o risco de
meningiomas também j& foram descritos, sugerindo-se relacdo entre a
adiposidade elevada e ativacdo da aromatase, enzima fundamental na
producéo de estrogenos?®. Claus et al. (2013)%* também associaram aumento
de massa corporal ao risco de meningiomas, bem como associagdo negativa

com a amamentacao e tabagismo.

1.1.2 Localizagao

Os meningiomas sao oriundos das células meningoteliais, presentes na
aracnoide, formada por fibroblastos justapostos que resultam em um minimo
espaco extracelular com auséncia de colageno, formando uma barreira de
células impermeaveis a fluidos, moléculas de alto peso e alguns ions?°. A partir
desta barreira, surgem trabéculas de fibroblastos que aderem a pia-mater,
formando o espaco subaracnoide, composto por liquor, vasos e estruturas

neurais (Figura 1).
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dura-mater

aracnoide

pia-mater

Figura 1. llustracdo esquematica das meninges (Adaptado de Sobotta Atlas de

Anatomia Humana, 24 ed) 2.

Os meningiomas séo frequentemente encontrados nos pontos em que a
aracnoide se projeta para o interior da dura-mater, ocorrendo formacéao dos
corpusculos de Pacchioni, ou acompanhando a saida dos grandes seios
venosos?’. A regido supratentorial € a mais frequente para o desenvolvimento
dos meningiomas, possivelmente por maior concentragdo de células da
aracnoide. As localizagbes mais comuns de crescimento dos meningiomas

estdo ilustradas na Figura 2.

Goteira olfatéria

Asa
lateral do
esfenoide

Asa
média do
\  esfenoide

Figura 2. Principais localizacbes dos meningiomas (Adaptado de Perry,

2017)2.
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Os meningiomas também podem ser divididos de acordo com sua
localizacéo: central e/ou periférica, de acordo com Splavski et al. (2017)%°. As

frequéncias das localizagbes estéo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncia das principais areas de localizacdo dos meningiomas.

Localizacao % Localizagcao %

Central Periférica

Parassagital 15% Convexidade 32%
Suco olfativo 9% Esfenoide (pterion) 7%
Foice 6% Fossa posterior 6%
Esfenoide (clinoidal) 6% Angulo ponto cerebelar 5%
Tubérculo selar (suprasselar) 1% Temporobasal 4%
Seio carvernoso (parasselar) 1%

Petroclival <1% Asa do esfenoide 2%
Forame magno <1%

Intraventricular <1%

(Adaptado de Splavski e cols., 2017)

A apresentacgédo clinica depende da localizagdo e do tamanho do tumor
inicial. Os sintomas mais frequentes sdo cefaleias, sinais focais e crises
epiléticas®®. Em virtude do tamanho e da presenca/auséncia de edema
peritumoral, podem causar compressao de estruturas adjacentes ocasionando
sintomatologia relacionada a sindrome de hipertenséo intracraniana®33.

Em exames de imagem, meningiomas com bordas irregulares e a
presenca de edema peri-tumoral podem ser fatores preditivos associados a

invasao cerebral e agressividade (Figura 3).
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Figura 3. Ressonancia magnética de paciente com meningioma. A.
Meningioma de convexidade, extra axial, contraste ponderado em T1 com sinal
da cauda dural. B. Meningioma atipico, extra axial, contraste ponderado em T1,

com sinal da cauda dural e bordas irregulares (Adaptado de Perry, 2017)%,

De acordo com Oya et al. (2011)%, a presenca de edema, tamanho
superior a 2,5 cm de didmetro, auséncia de calcificacdo, hiperintensidade em
T2 e sintomas sdo fatores importantes para o desenvolvimento tumoral,
sugerindo acompanhamento mais proximo destes casos. Em relagdo ao
tamanho do tumor, segundo Karsy et al. (2016)%3, consideram-se grandes os

casos com tamanho superior a 3 cm.

1.1.3 Classificacao histologica

Os meningiomas sdo massas nodulares ou lobulares, com superficie lisa
e estdo aderidos internamente a dura-mater, possuem tamanho variavel e

consisténcia firme a macroscopia. Ao corte, podem ser observadas areas

vermelho-escuro e areas transllicidas. Degeneracfes, cistos, hialinizacao,
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calcificacbes, bem como ossificagcbes e edemas peritumorais podem ser
encontradas?’. Microscopicamente, assemelham-se a outros tipos tumorais,
tornando as técnicas histoldégicas auxiliares importantes na correta
diferenciagao®*.

Conhecer a histologia dos tumores € determinante para a identificacao e
posterior estadiamento das les6es. Em 1931, a primeira classificagéo oficial foi
proposta e, desde entédo, foram realizadas diversas altera¢des. A classificagéo
mais aceita € a elaborada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que
divide os meningiomas em trés grupos: benignos (grau 1), atipicos (grau Il) e
anaplésicos (grau Ill), de acordo com as caracteristicas histologicas e
citomorfoldgicas®. Os subtipos histolégicos por grau, critérios de classificacdo

e indices de recorréncia estao descritos na Figura 4.

« Meningotelial = Atipico = Anaplasico
« Fibroblastico - Cordoide - Papilar
= Transicional = Células claras - Rabdoide
= Psamomatoso
- Angiomatoso % 4 ou mais mitoses % Citologia maligna
= Secretor % Invasao celular (Semelhante a
= Microcistico < Presenca de pelo sarcoma, melanoma e
- Linfoplasmocitico menos 3 itens: carcinoma)
- Metaplasico aumento de
celularidade, nucléolo
proeminente, necrose < 20 ou mais mitoses

espontanea, proporgao
nucleo/citoplasma,
arquitetura difusa

Figura 4. Classificacdo geral dos meningiomas de acordo com a OMS

(Adaptado de Harter, 2017)%.
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Os subtipos histologicos mais frequentes sdo de grau | (meningotelial,
fibroblastico e transicional) e ndo estdo associados a casos de mortalidade,
embora apresentem elevada morbidade, considerando lesbes na base do

cranio (Figura 5).
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Figura 5. Meningioma meningotelial (grau 1). Células uniformes e inclusGes
intranucleares tipicas, coloracdo de hematoxilina e eosina (HE), 400x

(Adaptado de El-Gewely, 2016)36.

A classificacdo dos meningiomas de grau Il e Ill € baseada em critérios
estabelecidos: nucléolo proeminente, alta celularidade, perda da arquitetura
fascicular, necrose e células pequenas com alta proporgéo nucleo/citoplasma.
A presenca de trés destas caracteristicas classifica o caso como grau Il. O
namero de mitoses (quatro ou mais mitoses em 10 campos com maior
celularidade) e a invasdo cerebral, incorporada pela Ultima atualizacdo da

OMS, isoladamente ja podem classificar a lesdo como atipica (Figura 6)3°.
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Figura 6. Meningioma atipico (grau Il). Perda da arquitetura celular, nucléolos
proeminentes, coloracdo de hematoxilina e eosina (HE), 400x (Adaptado de

Perry, 2017)28.

Os meningiomas de grau Il e lll, além de taxas de mortalidade e
morbidade elevadas sdo frequentemente recorrentes®’. As lesdes de grau Il
apresentam elevado indice de mitoses (20 ou mais mitoses em 10 campos de
alta celularidade) e invasdo tumoral, podendo ocorrer metastases (Figura
7)113538  As metastases sdo consideradas raras, geralmente sdo descobertas
acidentalmente, em casos com lesdes extensas de grau Il (5%) e Il (30%). Os
sitios metastaticos mais comuns sao pulmao, figado, linfonodos cervicais e

0SS03940,
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Figura 7. Meningioma anaplasico (grau lll). Hipercelularidade devido a alta
atividade mitética, coloracdo de hematoxilina e eosina (HE), 400x (Adaptado de

Riemenschneider, 2006)*.

1.1.4. Recorréncia

Em 1957, Donald Simpson e colegas comprovaram, pela primeira vez, a
correlacdo entre a extensdo da remocdo cirlrgica e a taxa de recorréncia,
dividindo os tumores em graus de remocdo®’. A classificacdo adotada por

Simpson ainda € usada e esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo de acordo com Simpson quanto ao grau, tipo de ressecc¢ao e

recorréncia de meningiomas.

Grau Resseccédo Risco de Recorréncia

| Remocéo total com ressecgdo da 9%
dura-mater e de 0ssos anormais;

1l Remocéo total com coagulacéo da 16%
insercao dural

11 Remocéo total sem coagulacéo da 29%
insercao dural

\% Remocéo subtotal (parcial) 39%

\% Descompressao simples

(Adaptado de Simpson., 1957)



26

A maioria dos meningiomas tem progndstico favoravel a longo prazo,
porém o0s casos recorrentes ainda sdo desafiadores quanto a conduta
terapéutica escolhida. Os tumores ressecados parcialmente apresentam taxas
de recorréncia de aproximadamente 80%, caindo as taxas para 6-30% nos
tumores totalmente ressecados*>**. Os meningiomas devem ser removidos
completamente, incluindo possivel adeséo a dura-mater e infiltragbes 6sseas,
pois estes sdo fatores preditivos importantes para a recorréncia tumoral,
seguidos pelo grau do edema e invasao cerebral®.

Outro fator relacionado a recorréncia € o grau tumoral elevado. A
recorréncia dos meningiomas atipicos e anaplasicos é mais prevalente quando
comparada com o0s benignos. Aproximadamente metade dos casos dos
meningiomas atipicos (grau Il) recorrem na primeira década e a maioria dos
casos de tumores anaplasicos em 2 anos®3’. Taxas de recorréncia e sobrevida
dos tumores atipicos (grau Il) e anaplasicos (grau lll) estdo descritas na Tabela

3. Contudo, a presenca de calcificacdes e fibrose podem ser indicativos de

nao-recorréncia tumoralt146,

Tabela 3. Taxas de sobrevida e recorréncia em meningiomas grau Il e Ill.

Sobrevida Sobrevida Média tempo Taxa de Taxa de
média em 5anos (%) de sobrevida recorréncia recorréncia
(anos) (anos) 5 anos (%) 10 anos (%)
Grau |l (atipicos) 11-19 80-95 12 23 45
Grau |l (anaplasico) 2-7 28-64 2 55 85

(Adaptado de McNeil e cols., 2016)

A relacdo entre os receptores hormonais sexuais e a recorréncia nao
esta estabelecida, porém sugere-se que a presenca de receptores de

progesterona em meningiomas pode ser (til para avaliar o comportamento
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destes tumores. Ha relatos na literatura quando a maior expressao de
receptores de progesterona em meningiomas grau | em compara¢cdo com 0s
meningiomas de graus Il e I11*8. Hilbig et al (1998)*’ descreve que a expressao
dos receptores de progesterona ndo é suficiente para predizer a malignidade
tumoral, porém util associada a demais variaveis. A expressdo de receptores
de progesterona ja foi associada com Ki-67, marcador importante de
proliferacdo celular, e demostrou que os meningiomas benignos, além de
elevados niveis de receptores de progesterona, apresentavam baixa expressao
de Ki-67. O contrario foi observado em meningiomas grau I, que
demonstraram menor expressao de receptores de progesterona e maior
marcacdo de Ki-6748. Wahab et al. (2003)*° sugere menor risco de recorréncia
em tumores com receptores de progesterona positivos e, segundo Roser et al.
(2004b)*° meningiomas com receptores negativos apresentaram maior
vascularizacdo e maiores indices de Ki-67.

Em relacdo aos receptores de estrégeno e andrégenos, Korhonen et al
(2006)*8 avaliaram 510 casos e concluiram que 88% dos meningiomas eram
positivos para receptores de progesterona, 40% para os de estrogeno e 39%
para os de androgeno. Contudo, ndo observaram diferenca quanto a expressao
dos horménios entre homens e mulheres, bem como com recorréncia tumoral,
porém identificou expressao significativamente menor em meningiomas de grau
Il e lll. Konstantinidou et al. (2003)°! também relatou menor expresséo de

receptores de estrogenos em meningiomas de grau .
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1.1.5 Tratamento

De acordo com o National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
Clinical Practice Guidelines in Oncology o diagndéstico de meningiomas deve
ser realizado através imagens (tomografia computadorizada e ressonancia
nuclear magnética) e, se necessério, realizacdo de bidpsia. Considerando-se
que a maioria dos meningiomas sdo assintométicos e com crescimento lento,
0s mesmos devem ser acompanhados periodicamente através da clinica e de
imagem, com o objetivo de monitorar sua evolugéo®.

Nos casos assintomaticos considerados grandes (maiores que 3 cm) e
acessiveis € recomendada a remocéo cirdrgica. A cirurgia também é indicada
nos casos sintomaticos de qualquer tamanho ou grau tumoral®. A remocéo
cirirgica deve ter como objetivo principal a completa ressec¢do do
meningioma, visando diminuir as chances de recorréncia®. Outras variaveis
também devem ser observadas, como a idade, localiza¢do do tumor e histérico
clinico, com o intuito de ponderar quanto ao beneficio clinico a ser obtido com a
cirurgia®.

Para as lesGes benignas o acompanhamento pds-cirirgico é indicado
por meio de ressonancias magneéticas nos primeiros trés, seis e 12 meses,
apos isso semestralmente por cinco anos, diminuindo a frequéncia ap0s o0s
cinco anos. Os casos mais graves devem ser acompanhados mais de perto33.

Apés a remocao cirargica, a radioterapia € considerada padrdo nos
meningiomas anaplasicos (grau lll) e opcional para as lesdes benignas (grau )
e atipicas (grau IlI). Para os casos recorrentes ou inoperaveis, devido a

localizacéo da lesdo ou a falta de condi¢bes clinicas, a radioterapia também
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deve ser tratamento de escolha, visando estabilizar a progressdo tumoral e
reduzir os indices de recorréncia, contudo seu uso pode causar efeitos
colaterais a longo prazo, como neoplasias secundarias e
leucoencefalopatias?®53.54,

Para os casos recorrentes e ndo passiveis de cirurgia e radioterapia, séo
indicadas trés classes de agentes quimioterapicos, testados com resposta
positiva em ensaios clinicos: interferon-a, agonista de receptores de
somatostatina e inibidores de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
independentemente do grau do tumor3,

Devido a expressao de receptores hormonais, como 0s receptores de
progesterona, frequentemente encontrados, e os receptores de estrogenos,
com expressao limitada, varios estudos avaliaram o papel de agentes
hormonais no tratamento de meningiomas.

O agonista parcial de progesterona mifepristona mostrou resultados
controversos quanto a regressdo tumoral®>%, Walter et al. (2005)°’ sugerem
que a admistracdo pré-operatoria de medroxiprogesterona em pacientes com
receptores de progesterona positivos poderia melhorar a resposta clinica em
comparacao com meningiomas sem expressao destes receptores.

Em estudo utilizando silvestrol (ciclopentabenzofuran), inibidor do fator
de iniciacdo da traducdo eucaridtica 4A (elF4A), in vitro em meningiomas, 0
mesmo se mostrou agente antiproliferativo, induzindo paradas no ciclo celular e
reduzindo niveis de fatores de traducédo de proteinas, sugerindo que terapias
bloqueadoras de fatores de traducéo poderiam reduzir o potencial proliferativo

dos meningiomas®859,
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1.2 Biomarcadores

Atualmente, com o avancgo das técnicas diagnosticas que permitem a
deteccdo precoce de doencas e a melhor escolha terapéutica, a busca por
marcadores de acuracia comprovada é de extrema relevancia®®l. Os
marcadores tumorais ou biomarcadores sdo macromoléculas encontradas no
tumor, sangue e em liquidos biologicos, cujo aparecimento ou alteracao de
concentragdo se relaciona com o inicio ou desenvolvimento de tumores. Estas
substancias podem sinalizar a presenca de tumor, sendo produzidas pelo
mesmo ou sendo uma resposta do organismo as alteracées®?.

Os marcadores tumorais sdo proteinas ou porcbes proteicas,
quantificados por técnicas bioquimicas (sangue) ou imuno-histoquimicas
(tecidos) e por técnicas moleculares para pesquisa de oncogenes e
supressores tumorais ou alteracGes genéticas®®. Os marcadores de diagndstico
bioguimico sdo os mais utilizados na prética clinica, por serem obtidos com
relativa facilidade e de amplo acesso®*.

Biomarcadores associados a tumorigénese (transformacdo da célula
normal em neoplasica), reparacdo de erros no DNA, regulacdo de ciclo celular,
e densidade celular podem ser Uteis para escolha correta dos tratamentos e
uso de medicamentos especificos, além de detectar casos com maior
probabilidade de recorréncia®®. Pode-se utilizar marcadores para
identificacdo precoce de pacientes com alto risco de desenvolver uma doenca,
principalmente as doencas assintomaticas em fases iniciais, possibilitando a
intervencdo médica adequada, evitando ou retardando manifestacbes mais

graves®267,
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A utlizacdo de marcadores deve ser feita de forma complementar a
outros exames diagndsticos e clinicos e seus resultados avaliados de forma
personalizada®. A associacdo de marcadores com dados clinicos permite
conhecer a dinamica e a interacédo de diferentes vias de desenvolvimento dos
tumores. A informacdo oriunda destes painéis tem ampliado a avaliacdo e

acompanhamento dos pacientes.

1.2.1 Biomarcadores em meningiomas

Os pacientes com meningiomas, devido a frequéncia de casos
recorrentes, podem apresentam um quadro desfavoravel e ainda nao se
estabeleceu consenso de tratamento para estes casos*®. Um dos usos dos
marcadores em meningiomas € a obtencdo de um perfil dos casos recorrentes
e nao-recorrentes, identificando caracteristicas clinicas e genéticas que
auxiliem na conduta médica®.

Apesar da maioria dos casos serem benignos, a recorréncia € observada
em todos os graus e subtipos histolégicos. O indice de recorréncia € avaliando
a partir do tipo de resseccdo cirdrgica e dos indices mitéticos (numero de
mitoses por campo com maior numero de células), considerados preditores de
tempo de sobrevida livre de recorréncia e agressividade do tumor. O indice
mitotico também é utilizado pela OMS na classificagdo quanto ao grau tumoral
dos meningiomas®. Valores elevados dos marcadores proliferativos
relacionam-se com comportamento agressivo e pior prognostico. Os principais
biomarcadores de proliferacdo celular em meningiomas estdo descritos na

Tabela 470-73,
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Tabela 4. Biomarcadores de proliferacé@o celular e prognéstico dos meningiomas.

Proteinas Gene Atuacéo Prognéstico

Ki-67 MKI67 Proliferacéo celular Crescimento tumoral, alto risco de
recorréncia

p53 TP53 Regulac&o do ciclo celular Risco de recorréncia e agressividade

Bcl-2 BCL2 Anti-apoptético Risco de recorréncia e agressividade

PHH3 HIST3H3 Ciclo celular (mitose) Risco de recorréncia

MCM7 MCM7 Controle do ciclo celular Risco de recorréncia

PCNA PCNA Sintese de DNA Recorréncia e agressividade

Ciclina D1 CCDN1 Controle do ciclo celular Recorréncia, agressividade e
invasividade

Legendas: Ki-67: marcador de prolifieragdo Ki-67; p53: antigeno tumoral p53; Bcl-2: B-cell leukemia 2; PHH3: Histona H3; MCM7:
Componente 7 do complexo de manutengdo de minicromossomo; PCNA: antigeno de proliferagéo celular nuclear; CCDN1: gene ciclina
D1 (Adaptado de Kim e cols., 2001; Panagopoulos e cols., 2008; Cheng e cols., 2015; Tirapelli e cols., 2017)

Com o avanco das técnicas moleculares, os biomarcadores se mostram
ferramentas Gteis na pesquisa de alteracées e mutacbes genéticas presentes
nos meningiomas. Estas estdo associadas a alguns subtipos histolégicos
distintos e sua localizagdo anatdmica’4, como por exemplo, 0s meningiomas
secretores (grau 1) frequentemente apresentam mutacdes no KLF4 (fator
semelhante a Krupple 4) e TRAF7 (fator de necrose tumoral associado ao
receptor 7), enquanto nos meningiomas fibroblasticos observa-se mutagédo no
NF2. Nos meningiomas de regido de convexidade e da base posterior do cranio
relata-se mutacdes inativadoras em NF2 e monossomia do cromossomo 22,
enquanto meningiomas da base anterior e lateral do crénio tendem a ter
mutacbes em SMO (receptor de classe suavizado) ou AKT1 (homologo de
oncogene viral de timomamurino)’>76. As alteracGes gendmicas mais frequente
encontradas nos meningiomas sédo a delecao no braco longo do cromossomo

22 e a inativacdo do gene supressor tumoral NF27’/. Os biomarcadores
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associados as mutacfes genéticas mais comuns e clinicamente relevantes em

meningiomas estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Biomarcadores genéticos e prognéstico dos meningiomas.

Alteracdo molecular Mutag&o/proteina Grau tumoral Prognéstico

Dependente da co-
TRAF7 Mdltiplas, pontuais 1-111 mutacao

Risco baixo de recorréncia

AKT1 E17K | (prognéstico favoravel)
W535L Risco moderado de
SMO L412F : recorréncia

- Alto risco de recorréncia
TERT C228T (prognéstico ruim)

Delecgéo (prognéstico
ruim)

NF2 D;I]?E;E;S & mutagoes 1-111 Mutag&o (risco moderado
P de recorréncia)
Proteinas . o
reguladoras PD-L1 Alto risco de recorréncia
; TIM-3 1 (prognostico ruim)
(checkpoints) LAG-3

TRAF7: fator associado ao receptor de necrose tumoral 7; AKT1: homélogo de oncogene viral de timomamurino 1; SMO: receptor de
classe suavizado; TERT: transcriptase reversa da telomerase; NF-2: Neurofibromatose tipo 2.
(Adaptado de Proctor e cols.,2018)

Em estudo caso-controle, avaliando a presenca de polimorfismos, com
631 casos de meningiomas, foi demonstrada associacéo significativa com gene
BRIP1 e meningiomas’®. Rajamarann et al. (2010)°, observou aumento do
risco de meningioma na presenca de polimorfismos GLTSCR1 (Glioma tumor
suppressor candidate region gene 1), ERCC4 (Excision repair cross-
complementing rodent repair deficiency complementation group 4), PCNA e

MUTYH.



34

1.2.2. Ciclina D1

A proteina ciclina D1, codificada pelo gene CCDN1 (cromossomo
11913), pertence a familia das ciclinas, juntamente com as ciclinas D2 e D3 e
estd presente ao longo do ciclo celular, sendo intimamente relacionada a
regulacédo e ao controle®®®2, As ciclinas séo formadas por uma sequéncia de
100 aminoacidos, onde o dominio N-terminal proporciona a ligacdo com as
CDKs (quinases dependentes de ciclina) e o dominio C-terminal é responséavel
pela estabilidade proteica®.

A partir de sinais ou vias de transducdo extracelulares, como por
exemplo fatores de crescimento ou mitdgenos, observa-se 0 aumento da
transcricdo, traducdo e estabilidade proteica da ciclina D1, permitindo a
formacdo de complexos ativos com as CDK4 e CDK6 no nucleo e
consequentemente a fosforilagdo da proteina retinoblastoma (pRb). Apés isso,
ocorre a dissociacdo do complexo pRb/E2F, permitindo a liberacdo do E2F
(fator de transcricdo E2F) e a progressao do ciclo celular (transicéo da fase G1,
na qual a célula passa por processos de crescimento, diferenciacdo e producdo
de substancias, para a fase S, na qual ocorre a duplicacdo do material celular)
(Figura 8). Nas células que n&do estdo em processo de divisdo celular, a pRb
encontra-se hipofosforilada, inibindo o ciclo celular através da formagéao de um

complexo inativo com o E2F83-86,
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Mitégeno J

Figura 8. Via de ativacéo da ciclina D1 e progressao do ciclo celular (Adaptado

de Leemans e colaboradores, 2011)%".

O complexo ciclina/CDK é mantido enquanto h& presenca de fatores
indutores de mitose e, na auséncia destes fatores, a ciclina D1 é rapidamente
transportada do ndcleo para o citoplasma pela proteina glicogénio sintase
quinase 3-beta (GSK-3[), onde € marcada com ubiquitina para ser degradada
via proteossoma?®’88, Ao final da fase G1 é realizado um checkpoint (ponto de
restricdo), no qual observa-se possiveis alteragfes celulares, resultando na
autorregulacéo, replicacdo do DNA e progressédo continua do ciclo celular®. No
crescimento de células tumorais ocorre a superexpressédo das ciclinas D1 e
aumento na ativacao de CDKs.

A expressao aumentada da ciclina D1 € comum nas células em divisdo
celular e observada em determinados tipos de neoplasias, como mama, bexiga,
adenomas de hipofise, entre outros, e esta associada a alteracdo na

amplificacéo e translocacdo do gene CCND1 e/ou na degradacéo deficiente da

ciclina D189:90,
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A andlise da tumorigénese relaciona a superexpressao de ciclina D1
com um elevado grau de instabilidade gendmica, propiciando o0
desenvolvimento tumoral, redugédo da sobrevida livre de doenca e mau
progndéstico®-94,

As alteracdes gendmicas associadas a ciclina D1 podem variar desde
polimorfismos de nucleotideos anicos (SNP), como o G870A (troca do
nucleotideo guanina por uma adenina na posicdo 870), considerado o mais
relevante devido a capacidade de formar isoformas variantes da proteina®%,
até translocacdes cromoss6micas importantes (justaposi¢cao do gene CCND1 e
da imunoglobulina em linfomas), ocasionando a superexpressao desta
proteina®’. Relacionando a ciclina D1 com genes supressores tumorais
(RUNX1T1), observou-se que a baixa expressdo dos mesmos com a alta
expressao de ciclina D1 e p53, ambas associadas a proliferacdo, poderiam ser
fatores contribuintes no crescimento dos meningiomas?®.

A expressao proteica da ciclina D1 foi estudada em meningiomas e
demonstrou relagdo significativa com o marcador de proliferacdo MIB-1
(mindbomb E3 ubiquitin protein ligase 1) e elevada expressao em meningioma
grau Il e lll, sugerindo que essa combinacao pode definir os meningiomas com
maior potencial agressivo®. Em relacdo ao grau tumoral, a ciclina D1
demonstrou maior expressdo nos graus mais elevados (Il e Ill) e nos casos de
grau | com recorréncia, corroborando a hipotese da ciclina D1 induzir
comportamento mais agressivo e predizer casos recorrentes’!. Segundo
Milenkovi¢ et al. (2008)%, estudo comparativo entre marcadores proliferativos

como ciclina D1, Ki-67, PCNA (antigenos nucleares de proliferacdo celular)



37

mostrou expressao muito similar entre eles, sugerindo que a ciclina D1 pode

ser usada como um marcador proliferativo em meningiomas.

1.2.3. MUTYH

O DNA é uma molécula organica de alta complexidade, responséavel por
armazenar informacdes genéticas que devem ser mantidas de uma geracdo
para outra e, para isso, a integridade da molécula deve ser conservada. Apesar
da sua capacidade de se manter estavel, a constante exposicao a agentes com
potencial de danificar seu material genético pode produzir lesbes em sua
estrutura e prejudicar os processos de replicacédo ou de transcricdo génical®.

Os agentes nocivos ao DNA sdo inumeros, podendo ser ambientais
(como radiacdes ultravioletas), fisicos e quimicos (como quimioterapicos e
intermediarios de processos celulares normais). A oxidacdo, alquilacdo e
desaminacdo das bases sdo os principais processos enddgenos celulares
responsaveis por danificar o DNA?L, Tais danos sdo comuns e inevitaveis, pois
ocorrem a partir da sua instabilidade natural ou de reacfes intracelulares que
geram produtos ou metabdlitos, como espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio'®2. Para evitar que estes agentes danifiquem o DNA, 0os mecanismos
de reparo sdo fundamentais, assegurando a completa transmissdo das
informacgdes génicas.

O mecanismo de reparo do DNA é dividido em quatro vias: reparo por
excisao de bases, reparo por excisdo de nucleotideos, reparo de pareamento
errbneo e reparo de quebra de fita dupla. O mecanismo de reparo do tipo

excisao de bases (BER) é a principal via de reparo de DNA, pois corrige lesdes
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que ndo causam alteragBes na estrutura da dupla hélice, porém modificam
bases individuais!®, sendo esta a via de reparo da proteina MUTYH.

A BER é composta por proteinas do tipo glicosilases, endonucleases,
polimerases e ligases, que atuam através da excisdo e substituicdo da base,
removendo as alteracdbes no DNA e restaurando seu estado original. O
reconhecimento da base danificada é realizado por uma DNA glicosilase,
especifica para cada base modificada®:.

O produto da oxidacdo da guanina (8-oxoG) € o resultado da introducdo
de um oxigénio no carbono de posi¢céao 8 (C8) e um hidrogénio no nitrogénio de
posicao 7 (N7) (Figura 9). Esta leséo € considerada a mais abundante no DNA,
estima-se que aproximadamente 103 lesGes sdo formadas diariamente em uma
célula normal, sendo este nimero aumentado em tecidos tumorais!®. Estas

caracteristicas permitem a utilizacdo da 8-oxoG como biomarcador de dano por

estresse oxidativol%.

e -
T || T
?4 " N\an OXIDACAO T{ " N\

. ), by gy,

GUANINA 8-OXO-GUANINA

Figura 9. Estrutura da guanina apés oxidacdo (8-oxoG) (Adaptado de

Nakabeppu, 2014)106,
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A via de reparo da 8-oxoG € composta pelas enzimas OGG1 (DNA
glicosilase 8-oxoguanina), MUTYH (DNA glicosilase muty) e MTH1 (mutT
homologo humano 1 fosfatase). A OGG1l é uma glicosilase considerada
bifuncional, pois reconhece e remove a lesdo quando pareada com a citosina
(8-0x0G:C). Apbs a remocgdo da base oxidada, o sitio abasico (apurinico ou
apirimidinico) seré reestabelecido (G:C). Contudo, se a replicacdo acontecer
sem a remocao da 8-oxoG pela OGG1, ocorre a formacéo de um par de bases
incorreto (8-oxoG:A), visto que as DNA polimerases replicativas pareiam
preferencialmente adeninas com as lesbes 8-0xo0G.

A proteina MUTYH é composta por 546 aminoacidos, codificada pelo
gene homologo mutY, localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p32.1) e é
formada por 16 éxons. A funcdo da MUTYH é reconhecer o par de bases
alterado (8-oxoG:A) e remover a adenina. Os processos seguintes s&o
realizados por enzimas polimerases de reparo que realizam o pareamento 8-
ox0G:C, gerando novo substrato para a enzima OGG11%7,

Um processo fundamental na via da 8-oxoG é a eliminagdo das bases
oxidadas do pool de nucleotideos. Esse processo € realizado pela enzima
MHT1 que hidrolisa a base oxidada, impedindo sua incorporacdo no DNA pelas
polimerases e a ativacdo da glicosilase MUTYH8, A Figura 10 ilustra a via 8-

oxoG.
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Figura 10. Esquematizacao da via de reparo da 8-oxoG (Adaptado de David e

colaboradores, 2007)%°,

Como resultado das falhas durante a remocédo das lesbes 8-0x0G,
observam-se mutacdes do tipo transversado, ou seja, a troca de um par G:C por
um T:A. Quando ocorrem varias lesées muito préximas no material genético, a
capacidade de reparo pode ser alterada, ocasionando perda de eficiéncia.
Estas lesbes causam grande instabilidade do genoma, e podem interfir em
outras vias de reparo e na quebra da filha dupla de DNA9,

Estudos citogenéticos tém sugerido que, quando ocorrem perdas em
alelos ligados ao cromossomo 1, ha maiores chances de progressédo de doenca
e recorréncia tumoral. Em meningiomas, a perda alélica no braco curto do
cromossomo 1 é uma das anormalidades mais frequentes, seguida pela
delecdo no cromossomo 22 e a inativagcdo de NF2'19, O gene codificante da
proteina MUTYH esta localizado no gene homdélogo mutY, no braco curto do

cromossomo 1 (1p32.1). A perda do cromossomo 1 ocorre em todos 0s graus
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tumorais, porém a frequencia estd aumentada nos graus Il e lll, relacionando a
provavel presenca de gene supressor tumoral nesta regido e seu envolvimento
com a progressao tumoralt*t,

O uso da imuno-histoquimica como técnica preditiva para avaliacdo da
presenca de mutagbes em tumores ainda é recente. A analise protéica, em
pacientes com polipose recessiva associada a MUTYH (MAP), condi¢éo clinica
caracterizada por mdultiplos adenomas colorretais, cancer e presenca de
mutacdes bialélicas no gene MUTYH, permitiu identificar pacientes com esta
mutacdo através de marcacdo imuno-histoquimica especifica (auséncia de
marcacao nuclear e marcacao citoplasmatica forte), sugerindo o uso da técnica
como forma de rastreamento de MAP*!2, Contudo, Van der Post et al. (2009)%!3
e O’Shea et al. (2008)'!* ndo observaram associacdo entre expressdo imuno-
histoquimica, caracteristicas patolégicas e a presenca de mutacdes em
pacientes com MAP e adenomas colorretais. Segundo Riegert-Johnson et al.
(2011)'*> nenhum fator clinico, histérico familiar ou presenca de pdlipos, foi
capaz de predizer a presenca de mutacfes. Em tumores gastrico, a baixa
expressdo de MUTYH, em comparacdo com o epitélio normal, foi associada
com piores caracteristicas tumorais e sobrevida'!®. Até o presente momento,
nao ha descricdo na literatura quanto a expressédo protéica de MUTYH em

meningiomas.
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1.2.4. Proteinas do grupo xeroderma pigmentoso do tipo F e G
(XPF e XPG)

O reparo do DNA também ocorre pelo mecanismo do tipo excisdo de
nucleotideos (NER). Nesta via, agem aproximadamente 30 proteinas que
atuam de forma organizada e processam lesbes que modificam a estrutura da
dupla hélice, como as causadas por radiacdes ultravioletas e exposicdo a
produtos quimicos e agentes alquilantes®?’.

A acédo da NER pode ser dividida em dois processos: reparo global de
DNA (GGR) e reparo de DNA acoplado a transcricdo (TCR). O GGR é
considerado relativamente lento e menos eficaz, pois seu mecanismo percorre
toda a extensdo do DNA, removendo lesGes por inteiro, como os dimeros de
pirimidina, que sé@o responsaveis por distorcer a dupla hélice. Em contrapartida,
o TCR remove lesdes causadas por fotoprodutos, como pirimidinas e
pirimidonas, nas fitas transcritas do DNA, blogueando o processo de
transcricao®®.

Os processos de reparo da via NER ocorrem em cinco etapas:
reconhecimento da lesédo, abertura da dupla hélice, incisdo e retirada dos
nucleotideos danificados, nova sintese e ligacdo das fitas'!8. Estes processos

séo ilustrados na Figura 11.
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Figura 11. Etapas de acdo do mecanismo de reparo NER (Adaptado de Lima-

Bessa e colaboradores, 2009)1°.

Existem doencas associadas as alteracfes genéticas hereditarias e a
NER, sendo elas xeroderma pigmentoso (XP), sindrome de Cockayne e
tricotiodistrofia. O xeroderma pigmentoso € uma doenca rara, que afeta a
reparacdo do DNA apdés minima exposicdo a radiagdo ultravioleta,
caracterizando-se por fotossensibilidade e predisposicao a cancer de pele em
idade jovem. MutagBes nas proteinas da via NER resultam em anormalidades
no reparo do DNA e no aparecimento de diferentes fendtipos da doenca:
fotossensibilidade, poiquilodermia (atrofia da pele e hiperpigmentacao), lentigos

solares (manchas escuras), cancer de pele, neurodegeneracdo e tumores
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cerebrais!?. Deste modo, o XP tornou-se o modelo principal no estudo de
lesGes ndo reparadas e de mutagGes causadas por agentes genotdxicost?L.

As proteinas XPF e XPG s&o endonucleases especificas, que atuam no
processo de incisdo da fita danificada 3’ e &’, respectivamente. A Tabela 6
descreve as func¢des das proteinas XP envolvidas no mecanismo de reparo tipo

NER?!?2,

Tabela 6. Proteinas XP envolvidas na via de reparo NER

Proteina (Gene) Funcéo Componentes de interacdo

XPA (XPA) Identificacdo do dano RPA, TFIIH, XPF,
DDB2, PCNA

XPB (ERCC3) DNA helicase XPC, XPA, XPG, XPF

XPC (XPC) Reconhecimento da lesédo XPA, TFIIH, RAD23B,
DDB2

XPD (ERCC2) DNA helicase XPC, XPA, XPG, XPF

XPE (UV-DDB1/2) Reconhecimento de lesdo UV XPC, RPA, XPA

XPF (ERCC1/ERCC4) Endonuclease TFIIH, XPA, ERCC1

XPG (ERCC5) Endonuclease XPA, TFIIH, PCNA, XPD

XPV (POLH) Desvio de dano PCNA

Legendas: XP: proteinas xerodermapigmentoso, RPA: proteina de replicagdo A, TFIIH: fator de transcricdo geral, DDB2: proteina de
ligacdo ao dano no DNA UV2, PCNA: antigeno nuclear de proliferacédo celular, RAD23B: proteina de reconhecimento do dano no DNA
UV (Adaptado de Koch e colaboradores, 2016).

A reparacdo do DNA, realizada pela endonuclease XPF, & codificada
pelo gene ERCC4 (Excision repair cross-complementing rodent repair
deficiency complementation group 4), localizado no cromossomo 16p13.12,
formado por 11 éxons. A proteina XPF é formada por 916 aminoacidos,
formando um complexo enzimatico estavel com a proteina ERCC1 (Excision
repair cross-complementing rodent repair deficiency complementation group 1),

atuante na reparacéo e recombinacéo das fitas do DNA'23,
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O complexo ERCC1-XPF realiza a clivagem de estruturas especificas
proximas as juncdes das fitas simples e duplas de DNA na porgdo 5’ da fita
simples danificada. Dentro do complexo ERRC1-XPF, a proteina XPF é
considerada sitio ativo da endonuclease, esta envolvida na ligagdo ao DNA e
possibilita a interagcdo de proteinas adicionais no processo. A estrutura e 0s
dominios do complexo XPF-ERRC1 estéo ilustrados na Figura 12. O complexo
homodimero XPF-XPF também pode ser formado, mostrando-se mais estavel

que o complexo heterodimero ERRC1-XPF1?4,

SITIO DE
CLIVAGEM

central

Figura 12. Estrutura do complexo XPF-ERCC1 e ligacdo com DNA (Adaptado

de Koch e colaboradores, 2016)%2,

A proteina XPG, codificada pelo gene ERCC5 (excision repair cross-
complementing rodent repair deficiency, complementation group 5) e
pertencente a familia das endonucleases FEN (flap endonucleases), atua na
cadeia simples do DNA. E composta por 1186 aminoacidos e interage com
diversas proteinas da via NER. As mutacdes envolvendo esta proteina estdo

relacionadas com hipersensibilidade a radiacdo ultravioleta e a Sindrome de
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Cockayne, caracterizada por graves defeitos no crescimento e complicacdes
mentaist?°,

Outras alteracbes genéticas estdo associadas a presenca de
polimorfismos e aumento do risco de aparecimento de tumores!?>. O
polimorfismo Asp1558His esta associado ao desenvolvimento de meningiomas
e gliomas, com maior risco nos casos de meningiomas*?6,

A estrutura da proteina XPG contém dois dominios (N e ),
evolucionalmente conservados e separados por uma longa por¢cdo de 600
aminoacidos (Figura 13). Esta porcado conservada nao estd envolvida nos
processos cataliticos da XPG, porém desempenha papel importante na

clivagem, recrutamento e correto posicionamento da proteina em lesdes da

dupla hélice!?’.

XPB and XPD RPA PCNA
1 337 668 747 981 1009
1 111 184 210 747 928 1186

Figura 13. Representacdo esquematica da proteina XPG (Adaptada de Koch e

colaboradores, 2016)?2.

A XPG age na clivagem do DNA, perto da juncéo da fita simples com a
dupla, sendo necesséarios mais de cinco pares de bases abertos para que o
processo de clivagem seja eficiente. A presenca da XPG é essencial para o
recrutamento do complexo XPF-ERRC1, porém o mecanismo pelo qual a

proteina realiza o reconhecimento do DNA néo é conhecido.
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As proteinas envolvidas com a reparacdo de lesbes atuam em
multiplos processos e vias de reparo!?®. As proteinas da via NER podem estar
associadas as atividades da via BER, as proteinas da via NER funcionam como
um back-up do processo de reparo, quando proteinas da via BER estdo
defeituosas??®130, A proteina XPG pode ser uma das proteinas NER envolvidas
no reparo das lesGes oxidativas, como relatado por Wang et al. (2010)*3!, que
avaliou a atividade desta proteina em pacientes portadores da doenca XP,
observando que o reparo das lesbes estava deficiente nestes pacientes.

Na via NER, a interacdo com fatores de transcricdo é necessaria para
localizar a XPG nos sitios de lesdo, enquanto na via BER, a proteina XPG
funciona como um potencial cofator de ligacdo das glicosilases no DNA
danificado!!’.

A expressao imuno-histoquimica da proteina XPG ja foi validada em
tecidos normais e varios tipos tumorais, apresentando diferentes padrdes de
marcacao nuclear e citoplasmatical®2. Até o presente momento, ndo ha estudos

na literatura sobre a expresséo da proteina XPF e XPG em meningiomas.
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3. OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a presenca das proteinas de reparo de DNA (ciclina D1, MUTYH,

XPF e XPG) em amostras de pacientes com meningioma e relacionar com

aspectos clinicos e desenvolvimento de recorréncia ou recrescimento.

ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Estabelecer o padrdo de marcacédo das proteinas ciclina D1, MUTYH,
XPF e XPG pela técnica imuno-histoquimica em meningiomas de

diferentes graus (I, 1l e 1lI).

Avaliar a expressao das proteinas ciclina D1, MUTYH, XPF e XPG e
associa-las com caracteristicas clinicas e tumorais: idade, sexo, grau

tumoral, localiza¢éo, tamanho e seguimento clinico.

Relacionar o tipo de resseccéo cirdrgica realizada nos meningiomas

com recorréncia ou recrescimento tumoral.

Determinar o tempo de sobrevida Ilivre de recorréncia ou
recrescimento tumoral em pacientes com meningioma e associar

com a expressao das proteinas estudadas.
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ABSTRACT

Meningiomas are considered the second most common neoplasm of the central
nervous system in adults. Most of them are benign with slow growth, frequent in
women and with a high recurrence rate. In tumors, DNA error repair processes
lose efficacy, providing mutagenesis and genomic instability. This work
evaluated the expression of proteins involved in cell synthesis (cyclin D1) and
repair of DNA errors (MUTYH, XPF, XPG) in meningiomas, relating them to
clinical, tumor and survival variables. The study included 85 patients, with a
mean age of 52+13.3 years and most of them women (2:1 ratio). Sixty-seven
cases were grade | (79%). Grade Il tumors were independent predictors of
recurrence-regrowth (HR: 2.8; p=0.038). The high expression of cyclin D1 was
associated with grade 1l (p=0.001) and low MUTYH expression with grade |
(p=0.04). Strong expression of XPF and XPG was associated with grade Il
(p=0.002; p<0.001) and with recurrence-regrowth (p=0.04; p=0.003). Strong
XPF expression was significantly related to large tumors (p=0.03). An
association of cyclin D1, MUTYH and XPF were found. Survival was not
associated with the expression of any of the proteins studied. To know the role
of DNA repair proteins and cell synthesis is important for understanding the
processes of origin and tumor development. Grade Il meningiomas and strong
expression of XPF and XPG were predictors of recurrence or regrowth and may
assist in clinical management, considering the high recurrence of meningiomas

and the absence of consensus regarding treatment.

KEYWORDS: meningiomas, recurrence, cyclin D1, MUTYH, xeroderma proteins
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INTRODUCTION

Meningiomas are the second most common neoplasm of the central nervous
system in adults. Most of them are benign and with slow and asymptomatic
evolution; still, the recurrence rate is high, some cases show aggressive
behavior and unfavorable prognosis (Abbritti et al. 2016). According to
epidemiological data, meningiomas represent 37% of intracranial primary
tumors with an incidence of 8.3 cases per 100,000 inhabitants, increasing these

values after 65 years (Harter et al 2017; Ostrom et al. 2018).

Despite the evolutions affected in neurosurgery and radiotherapy, the
prevalence of recurrence-regrowth remains high. The treatment of recurrent
cases remains under discussion, with research being necessary to identify

possible biomarkers and therapeutic targets (Norden et al. 2015).

Alterations in DNA can cause modifications in cell replication and transcription
processes, leading to genetic instability and carcinogenesis. The removal of
lesions, caused by radiation or endogenous processes, is performed by repair
mechanisms formed by specific proteins to maintain the correct functioning and
ensure the transmission of genetic information (Friedberg 2015). Understanding
the behavior of cell repair proteins may represent a new path in the
development of biomarkers predictors of carcinogenesis and tumor recurrence,

especially in meningiomas (Proctor et al. 2018).
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Cyclin D1 acts in the DNA synthesis, is closely related to the cell cycle control
and its overexpression is related to genomic instability and malignant
transformation (Kanter et al. 2016; Ramos Garcia et al. 2019). The proteins
MUTYH, XPF, and XPG are involved in the DNA repair mechanism. MUTYH is
involved in the base excision repair (BER) pathway and XPF and XPG with
nucleotides excision repair (NER) pathway (Koch et al. 2016; Banda et al.

2017).

Currently, it seeks to clarify the genetic mechanisms involved in the
development of meningiomas, thus, this study aims to study the role of proteins
involved in cell synthesis and DNA repair (cyclin D1, MUTYH, XPF, and XPG)
relating to clinicopathological variables, providing useful information for the
prognosis and management of patients, besides assisting in the development of

new therapies.

METHODS

This cross-sectional study involved 85 patients above 18 years, undergoing
transcranial resection by a single surgeon (NPF) in a reference hospital in
southern Brazil diagnosed with a meningioma. The samples were included for
convenience from 2016 to 2019. All patients signed the informed consent and
the study was approved by the Institutional Ethics Committee (Report n°

1.446.130 and 1.509.852) and conducted following the Helsinki Declaration.
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The slides, with tissue from surgery, were stained with hematoxylin and eosin
(HE) to confirm the presence of the tumor. All cases were analyzed by an
experienced neuropathologist (LBC) and classified according to the histological
pattern in grade and subtypes. For the classification of atypical cases, the
presence of mitoses (4 or more), prominent nucleoli, and altered
nucleus/cytoplasm ratio were considered. After confirming the presence of
tumor, grade, and subtypes, the immunohistochemical technique was

performed using commercial antibodies.

The medical records were reviewed to obtain clinical parameters (age, gender,
tumor size, location, the extension of resection, recurrence-regrowth).
Meningiomas were classified as tumor grade in benign (grade 1), atypical (grade
II) and anaplastic (grade Ill) and histological subtype, according to the World

Health Organization (WHO) (Louis et al. 2006).

The tumor size was defined as the largest dimension to preoperative imaging
(magnetic resonance imaging or computed tomography). Tumors with a size
greater than 3 cm were considered large cases (Oya et al. 2011; Karsy et al.
2016). As for location, the tumors were divided regarding the central or
peripheral position within the cranial cavity to facilitate the approach
management in clinical evaluation, as propose by Splavisk (Splavisk et al
2017). Falcine, parasagittal, olfactory groove, tuberculum sellae (suprasellar),
cavernous sinus (parasellar), sphenoid ridge (clinoidal), petroclival, foramen
magnum, intraventricular were considered central location. Convexity, orbital

roof, cerebellopontine angle, posterior fossa, temporobasal, sphenoid ridge
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(pteryonal and alar) were considered peripherical location (Splavskiet al. 2017).
The tumors were also classified according to the position in the skull-base and

non-skull base (Zada et al. 2017).

The surgical extension was determined by Simpson's classification, based on
the surgical description and postoperative imaging analysis. Considering
complete resection: Simpson grade I-1l, absence of tumor residue visible in
surgical description and absence of lesion in image performed three months
after surgery and, partial resection: Simpson grade IlI-V, presence of tumor
residue visible in the surgical description and/or presence of a lesion in image

performed three months after surgery (Simpson 1957; Splavski et al. 2017).

Recurrence was defined as the appearance of a new tumor after complete
surgical resection and regrowth as an increase in tumor residue after partial
resection. Follow-up included patients with at least six months of medical
monitoring after surgery. The clinical outcome evaluated was recurrence-
regrowth-free survival, defined as the time between the date of surgery and the
date of recurrence-regrowth, or the last record during follow-up, considered the
most appropriate method for the evaluation of tumor growth (Rose et al. 2015;

Azar et al. 2017).

IMMUNOHISTOCHEMICAL TECHNIQUES

The samples were fixed in formalin 10% and included in paraffin. The paraffin

blocks were sectioned at 4 ym. The streptavidin-biotin (Vector Laboratories
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kit®, USA) method was used to detect all biomarkers. Antigenic recovery was
performed with citrate (pH=6) for cyclin D1 and Tris-EDTA (pH=9) for MUTYH,
XPF, and XPG, both at 92°C for 40 minutes. Endogenous peroxidase was
inactivated using H202 (30V) dissolved in methanol (5%) for ten minutes (three
times). Non-specific proteins were blocked using BSA (bovine serum albumin)
1% for an hour at room temperature. Primary antibodies were incubated
overnight at 4°C, and diluted as previously tested: 1:100 (monoclonal, cyclin
D1), 1:50 (monoclonal, MUTYH), 1:200 (polyclonal, XPF and XPG). All
antibodies were manufactured by Abcam® (Cambrigde, UK). Esophagus, lung
cancer, tonsillin and ovarian carcinoma were used as positive controls for cyclin
D1, MUTYH, XPF, and XPG proteins, respectively, as described by the

manufacturer.

As a negative control, primary antibodies were replaced by a saline solution.
The slides were washed with PBS solution (phosphate-buffered saline) and
incubated with secondary and tertiary antibodies for 40 minutes each at room
temperature. The reaction was revealed with DAB (3.3-diaminobenzidine) and
counter-stained with Harris hematoxylin. The blades were finished and
assembled with Entellan® (Darmstadt, Germany)

Nuclear cell staining was considered positive in all markers evaluated.

All cell counts were performed by two independent observers, who were blinded
concerning the characteristics of the patients, with the final result being the

mean result among them.
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As for cyclin D1, four hot spots were randomly chosen under an optical
microscope, an increase of 100X. The cell count for cyclin D1 was performed in
an increase of 400X with the aid of the Software Image J®. Areas with necrosis,
fibrosis, and artifacts were excluded. The mean percentage was recorded in
percentage and the high expression was defined as more than 50% of positive

nuclei (Cheng et al., 2015).

For the couting of the other markers, complete scans were performed on each
slide by both observers.

MUTYH protein expression was classified according to the percentage of nuclei
marked at: O=unmarked, 1=<10%, 2=10-30%, 3=31-50% and 4=>50% (Gao et

al., 2004), being considered a high expression >50% of positive nuclei.

The marking for XPF and XPG proteins was classified as a percentage of
positive nuclei in: O=unmarked, 1=<10%, 2=10-50%, 3=50-80% and 4=>80%,
regarding the intensity of the marking: O=unmarked, 1=weak marking,
2=moderate marking and 3=strong marking. The final result was obtained from
the product between the two counts, being 12 the maximum value (Hatch et al.,

2014).

STATISTICAL ANALYSIS

The concordance analyses among observers were determined using the

intraclass or Kappa correlation coefficient, with the definition of absolute

agreement. The quantitative variables were described as mean and standard or
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median deviation and interquartile interval (p25-p75), according to their
distribution, according to the Kolmogorov-Smirnov normality test; qualitative
variables through frequency and percentage. The correlations between the
quantitative variables were verified by Spearman's correlation test and among
the qualitative variables, the Chi-square or Fisher Exact Test tests were used.
Comparisons between quantitative and qualitative variables were evaluated by
the Mann-Whitney Student or U t-test, according to the distribution. The
estimate of recurrence-regrowth-free survival time (RFS) and survival charts
were generated through Kaplan-Meier curves. The associations between the
clinical and pathological characteristics with recurrence-regrowth-free time were
evaluated through Cox regression analysis, uni and multivariate with the
respective Hazard Ratios (HR), with a confidence interval of 95%. In the
multivariate analysis, the variables with p<0.20 observed in the univariate were
included. The level of significance adopted was p<0.05. The analyses were
performed with SPSS version 25.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, IL,

USA).

RESULTS

Of the 85 cases undergoing surgery with a confirmed diagnosis of meningioma,
67 (78.8%%) were grade |, 17 (20%) grade Il, and 1 (1.2%) grade Ill. The mean
age was 52+13.3 years, ranging from 18 to 82 years, with higher frequency in

women (67.9%), in the 2:1 ratio.
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The most frequent subtypes were meningothelial (37.6%), transitional (24.7%),
and atypical (20%). The most common location was peripheral (63%) and non-
skull base (54.7%). Fifth-five (67.7%) tumors were considered large, with a
mean of 3.4 + 3 cm. There was a statistical relationship between tumor grade

and size, with grade 1l being bigger (p=0.02).

Regarding surgical extension, 47 (56%) were submitted to complete surgical
resection, 38 (80.8%) remained without lesion, and 9 (19.4%) presented tumor
recurrence. Thirty-seven patients underwent partial surgical resection (44.7%),
25 (67.5%) remained with stable lesion and in 12 (32.4%) there was tumor
regrowth. In total, 21 (24.7%) recurrence-regrowth cases, all occurring in the
primary site. Of these, three patients with grade | meningiomas underwent one
reintervention and one grade Il case two reinterventions and radiotherapy.
Thirteen patients died, of these 7 (58.3%) patients with meningiomas grade |
with no information on the cause of death. Five (41.6%) patients with grade II
died (p=0.034), of these 2 cases due to post-surgical complications, 1 due
cardiac disease and 2 during the follow-up time with no information on the
cause of death. The patient with meningioma grade Il died after three months

due to postoperative complications.

Clinical, tumor characteristics, and the result of univariate analysis are
described in Table 1. The patient with meningioma grade 11l was not included in

statistical analysis.
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The median follow-up was 24 months (range: 6 to 95 months). The mean RFS
was 67 months (95% CI: 57.8-76.6). According to the Kaplan-Meier curve, the
RFS rates were 94.4% in 1 year, 76.6% in 2 years, and 64.7% in 3 years and

49.4% in 5 years (Figure 1).

Female gender, age >50 years, central location, size >3 cm, and partial
resection represented an increased risk of recurrence-regrowth but were not
significant. Tumor grade was significantly associated with increased risk in 2.54
(p<0.05) and shorter survival time. In the multivariate analysis, tumor grade
(HR: 2.8; 95% IC: 1.06-7.63; p=0.038) remained as predictor independent of
recurrence-regrowth. The Kaplan-Meier curve demonstrated that the mean
survival time in grade Il patients was shorter than in grade | (48 versus 71
months, log-rank test p = 0.04) (Figure 2).

Survival and recurrence rates, according to tumor grade, are described in Table

2.

Grade Il meningiomas showed a statistically significant relationship with a
complete surgical extension (p=0.044) and large tumors (> 3 cm) (p=0.02) when

compared with grade | cases.

Regarding immunohistochemistry, there was an agreement between the
readings of the two observers for all markers, with the Kappa coefficient of
agreement of 0.94 for cyclin D1 and 0.80 for MUTYH and Intraclass correlation

coefficients of 0.97 for XPF and 0.98 for XPG.
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Cyclin D1 was positive in 71 cases (84.5%), with a median of 57.8%, ranging
from 9.3 to 93.6%. Forty-six cases (54.8%) showed high expression (>50% of
positive nuclei). There was a significant association between cyclin D1 with high
expression and grade I, and no statistically significant association was found

with other clinical, tumor, and survival variables.

Concerning MUTYH, positivity was found in 53 cases (63%). Fourteen cases
(26.4%) marked <10%, 28 (52.8%) 10-50% and 11 (20.7%) >50%. We
observed a significant association between MUTYH with expression <50% and
grade | meningiomas (p=0.04). No statistically significant association was found

between MUTYH and other clinical variables or survival time.

XPF protein was positive in 75 cases (89.2%). Thirty-four cases (45.3%) with
strong expression, 21 (28.0%) moderate and 20 (26.6%) weak. A statistically
significant relationship was found between XPF with strong expression in grade
I meningiomas (p=0.003), size >3 cm (p=0.04), and recurrence-regrowth
(p=0.04). No statistically significant association was found between XPF and

other clinical variables or survival time.

XPG protein was positive in 81 cases (96.4%). Twenty-one cases (25.9%) with
strong expression, 26 (32%) moderate and 34 (41.9%) weak. A statistically
significant relationship was found between XPG with strong expression in grade
II meningiomas (p=0.002) and recurrence-regrowth (p=0.003). No statistically
significant association was found between XPG and other clinical variables or

survival time.
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Figure 3 illustrates the nuclear expression of the proteins studied.

There was a statistically significant association between the nuclear intensity of
cyclin D1 (<50%) and MUTYH (<10%) (p<0.001), cyclin D1 (>50%) and XPF
with strong expression (p=0.04), MUTYH (>50%) and XPF with strong
expression (p=0.02). There was no association between XPG nuclear intensity

and other proteins.

DISCUSSION

This study evaluated the expression of proteins involved in DNA repair and cell
synthesis in meningiomas using the immunohistochemical technique. From our
knowledge, this is the first study that evaluates the expression of these repair

proteins (MUTYH, XPF, and XPG) in meningiomas through this methodology.

The present study analyzed a series of 85 meningiomas with age, gender, and
histology according to the literature (Wiemels et al. 2010; Perry et al. 2018;
Zouaoui et al. 2018). The association between meningiomas and the female
gender is based on hormonal influence on carcinogenesis, due to the presence
of tumor receptors, especially those of progesterone (Custer et al. 2006).
Studies relate age >50 years, central location, size >3.5 cm with shorter survival

time in grade Il meningiomas (Eksi et al. 2019; Garzon-Muvdi et al. 2017).

Most of the meningiomas evaluated in this study, in agreement with the study of

Splavisk (2017), were located in the peripheral region. Tumors located in brain
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convexities present favorable outcomes due to non-proximity to important
structures (Zada et al., 2017; Almeida et al., 2017).

Surgical extension, according to Simpson's grade, is a relevant factor for the
clinical evolution of patients. Complete removal of the tumor should be
performed, whenever possible, due to high recurrence-regrowth rates and
unpredictable outcomes associated with aggressiveness, especially in grade II,
as observed in our cohort (Moon et al 2012; Garzon-Muvdi et al. 2017;

Gallagher et al. 2016).

Our study was composed more frequently by large meningiomas, which can
cause compression of adjacent structures, increased intracranial pressure, and
symptoms (Karsy et al. 2016). The number of large cases observed in this study
could be explained by the selection bias, as we are a reference hospital in
neurosurgery. We found a significant association between size >3 cm and
grade Il tumors, according to Magill (2018), suggesting that large tumors

present unfavorable biological behavior (Magill et al. 2018).

The mean recurrence-regrowth of this study was 23.5%, according to Karimi
(2017) and Bumrungrachpukdee (2014), with an average of approximately 22%,
higher than that of Vol (13%) and Nowak (10%) (Karimi et al. 2017,
Bumrungrachpukdee et al. 2014; Vol3 et al. 2017; Nowak et al. 2015). Our
median follow-up after surgery was 24 months (range 6 to 95 months). In the
literature, the mean follow-up time was 20 to 110 months (range 2 to 221)

(Kalani et al. 2015; Di Franco et al. 2017; Romani et al. 2018). Although our
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follow-up time is similar to the other studies, it remains short, being a possible

limiting factor in survival analysis.

According to the Kaplan-Meier curve, the mean RFS was 67 months, similar to
the studies of Tao (2018) and Nowak (2015). As for recurrence-regrowth, we
found rates of 94.4% (1 year), 64.7% (3 years) and 49.4% (5 years), according
to the study of Tao (2018), 87.5% (1 year), 59.8% (3 years) and 41.8% (5
years), but lower than those found by Nowak (2015), 97.3% (3 years), 93.9% (5
years), years) and 85.2% (10 years) (Nowak et al. 2015; Tao et al. 2018).
Atypical and anaplastic meningiomas are commonly related to recurrence and
aggressive pattern, within shorter RFS and higher rates of recurrence (45% in
atypical and 85% anaplastic) when compared to benign cases (Mc Neil et al.

2016).

Studies that evaluated apoptotic markers in meningiomas demonstrated a
relationship with tumor recurrence and aggressiveness (Uzum et al. 2008). In
addition to the classification criteria based on histological and
immunohistochemical changes, genetic factors such as methylations and
mutations in promoter genes, such as telomerase reverse transcriptase (TERT),
can be relevant prognostic tools for assessing tumor aggressiveness. In
meningiomas, mutations in the TERT gene were observed in the minority of
cases, most frequently in grades Il and Ill (Koelsche et al. 2016), however, a
recent meta-analysis described the presence of changes in the TERT gene in
all grades, suggesting potential aggressiveness, regardless of the tumor grade

(Mirian et al. 2020). In addition to the relationship observed with the tumor
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grade, Bertero (2019) demonstrated a significant association between a
mutation in TERT and mortality in meningiomas and with tumor recurrence,
confirming a relationship with unfavorable outcomes (Sahm et al. 2016; Bertero

et al. 2019).

Alterations in the cell cycle may compromise the efficacy of repair mechanisms,
increasing the occurrence of mitoses and, consequently, predisposition to
mutations. One of the most important regulatory proteins in the cell cycle is
cyclin D1, described as an oncogene capable of stimulating cell growth by
activating transcription genes, inhibiting apoptosis and radiation resistance

(Ravikumar et al. 2014).

In the present study, cyclin D1 expression was observed in 84.7% of cases,
most with high nuclear expression. Variations in gene expression of cyclin D1
are related to overexpression of protein and associated with unfavorable
prognostic prognosis in several tumors, including meningiomas (He et al 2017).
The present study found no statistical relationship with tumor recurrence-
regrowth, according to Cheng (2015), however, was observed a significant
association with grade I, following previous studies (Milenkovi¢ et al 2008; Kim
et al 2014; Cheng et al. 2015). El-Gewery and colleagues demonstrated high
expression of cyclin D1 in meningiomas compared to normal arachnoid tissue,
suggesting an interaction of this protein in tumor behavior and progression (El-
Gewery et al 2016). We found no association with survival, which differs from

reported in other tumors (He et al. 2017; Krawczyk et al. 2019).
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In meningiomas, the presence of polymorphisms and mutations in repair genes
Is associated with tumor onset and progression (Jiricny 2000; Rajamarann et al
2010; Luo et al 2013), one of the polymorphisms described occurs in the MutY
(MUTYH protein encoder) on chromosome 1 (1p32.1), acting on the base
excision repair (BER) (Friedberg, 2015). Allelic losses in chromosome 1 are
frequent genetic abnormalities, especially in grade Il and Il meningiomas,

increasing the risk of progression and recurrence (Sulmann et al. 2004).

The nuclear expression of MUTYH protein was observed in 63% of cases,
being the majority with expression. <50%, with a significant association of low
nuclear marking with grade 1, suggesting possible reduced activation of the BER
pathway. The high expression of protein and the presence of polymorphisms
described in previous studies are associated with the worst outcome in tumors
(Chen et al., 2017; Su et al., 2015). Possibly, grade | meningiomas have a lower
risk of tumor progression related to polymorphisms in this gene, considering the
low protein expression of MUTYH, the absence of association with higher

grade, recurrence-regrowth, and survival.

The proteins of the xeroderma group XPF and XPG are endonucleases acting
in the repair route by excision of nucleotides (NER), responsible for cleavage of
damaged DNA tape, generating specific substrates for the continuity of the
repair process (Staresincic et al 2009; Jimeno et al. 2017). Mutations in these
genes result in defective protein and consequent abnormalities in DNA repair
and different phenotypes (Black 2016). Like the MutY gene, the ERRC4 and

ERRC5 genes, which encode XPF and XPG proteins, were associated with
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polymorphisms and increased risk of development of meningiomas (Luo et al.

2013).

We found nuclear positivity of XPF in 89%, being the majority with strong
expression and, statistically significant association with grade Il and tumors >3
cm. Regarding XPG, we found nuclear positivity in 96%, most of which were
moderate to strong, with a statistically significant relationship between grade I
and strong expression. Both proteins presented a significant association with
tumor recurrence-regrowth, similar to reported in melanomas, gastric tumors,
and pulmonary carcinomas, resulting in worse clinical outcomes (Koyama et al.
2010; Hatch et al 2014; Deng et al. 2014). In a recent meta-analysis by Wu
(2019), evaluating several tumors such as neuroblastoma, breast, and prostate
demonstrates that the altered expression (upregulation) of the XPF tumor
suppressor gene is related to carcinogenesis, suggesting that gene modifies the

action of proteins and their repairability.

We did not observe an association with lower RFS, similar to the study with
molecular and immunohistochemical analysis of Deloia (2012) in ovarian
carcinoma. Study by Jimenno (2017), in human cell culture, demonstrated that
the high expression of XPG causes genomic instability due to the accumulation
of errors and substrates toxic to DNA, suggesting that XPG protein can be used

as a tool in the detection of carcinogenic processes.

We describe predominant nuclear marking, in agreement with an

immunohistochemical study by Aracil that investigated the expression of XPG in
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normal and tumor tissues, describing the absence of expression in normal

cerebellar, pituitary, and fibroblastic samples (Aracil et al 2013).

The association between cyclin D1, MUTHY, and XPF found in our study
corroborates the hypothesis that genetic susceptibility to cancer may be related
to changes in BER and NER pathway repair, since the high expression of repair
proteins and cell synthesis are related to DNA instability (Huang et al 2017). In
addition, studies reveal that BER and NER pathway proteins, although
autonomous and specific, can act simultaneously as backup mechanisms,

ensuring error repair and correct transmission of genetic information.

In this study, including a representative series of meningiomas, we found high
protein expression of cyclin D1 in grade Il meningiomas, as well as high
MUTYH expression in grade | meningiomas, with no relation to recurrence-
regrowth or other variables. Concerning XPF and XPG proteins we found strong
expression in grade Il and significant relationship with tumor recurrence-
regrowth. Large tumors presented a significant association with strong XPF
expression. Regarding survival analyses, we did not observe a relationship with
any of the markers studied, however, the significant relationship of XPF and
XPG with recurrence-regrowth points to a greater influence of these proteins on
the progression of the disease, suggesting the possible use of these biomarkers

in clinical evolution.

In our study, we considered as a possible limitation the small number of grade

lll cases, however, the low frequency of this tumor grade in meningiomas
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occurs even in surgical series. Concerning the tumoral size, the big number of
large tumors could be explained by the selection bias, as we are a reference
hospital in neurosurgery. Regarding the follow-up time, despite the time
evaluated and the slow pattern of tumor growth of meningiomas, cases of
regrowth and recurrence were observed in percentages similar to those in the
literature. In addition, this study was composed of samples from patients
operated by the same neurosurgeon and hospital, increasing the strength in

relation to resection and recurrence/regrowth of cases.

To know, the role of DNA repair proteins and cell synthesis is important for
understanding the processes of origin and tumor development. Grade Il
meningiomas and the strong expression of XPF, and XPG were predictors of
recurrence-regrowth and may assist in clinical management, considering the
high recurrence of meningiomas and the absence of consensus regarding the

tfreatment.
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TABLES

Table 1. Univariateanalysisofclinicaland tumor characteristics.

Characteristics Total (%) p-valor HR 95% IC
Male 27 (32.1%) 1

Female 57 (67.9%) 0.69 1.21 0.45 - 3.23
Age

>50 years 40 (47.6%) 1

<50 years 44 (52.4%) 0.66 1.21 0.51 - 2.87
| 67 (78.8%) 1

I 17 (20.2%) 0.05* 2.54 0.97 - 6.5
Peripheral 53 (63%) 1

Central 31 (37%) 0.30 1.57 0.66 - 3.74
Skull 38 (45.2%) 1

Non-Skull 46 (54.7%) 0.20 1.85 0.72-4.74
<3cm 29 (34.1%) 1

>3 cm 55 (67.7%) 0.36 1.53 0.60 - 3.88

Surgical extension

Complete 47 (56%) 1
Parcial 37 (44%) 0.18 181 0.75-4.35

*: p<0.05; HR: hazard ratio; IC: confidence interval
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Table 2. Survival and recurrence rates in meningiomas grade | and Il

Grade Recurrence- Median time Survival Survival Survival
regrowth survival (1 year) (3 years) (5 years)
(n/%) (months)

I 15 (19.4%) 71.445 96.6% 68.7% 62.3%

Il 6 (33.3%) 48.2+9* 83.0% 58.0% 21.8%

* p-value <0.05
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Figure 3. Nuclear expression. ofcyclin D1 (A, atypical meningioma with
pleomorphic nucleus and prominent nucleoli), MUTYH (B, meningothelial
meningioma), XPF (C, atypical meningioma with invasion of nerve tissue) and

XPG (D, atypical meningiomas with nuclear inclusions) (arrows; 400x).
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5. CONCLUSOES

Concluimos, neste estudo, que ha expressdo proteica dos marcadores
estudados em meningiomas, com predominancia do padrdo nuclear e maior
expressdo em meningiomas grau Il, demonstrando ativacao das vias de reparo
e sintese celular.

Meningiomas grau Il foram preditores independentes de recorréncia ou
recrescimento. Encontramos associac¢ao significativa entre ciclina D1, MUTYH
e XPF. Expressao elevada de ciclina D1 e expressao forte de XPF e XPG
foram associadas com tumores grau Il, enquanto expressao baixa da proteina
MUTYH com tumores grau |. Encontramos associacdo entre expressao forte de
XPF em tumores grandes. As proteinas XPF e XPG apresentaram relacdo com
recorréncia ou recrescimento tumoral.

A recorréncia ou recrescimento foi observada em 24,7% da amostra,
sem relagdo estatistica com o tipo de extenséo cirargica. Meningiomas grau Il
apresentaram relacdo significativa com tumores grandes, extensdo cirurgica
completa.

A sobrevida média livre de recorréncia ou recrescimento foi de 67
meses, sem relacdo significativa com nenhuma das proteinas avaliadas.

Meningiomas grau Il e expresséo forte de XPF e XPG foram preditores
de recorréncia ou recrescimento, podendo auxiliar no manejo clinico,
considerando a elevada recorréncia dos meningiomas e a auséncia de

CONSeNnso quanto ao seu tratamento.
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ABSTRACT

Background: Meningiomas represent the most frequently diagnosed intracranial
tumors. Inflammatory cells present in the tumor can modulate both antitumor and
protumor functions, and modify the therapeutic response. Hematological inflammatory
parameters have provided prognostic information useful in the treatment and clinical
evaluation of several tumors. The aim of this study was to evaluate preoperative
hematological markers in blood count and leukogram of patients with meningiomas and
to relate them to recurrence-regrowth free survival and clinical variables.

Methods: Eighty-nine patients without corticosteroid therapy were included. Blood test
results and tumor characteristics were collected from medical records. Associations
between clinical characteristics and the recurrence-regrowth free survival (RFS) was
evaluated using Cox proportional hazard analysis and Kaplan-Meier curves.

Results: Of the 89 cases, 73 (82%) were grade | and 16 (18%) grade Il. The mean age
was 53+13.9 years, with higher the frequency in women, in a 2:1 proportion. Anemia
was observed in 23.6% and neutrophilia in 42% of the patients. In univariate analysis,
anemia (p=0.04), neutrophilia (p=0.02) and neutrophilis/lymphocyts ratio (NLR)
(p=0.02) were associated with an increased risk of recurrence-regrowth and shorter
RFS. In multivariate analysis, the interaction between anemia and NLR>4.1
represented a higher risk of recurrence-regrowth (p=0.003).

Conclusion: The preoperative presence of anemia, neutrophilia, and NLR>4.1 was
associated with a worse prognosis in meningiomas. This study suggests the
preoperative evaluation of hematological markers, blood count and leukogram, as a

clinical routine in patients with meningiomas.

KEY-WORDS: meningiomas, survival, hematological markers, prognosis, recurrence,

recurrence-regrovvth
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INTRODUCTION

Meningiomas are tumors that originate from arachnoid meningothelial cells and
represent 37% of primary intracranial tumors. Prevalent in women, with an
incidence of 8.3 cases per 100.000 inhabitants, increasing these values after 65
years [1]. Despite the high prevalence of benign cases and slow progression,
meningiomas recur even after complete resection, demonstrating aggressive

behavior and poor prognosis [2].

According to WHO, the tumor grade and type of surgical resection remain
important predictors of recurrence [1]. Besides the preoperative imaging exams,
few parameters have previously evaluated the outcome of meningiomas,
including male gender and young age [3,4]. Thus, preoperative markers able to
predict tumor recurrence or regrowth are considered important instruments for

clinical practice.

Inflammation is related to carcinogenic processes, being considered a relevant
epigenetic factor, as it allows the formation of a tumor microenvironment
favorable to the occurrence of mutations [5,6]. Studies describe that
inflammatory cells present in the tumor can perform a dual function, anti and
pro-tumor, and may modify the therapeutic responses [7,8]. In several tumor
types, such as intracranial, pulmonary, gastrointestinal, among others,
hematological inflammatory markers were able to provide prognostic

information useful in the management or therapeutic evaluation [9,10].
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Meningiomas frequently present peritumoral edema and cellular stromal
infiltration, related to the immune and inflammatory response, with a
consequent poorer prognosis [11]. The evaluation of hematological
inflammatory markers in meningiomas showed promising, allowing the
identification of more aggressive cases (grade Il and Ill) and worse clinical

evolution [12-14].

This study aimed to evaluate preoperative hematological inflammatory markers
in blood count and leukogram in patients with meningiomas and to relate them

to clinical, tumoral variables and recurrence-regrowth free survival.

PATIENS AND METHODS

This cross-sectional study involved 102 patients above 18 years, undergoing
transcranial resection by a single surgeon (NPF) in a reference hospital in
southern Brazil diagnosed with meningioma. The samples were included for
convenience between 2016 and 2019. All patients signed the free and informed
consent form, the study was approved by the Institutional Ethics Committee
(Report n° 1.446.130 and 1.509.852) and conducted in accordance with the

Helsinki Declaration.

The slides, with tissue from surgery, were stained with hematoxylin and eosin
(HE) to confirm the presence of tumor, tumor grade and subtypes and analyzed

by an experienced pathologist (LBC).
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The medical records were reviewed to obtain clinical (age, gender, tumor size
and location, the extension of resection, recurrence-regrowth) and preoperative
hematological parameters (blood count and leukogram), including 89 patients
without preoperative use of corticosteroids and no history of radiotherapy or

chemotherapy.

Blood tests were conducted by a specialized laboratory of clinical analysis in
reference hospital, considering normal ranges: erythrocyte (4-5,6 million/pL),
hemoglobin (11,6-15,6 g/dL), leukocyte (3600-11000/uL), neutrophil (1500-
7000/pL), lymphocyte (1000-4500/pL), monocyte (100-1000/uL), basophils (O-
220/uL), eosinophils (0-500/uL), platelet (150000-440000/uL). Meningiomas
were classified according to tumor grade in benign (grade I), atypical (grade II)
and anaplastic (grade 1) and according to histological subtype, following the

World Health Organization (WHO) [15].

Tumor size was defined as the highest dimension at preoperative imaging
(magnetic resonance or computed tomography). Tumors with a size greater
than 3 cm were considered large [16,17]. Regarding location, tumors were

divided according to central or peripheral regions [18].

The surgical extension was determined by Simpson's classification, based on
the surgical description and postoperative imaging analysis. Considering
complete resection: Simpson grade I-1l, absence of tumor residue visible in
surgical description and absence of lesion in image performed three months

after surgery and, partial resection: Simpson grade llI-V, presence of tumor
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residue visible in surgical description and/or presence of lesion in image
performed three months after surgery [18,19]. Recurrence was defined as the
appearance of a new tumor after complete surgical resection and regrowth as
an increase of tumor residue after partial resection. Follow-up included patients

with at least six months of medical monitoring after surgery.

STATISTICAL ANALYSES

The data were presented by frequency and percentage, mean and standard
deviation. The correlations between the quantitative variables were verified by
the Spearman correlation test. The Chi-square or Fisher's exact test were used
for qualitative variables when necessary. The clinical outcome evaluated was
recurrence-regrowth free survival, considering the time elapsed between the
date of surgical removal and the date of disease progression or the last follow-
up record. The Kaplan-Meier curves were used to estimate the recurrence-

regrowth free survival time.

Associations between clinical and tumor characteristics with recurrence-free
survival time or regrowth were evaluated using multivariate Cox proportional
hazards analysis (HR), the multivariate analysis included the dependent
variables that were significant in the univariate analysis (p<0.20). The statistical
significance adopted was 5% (p<0.05) and the analysis were performed in the

Software SPSS version 25 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, IL, USA).



110

RESULTS

We evaluated 89 patients with confirmed diagnosis of meningioma, of these 73
(82%) were grade | and 16 (18%) grade Il. The mean age was 53 + 13.9 years,
ranging from 18 to 82 years, with higher frequency in women (69.7%) in the
proportion 2:1. The most frequent subtypes were meningothelial (40.4%),
transitional (23.5%) and atypical (17.9%). As for location, the more common
was the peripheral (64%) and most tumors (64%) were larger than 3 cm with a
mean of 3.52 + 2.13 cm. Tumor characteristics and univariate analysis are

described in Table 1.

Regarding surgical extension, 49 (55.1%) underwent complete resection, 40
(81.6%) remained without lesion and 9 (18.3%) presented tumor recurrence.
Forty patients underwent partial resection (44.9%), 29 (72.5%) remained with
stable lesion and 11 (25%) had tumor regrowth. In total, 20 (22.4%) cases of
recurrence-regrowth were observed. The median follow-up at the time of data
analysis was 22 months, ranging from 6 to 96 months. Gender, age, grade,
location, size and extent of surgical resection were not predictive factors for
shorter RFS. The survival mean time was 62 months (95% CI: 52.2 to 72.0)
and, according to Kaplan-Meier, survival rates were 96.1% at 1 year, 67.4% by

3 years and 51.2% in 5 years (Figure 1).

The presence of anemia was observed in 23.6% of the sample, 18 (25%) grade

I and 3 (19%) grade II. Neutrophilia was present in 42%, 28 (39%) grade | and 9
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(56%) grade Il. There was no statistically significant difference between anemia,

neutrophilia and tumor grade.

The preoperative presence of anemia and neutrophilia, in separate, was related
to the increased risk of recurrence by 3.4 times (p=0.02) and regrowth by 2.6
times (p=0.04) (Table 1). The Kaplan-Meier curve demonstrated that the
median time to RFS in patients with anemia was 38 months ((95% CI 25-50)
and in patients without anemia was 66 months (95% CI: 55-76). In patients with
neutrophilia the RFS was 50 months (95% CI 35-65) and those patients without

neutrophilia was 69 months (95% CI: 57-81) (Figure 2).

A significant association was found between lymphopenia and neutrophilia
(p=0.004) and lymphopenia and anemia (p=0.018). Leukocytosis, lymphopenia

and monocytosis were not predictive factors associated with shorter RFS.

The median ratio between neutrophil and lymphocyte (N/L) was 4.1 (range 0.9-
28.4), which was considered the cutoff point for the other analysis. The N/L> 4.1
was related to increased risk of recurrence-regrowth by 2.79 times (p=0.02)
(Table 1), the Kaplan-Meier curve demonstrated that the median RFS in
patients with N/L>4.1 was 48 months (95% CI: 32-64) and with N/L<4.1 was 70

months (95% CI: 58-81) (Figure 3).

Positive correlations were found between neutrophils and leukocytes (r= 0.95;
p<0.001) and between neutrophils and N/L>4.1 (r=0.78; p<0.001) and negative

correlation between lymphocytes and N/L>4.1 (r=-0.70; p<0.001) (Figure 4).
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The relationship between platelets and N/L>4.1, between platelets and
lymphocytes, or between lymphocytes and monocytes in the preoperative
period were not predictive factors associated with poor RFS. A statistical trend

was observed between N/L> 4.1 and the male gender (p=0.06).

In multivariate analysis, only patients with anemia and N/L> 4.1 had an

increased risk of tumor recurrence-regrowth by 7.13 times (p=0.003) (Table 2).

The Kaplan-Meier curve demonstrated that the mean RFS in patients with
anemia and N/L> 4.1 was 35 months (95% CI: 16-54) and in patients with only
one parameters or neither anemia nor N/L>4.1 was 65 months (95% CI: 55-75)

(Figure 5).

DISCUSSION

This study aimed to identify parameters capable of evaluating the recurrence-
regrowth profile of meningiomas prior to surgery. We evaluated a series of 89
cases with mean age, female predominance, tumor grade | and subtypes

according to previous studies [20,21].

The peripheral region was more prevalent, in agreement with other studies [16,
18]. According to Apra and collegues [22], central location is associated with
worse prognosis due to proximity to important structures, requiring more

attention and balance between surgical removal and brain injuries. Partial
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surgical extension, as well as tumor size >3 cm, have been shown to be a risk

factor for recurrence-regrowth [23, 24].

Preoperative evaluation of hematological markers may be useful for the
prognosis of patients with different tumor types [4, 25]. The possible
associations between clinical, tumoral and inflammatory features in the

prognosis of meningiomas are poorly studied.

The clinical outcome evaluated in our study was RFS, considered the most
appropriate method for tumor growth assessment [26-28]. Our RFS mean time
was 62 months, similar to that found in other series, from 47 to 57 months [29-
31]. Regarding recurrence, the rate observed was 22.4%, as described by other

groups, from 10.2% to 32.2% [29-31].

In the present study, the hematological parameters significantly associated

shorter RFS were anemia, neutrophilia, and N/L>4.1.

Anemia, as well as alteration in iron metabolism and erythropoiesis, is
considered an unfavorable prognostic factor in patients with various tumors,
including brain [32,33]. Anemia and hypoxia may interfere in tumor behavior;
studies associate hypoxia with the occurrence of genetic instability, resulting in
increased angiogenesis, less response to apoptosis and oxidized free radicals,
as well as radiation resistance [34]. Subeikshanan and collegues, in a study
with intra and extra-axial tumors, including meningiomas, observed a reduction

in hemoglobin levels compared to the control group [35].
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In our study, the prevalence of anemia was 23% and represented a significant
increase in the risk of recurrence regrowth, similar to data from Karimi's group in
a study with meningiomas (21%) [12]. The Kaplan-Meier curve showed a
reduction in survival time in patients with and without anemia (38 versus 66
months). Karimi found no association between anemia and shorter survival time

[12].

Our study showed no significant association between anemia and the other
clinical and tumor variables. A multicenter study of 672 meningiomas describes

a significant increase in hemoglobin levels in grade Il and Il [14].

Neutrophils are traditionally described as important cells of defense against
microorganisms, as well as regulators of chronic processes and producers of
pro-inflammatory cytokines and growth factors [36,37]. Nevertheless, studies
show that neutrophils may also play a significant role in tumor development,
presenting a pro-tumorigenic phenotype [38]. High neutrophil count is reported
in several tumors and appointed as a clinically relevant prognostic marker

[39,40].

In our study, the prevalence of neutrophilia was 42%, higher than the study by
Karimi in meningiomas (23%) [12]. Studies by Zheng and Kayhan described a
significant increase in neutrophil count in meningiomas compared to neuromas
and controls [41,42]. We found no significant association between neutrophilia
and the other clinical and tumor variables. Studies by Liang and Ling observed

a significant increase in neutrophils in grade Il and Ill meningiomas [13,14].
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Neutrophilia represented a significant increase in the risk of recurrence-
regrowth and shorter time of RFS (50 versus 69 months), according to Karimi
[12]. Other authors did not perform analyses of survival for comparisons

[13,14,41,42].

Our data showed a positive correlation between neutrophils and leukocytes, an
expected result considering their role in inflammation and infection [43].
Meningiomas are tumors with frequent presence of inflammatory infiltrate,
formed by different subpopulations of lymphocytes, macrophages, and natural
killer cells [11, 44]. Polyzoidis and collegues associated the presence of mast

cells in the infiltrate with aggressiveness in meningiomas [45].

A significant association between lymphopenia and, anemia and neutrophilia
was observed. Lymphopenia is an important marker related to poor prognosis
and survival rates in several diseases, and also common in immunodeficient
patients [46]. It can occur in different subpopulations of T and B lymphocytes,
resulting in an altered composition of the immune infiltrate, an important

component in tumor growth control [47].

Lymphopenia and anemia were related to unfavorable prognosis in patients with
colorectal tumors and lymphoma [48,49]. Patients with anemia and
lymphopenia have shorter survival due to resistance to radio and chemotherapy
[50]. To date, there is no description in the literature of the association between

lymphopenia and anemia in meningiomas.
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The N/L ratio represent the equilibrium between pro-tumor inflammatory
response (neutrophils) and anti-tumor immune response (lymphocytes), and
has recently been cited as a marker of systemic inflammatory, meaning worse
clinical outcome [6, 51]. Mei, in a recent systematic review with 66 studies and
24536 patients with various tumors, describes an increase in N/L ratio in
advanced tumors and worse overall survival rates [52]. In the present study, to
evaluate RFS, the N/L ratio cutoff point of 4.1 was used, according to a meta-
analysis of 28 studies and 7203 patients with different tumors that described
mean cutoff point of 5.0, ranging from 2.0 to 7.7 [10]. The N/L> 4.1 represented
increased risk and shorter RFS (48 versus 70 months). Results similar to those
observed by Subeikshanan and Kayhan in meningiomas, despite the use of
different cutoff points (2.1 and 4.8) [35, 42]. In the study of Karimi, N/L was not

associated with a worse prognosis [12].

We observed positive correlation between neutrophils and N/L> 4.1 and
negative correlation between lymphocytes and N/L> 4.1, as described in other

tumors [51, 53] and previously described in meningiomas [14, 35].

Multivariate analysis showed a significant interaction between anemia and
N/L>4.1, associating it with increased risk and shorter RFS (35 versus 65
months). In the study by Gorphe, in multivariate analysis, similar interaction was
found in laryngeal carcinoma [54]. In a small cell lung tumor series, normal
hemoglobin and N/L<5 were associated with higher survival rates confirming
the possible role of these markers with tumor progression [55]. There are no

reports in the literature about this interaction in meningiomas.
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The authors describe possible limitations in this study, such as conducting data
collection retrospectively. Our study presents a small number of cases and
absence of tumors grade lll, although, we obtained statistically significant
results with clinical repercussions. Therefore, we suggest a prospective and
multicenter study to expand the number of cases, increasing the strength of the

results obtained.

In conclusion, the preoperative presence of anemia, neutrophilia, and N/L> 4.1
were related to a significant increase in risk and RFS reduction. Preoperative
evaluation of hematological inflammatory markers is suggested as a routine,
considering the ease of implementation of this practice and the outcomes

related to tumor recurrence in patients with meningiomas.
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TABLES

TABLE 1

Characteristics Total (%) p-valor HR IC 95%
Male 27 (30.3%) 1

Female 62 (69.7%) 0.22 1.85 0.6 -5.0
Age

>50 years 40 (44.9%) 1

<50 years 49 (55.2%) 0.78 1.13 04-27
I 73 (82%) 1

I 16 (18%) 0.27 1.77 0.6-5.0
Peripheral 57 (64.3%) 1

Central 32 (36.2%) 0.66 1.24 0.4-3.3
Complete 49 (55.1%) 1

Parcial 40 (44.9%) 0.50 1.34 0.5-3.3
Absent 68 (76.4%) 1

Present 21 (23.6%) 0.02* 3.4 1.1-10.1
Absent 18 (25.7%) 1

Present 52 (74.3%) 0.26 1.74 0.6 -4.6
Absent 51 (58.6%) !

Present 37 (42.3%) 0.04* 2.6 1.0-6.4
Absent 67 (76.1%) 1

Present 21 (23.9%) 0.77 1.17 0.3-35

Monocytosis
Absent 75 (85.2%) 1
Present 13 (14.8%) 0.65 0.71 0.1-31

RatioNL

0.02* 2.79 1.1-7.0
* p <0.05; HR: Hazard Ratio, IC: Confidence Interval
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TABLE 2

Hematological parameters  p-valor HR IC (95%)
1

Present of anemia 0.490 2.12 0.2-18.0

Present of N/L>4,1 0.127 2.27 0.8-6.5

Present of anemia and 0.003* 713 20259

N/L>4,1

* p <0.05; HR: Hazard Ratio, IC: Confidence Interval

CAPTIONS

Table 1. Univariate analysis of clinical, tumor and hematological characteristics.

Table 2. Multivariate analysis of hematological parameters anemia and N/L>4.1

with tumor recurrence-regrowth.
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7. ANEXOS

7.1. Parecer do Comité de Etica da ISCMPA e UFCSPA

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO Q@““"“n o
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise de alteragbes genémicas em meningiomas benignos, atipicos e anaplasicos
associadas a tumorigénese.

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 51849515.3.0000.5335

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.446.130

Apresentacgao do Projeto:

Projeto de Pesquisa do Programa de Pés-Graduagdo em Patologia da UFCSPA, estudo caso-controle, o
qual sera realizado com pacientes maiores de 18 anos consecutivos, internados no Hospital Séo
José(ISCMPA), com diagnéstico pré-operatério de meningioma, confirmado no material anatomo-patolégico
pela técnica imuno-histoquimica. As amostras de sangue do grupo controle serdo coletadas na UFCSPA, e

as andlises serdo realizadas nos laboratérios de Patologia e Biologia Molecular da mesma universidade.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral:

Avaliar associagdes entre polimorfismos (SNPs) ERCC4 (Ser835Ser, rs1799801), ERCC5
(Asp1104His,rs17655), MUTYH (Ser326Cys; rs3219466) e CCND1 (G870A, rs603965) na tumorigénese dos
meningiomas.

Objetivos Especificos:

1. Estimar as frequéncias genotipicas dos SNPs selecionados nos genes ERCC4(Ser835Ser,
rs1799801),ERCC5 (Asp1104His, rs17655), MUTYH (Ser326Cys; rs3219466) e CCND1 (G870A, rs603965)
em pacientes com meningiomas e controles sadios através da técnica PCR em tempo real.

Endereco: R. Prof° Annes Dias,295 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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DE MISERICORDIA DE PORTO -Wﬂ Qrosme
ALEGRE - ISCMPA

Continuacao do Parecer: 1.446.130

2. Avaliar a expressao proteica de ERCC4 (XPF), ERCC5 (XPG), MUTYH (MUY) e CCND1 (Ciclina
D1)através de método imuno-histoquimico.

3. Associar os resultados obtidos com as técnicas PCR em tempo real e imunohistoquimica.

4. Relacionar os resultados encontrados a partir das técnicas realizadas (PCR em tempo real e
imunohistoquimica)com as variaveis: idade, sexo, graduagdo anatomo-patoldgica, localizagéo, tratamento e
seguimento clinico.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos foram identificados de forma distinta para os dois grupos de participantes: casos e controles,sendo
que ndo sera realizado nenhum procedimento além dos de rotina pré e pds-operatéria para a coleta dos
materiais (sangue e tumor) do grupo caso, nao havendo, portanto, riscos adicionais aos inerentes do
procedimento cirurgico. Ja para o grupo controle, o risco descrito refere-se a coleta de sangue, hematoma e
desconforto. Deste modo e conforme a Resolugdo N° 466 de 12/12/12, foi apresentado pelo pesquisador
manejo adequado para intervir em tais situagdes. Quanto aos beneficios, os participantes do estudo (casos
e controles) nao terao beneficio direto, entretanto, a realizacdo do mesmo se justifica pela possibilidade de
contribuir com informagdes importantes para comunidade cientifica sobre os meningiomas, através de uma
investigagcdo mais detalhada e, por consequéncia, ajudando outros pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O estudo dos meningiomas sera realizado por meio da técnica imuno-histoquimica (IHQ). A técnica de PCR
em tempo real sera utilizada para as analises moleculares das amostras de sangue coletadas. Identificamos
critérios de exclusdo/inclusdo para os participantes (grupo caso e grupo controle); a amostragem sera por
conveniéncia, estima-se a analise de 150 casos confirmados de meningioma. O orgamento apresentado é
compativel com o estudo, sendo que os custos serdo subsidiados pela UFCSPA.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Verificamos que os termos de apresentacao obrigatéria foram devidamente anexados a Plataforma Brasil e,
de acordo com a Resolugao N° 466, de 12/12/12, ndo havera dispensa do TCLE.

Recomendagées:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Verificamos que as alteragdes feitas no TCLE melhoraram os aspectos criticos sinalizados no parecer
1.382.053. Também foi apresentado justificativa para o fato de ndo haver termo de consentimento da chefia
do servigo de neurocirurgia que, segundo a pesquisadora responsavel, o

Endereco: R. Prof° Annes Dias,295 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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mesmo é "membro da

pesquisa e esta de pleno acordo".

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Qg
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mo

Apods a re-avaliagdo do protocolo acima descrito, o presente comité ndo encontrou débices quanto ao

desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.

Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar a este CEP, Relatérios de Andamento dos Projetos

desenvolvidos na ISCMPA. Relatérios Parciais (pesquisas com duragéo superior a 6 meses), Relatérios

Finais (ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (cépia da publicagao).

2 - Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servigo (onde sera

realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovacio do protocolo pelo Comité de Etica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 634297 .pdf 11:03:40
Outros justificativa_chefia_versao_1_1.pdf 22/01/2016 |Camila Batista de Aceito

11:02:06 | Oliveira Silva
TCLE / Termos de | TCLE_participantes_versao_1_1.pdf 22/01/2016 | Camila Batista de Aceito
Assentimento / 10:59:53 | Oliveira Silva
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_controles_versao_1_1.pdf 22/01/2016 | Camila Batista de Aceito
Assentimento / 10:59:20 |Oliveira Silva
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 09/12/2015 | Camila Batista de Aceito
09:44:49 | Oliveira Silva
Outros Formulario_de_inscricao_de_projeto_de| 07/12/2015 |Camila Batista de Aceito
pesquisa.pdf 10:56:29 [ Oliveira Silva
Outros DECLARACAO_DE_AUTORIZACAO_D| 06/12/2015 |Camila Batista de Aceito
A _CHEFIA RESPONSAVEL.pdf 13:25:05 [ Oliveira Silva
Endereco: R. Prof° Annes Dias,295 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
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Cronograma Cronograma.pdf 06/12/2015 | Camila Batista de Aceito
13:22:17 | Oliveira Silva
Qutros Convite_projeto.pdf 27/11/2015 [Camila Batista de Aceito
13:27:51 | Oliveira Silva
QOutros FICHA_DE_DADOS.pdf 27/11/2015 [Camila Batista de Aceito
13:27:29 | Oliveira Silva
QOutros Termo_de_Compromisso_para_utilizaca| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
o_de_dados_e prontuarios.pdf 13:26:45 | Oliveira Silva
QOutros Declaracao_de_uso_e_publicacao_de_d| 27/11/2015 [Camila Batista de Aceito
ados.pdf 13:24:02 | Oliveira Silva
Outros Declaracao_de_Uso_de_dados_e_mate| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
riais.pdf 13:23:35 | Oliveira Silva
Outros Declaracao_de_lsencao_de_onus_a_ins| 27/11/2015 [Camila Batista de Aceito
tituicao.pdf 13:23:02 | Oliveira Silva
Outros Declaracao_de_Confidencialidade_do_s| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
ujeito no estudo.pdf 13:22:29 | Oliveira Silva
Outros Termo_de_Compromisso_para_entrega | 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
_de_relatorio_semetral_ou_final.pdf 13:20:50 |Oliveira Silva
Outros Termo_de_Anuencia_pato.pdf 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
13:19:37 | Oliveira Silva
Outros Termo_de_anuencia_biomol.pdf 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
13:19:09 | Oliveira Silva
Projeto Detalhado / |Projeto_Analise_de_alteracoes_genomiq 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
Brochura as_em_meningiomas_benignos_atipicos 13:13:26 | Oliveira Silva
Investigador _e_anaplasicos_assocaiadas_a_tumorig
enese.pdf
TCLE / Termos de |Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
Assentimento / arecido_pacientes.pdf 13:12:05 |Oliveira Silva
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
Assentimento / arecido_controles.pdf 13:11:55 | Oliveira Silva
Justificativa de
Auséncia
Orgcamento Orcamento.pdf 27/11/2015 [ Camila Batista de Aceito
13:10:09 | Oliveira Silva

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:

Bairro: 6° andar - Centro
Municipio:
(51)3214-8571

UF: RS
Telefone:

R. Prof° Annes Dias,295 Hosp.Dom Vicente Scherer

CEP: 90.020-090
PORTO ALEGRE

Fax: (51)3214-8571 E-mail:

cep@santacasa.tche.br
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PORTO ALEGRE, 10 de Margo de 2016

Assinado por:

Carlos Henrique Munhoz Olea
(Coordenador)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE Wﬂl“
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise de alteracdes genédmicas em meningiomas benignos, atipicos e anaplasicos
associadas a tumorigénese.

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 51849515.3.3001.5345

Instituigcdao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.509.852

Apresentacao do Projeto:

Meningiomas sao tumores de comportamento benigno, porém recorrentes. Sdo neoplasias primarias do
Sistema Nervoso Central (SNC), correspondendo a 36% dos tumores intracranianos. Estes tumores
apresentam incidéncia crescente, correspondente a idade, sendo mais frequentes entre a sexta e setima
decadas de vida, com predominancia no sexo feminino. Habitualmente, os meningiomas apresentam
crescimento lento e causam poucos sintomas, principalmente quando estas neoplasias se encontram em
estagio inicial. Desta forma, os meningiomas séo diagnosticados em estagios avancados e com tamanho
significativamente grande, capazes de comprimir estruturas cerebrais importantes e causar sinais e
sintomas.Em células normais, os danos ocorridos no DNA sado reconhecidos por mecanismos celulares e,
uma das principais respostas para evitar a propagacao de erros e, consequentemente, o crescimento de
tumores é o reparo do DNA. Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP single nucleotide polymorphism)
sdo considerados as principais variagdes encontradas no genoma humano. Os SNPs podem ocorrer em
sequéncias genéticas codificadoras, resultando em proteinas com atividade irregular. Deste modo, em
alguns casos, o polimorfismo pode aumentar a suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores, uma vez
que, alteragdes nas fungdes proteicas sao capazes de desregular o equilibrio (homeostase) celular.Os
genes ERCC4, ERCC5, MUTYH e ciclina-D1 foram associados ao aumento

Endereco: Rua Sammento Leite ,245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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no risco da ocorréncia dos meningiomas, em virtude de sua agdo nos mecanismos de reparo do DNA e de
regulagdo do ciclo celular. Mais estudos sao necessarios, uma vez que, os resultados encontrados sao
inconclusivos e a patogénese deste tumor permanece néo esclarecida.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar associagdes entre polimorfismos (SNPs) ERCC4 (Ser835Ser, rs1799801), ERCC5
(Asp1104His, rs17655), MUTYH (Ser326Cys; rs3219466) e CCND1 (G870A, rs603965) na tumorigénese
dos meningiomas. Objetivo Secundario: Estimar as frequéncias genotipicas dos SNPs selecionados nos
genes ERCC4 (Ser835Ser, rs1799801), ERCC5 (Asp1104His, rs17655), MUTYH (Ser326Cys; rs3219466) e
CCND1 (G870A, rs603965) em pacientes com meningiomas e controles sadios através da técnica PCR em
tempo real.2. Avaliar a expressao proteica de ERCC4 (XPF), ERCC5 (XPG), MUTYH (MUY) e CCND1
(Ciclina D1) através de método imuno-histoquimico.3. Associar os resultados obtidos com as técnicas PCR
em tempo real e imuno-histoquimica.4. Relacionar os resultados encontrados a partir das técnicas
realizadas (PCR em tempo real e imuno-histoquimica) com as variaveis: idade, sexo, graduagao anatomo-
patolégica, localizagao, tratamento e seguimento clinico.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

riscos: Pacientes: Nao sera realizado nenhum procedimento além dos de rotina, ndo havendo riscos
médicos adicionais aos procedimentos.

Controles: A coleta, normalmente, ndo acarreta maiores riscos para a saude do voluntario. Entretanto, em
alguns casos podera surgir nas primeiras horas, no local da pungédo, um hematoma ou pequeno desconforto
que devera desaparecer em no maximo 3 a 4 dias. Algumas pessoas poderdo sentir tontura durante ou
apoés o procedimento. Para minimizar esse acontecimento, vocé sera orientado a permanecer sentado
durante alguns minutos até que se sinta confortavel para levantar. Beneficios: Ao participar desta pesquisa o
voluntario ndo tera beneficio direto. Entretanto, esperamos que este estudo traga informacgdes importantes
sobre os meningiomas, proporcionando uma investigagdo mais detalhada e ajudando mais pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Projeto ja aprovado no CEP da Santa Casa, bem embasado e adequado

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
todos ok

Endereco: Rua Sammento Leite ,245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170
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Recomendacgoes:
aprovar

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
ndo ha pendéncias ou inadequagdes

Consideragoes Finais a critério do CEP:
De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 634297.pdf 11:03:40
Outros justificativa_chefia_versao_1_1.pdf 22/01/2016 | Camila Batista de Aceito

11:02:06 | Oliveira Silva
TCLE / Termos de | TCLE_participantes_versao_1_1.pdf 22/01/2016 |Camila Batista de Aceito
Assentimento / 10:59:53 | Oliveira Silva
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_controles_versao_1_1.pdf 22/01/2016 | Camila Batista de Aceito
Assentimento / 10:59:20 |Oliveira Silva
Justificativa de
|Auséncia
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 09/12/2015 Aceito
do Projeto ROJETO_634297.pdf 09:46:03
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 09/12/2015 | Camila Batista de Aceito
09:44:49 [Oliveira Silva
Outros Formulario_de_inscricao_de_projeto_de| 07/12/2015 |Camila Batista de Aceito
pesquisa.pdf 10:56:29 | Oliveira Silva
Outros DECLARACAO_DE_AUTORIZACAO_D| 06/12/2015 |Camila Batista de Aceito
A_CHEFIA_RESPONSAVEL.pdf 13:25:05 | Oliveira Silva
Cronograma Cronograma.pdf 06/12/2015 | Camila Batista de Aceito
13:22:17 | Oliveira Silva
Outros Convite_projeto.pdf 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
13:27:51 | Oliveira Silva
Outros FICHA_DE_DADOS.pdf 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
13:27:29 | Oliveira Silva
Outros Termo_de_Compromisso_para_utilizaca| 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
o_de_dados_e prontuarios.pdf 13:26:45 | Oliveira Silva
Outros Declaracao_de_uso_e_publicacao_de_d| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
ados.pdf 13:24:02 | Oliveira Silva
Outros Declaracao_de_Uso_de_dados_e_mate| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
riais.pdf 13:23:35 | Oliveira Silva

Endereco: Rua Samento Leite ,245
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Outros Declaracao_de_Isencao_de_onus_a_ins| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
tituicao.pdf 13:23:02 [Oliveira Silva
Outros Declaracao_de_Confidencialidade_do_s| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
ujeito_no_estudo.pdf 13:22:29 | Oliveira Silva
Outros Termo_de_Compromisso_para_entrega | 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
_de_relatorio_semetral_ou_final.pdf 13:20:50 |Oliveira Silva
Outros Termo_de_Anuencia_pato.pdf 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
13:19:37 | Oliveira Silva
Outros Termo_de_anuencia_biomol.pdf 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
13:19:09 | Oliveira Silva
Projeto Detalhado / |Projeto_Analise_de_alteracoes_genomid 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
Brochura as_em_meningiomas_benignos_atipicos 13:13:26 | Oliveira Silva
Investigador _e_anaplasicos_assocaiadas_a_tumorig
enese.pdf
TCLE / Termos de |Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
Assentimento / arecido_pacientes.pdf 13:12:05 |Oliveira Silva
Justificativa de
|Auséncia
TCLE / Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 27/11/2015 |Camila Batista de Aceito
Assentimento / arecido_controles.pdf 13:11:55 |Oliveira Silva
Justificativa de
Auséncia
Orgamento Orcamento.pdf 27/11/2015 | Camila Batista de Aceito
13:10:09 | Oliveira Silva

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderecgo:
Bairro: Sarmento
UF: RS

Telefone:

Municipio:
(51)3303-8804

PORTO ALEGRE, 21 de Abril de 2016

Assinado por:

Airton Tetelbom Stein

(Coordenador)

Rua Sammento Leite ,245

CEP: 90.050-170
PORTO ALEGRE
E-mail:

cep@ufcspa.edu.br
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7.2. Termo de Consentimento livre e esclarecido

Andlise de alteragBes gendmicas em meningiomas benignos, atipicos e

anaplasicos associadas a tumorigénese (Versdo 26/11/2015)

(Nome completo do PACIENTE — preencher em letra de forma)

Os meningiomas sao tumores benignos que ocorrem nas meninges do
cérebro, com alta taxa de recorréncia. Desta forma, torna-se importante avaliar
a tumorigénese (origem) e progressao deste tumor.

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada Anélise
de alteracbes genbmicas em meningiomas benignos, atipicos e
anaplasicos associadas a tumorigénese, que objetiva ampliar o0s
conhecimentos a respeito dos mecanismos relacionados a evolucao deste tipo
de tumor.

No dia anterior a cirurgia, serdo coletadas amostras de sangue como
procedimento de rotina, serd separada uma parte de 4ml para esta pesquisa.
Este material serd encaminhado ao laboratério de biologia molecular da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre para analises. O
material retirado durante a cirurgia (o tumor) sera encaminhado ao laboratorio
de patologia do hospital para identificacdo do tipo de tumor (procedimento de
rotina), apO0s este procedimento, o material sera utilizado para o presente
estudo, a analise sera realizada no laboratério de patologia da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre. Os dados clinicos serdo obtidos

através dos prontuarios medicos.



139

Ao participar desta pesquisa o voluntario ndo terd beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informacdes importantes sobre os
meningiomas, proporcionando uma investigacdo mais detalhada e ajudando
mais pacientes.

N&o serd realizado nenhum procedimento além dos de rotina, nédo
havendo riscos médicos adicionais aos procedimentos.

E garantido que todo o material coletado sera analisado na Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre ndo gerando 6nus ao paciente e
a Santa Casa. Os gastos para a realizacdo da pesquisa serdo absorvidos pelo
orgamento do estudo e vocé ndo recebera nenhuma compensacao financeira
por participar.

E dada a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e
deixar de participar da pesquisa, sem que isso traga prejuizos. Ressaltamos
que a concordancia ou ndo em participar desse estudo ndo implica em
qualquer modificacdo no tratamento médico ja estabelecido, visto que se trata
de uma participacao voluntaria.

E dada a garantia da nao identificacio do paciente e de ser mantido o
carater confidencial das informagBes em todas as etapas da pesquisa. Os
dados serdo utilizados apenas pela equipe da pesquisa e autoridades
regulatérias da area da salde. E assumido o compromisso de fornecer ao
paciente informacdes atualizadas obtidas durante o estudo, ainda que estas
possam afetar a sua vontade em continuar participando.

Para casos de eventos adversos ou duvidas referentes a pesquisa deve
ser contatada a Dra. Julia Fernanda Semmelmann Pereira-Lima (investigador

principal) pelo telefone (51) 3303.8779. Para questdes sobre a pesquisa e
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sobre os direitos dos pacientes envolvidos ou sobre problemas decorrentes da
pesquisa deve ser contatado o Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre — sob coordenagéo Dr. Carlos
Olea, pelo telefone 3214.8571 ou pelo e-mail: cep@santacasa.tche.br e/ou o
Comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre pelo telefone (51) 3303-8804.

Estou ciente que nédo seréo violados os segredos profissionais obtidos
durante a pesquisa e autorizo a utilizagdo do material coletado para futuras
pesquisas. 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 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dara
autorizacdo ao coordenador do estudo, aos Comités de Etica do hospital e da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, e a organizacdo
governamental de saude para utilizacdo dos dados obtidos quando necessério,

incluindo a divulgacdo dos mesmos, sempre preservando minha privacidade.

Nome do Suijeito de Pesquisa (letra de forma) Data: [/ [/

Assinatura do Sujeito de Pesquisa

Nome do Pesquisador (letra de forma) Data: [/ [/

Assinatura e Carimbo do Pesquisador
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7.3. Protocolo de execucdo da técnica de imuno-histoquimica

TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

1- PREPARO DO BLOCO:
- Corte do bloco parafinado com espessura de 4 ym, com micrétomo.

- Fixar o corte em laminas com organosilano.

2- DESPARAFINIZAR:
- Em estufa em aproximadamente 70°C por 30 minutos, mergulhar as laminas
em xilol por 5 minutos; em alcool absoluto (4x), esperar 5 minutos no ultimo

alcool para retirar o xilol e lavar em &gua destilada.

3- RECUPERACAO ANTIGENICA:

- Colocar as laminas em cubetas de plastico contendo solucédo de citrato de
sédio (pH 6,0) ou Tris-EDTA (Tabela 1) e aquecer até a fervura (micro-ondas).

- Banho-maria (aproximadamente 98°C) por 40 minutos. Retirar e esfriar por 20
minutos a temperatura ambiente.

- Lavagem das laminas (3x) com PBS (phosphate buffered saline, pH 7), em

agitacdo. Descartar o PBS apés 0 processo.

4- BLOQUEIO DA PEROXIDASE ENDOGENA:
- Colocar as laminas em solucdo 5% de peroxido de hidrogénio (30 volumes),
utilizando metanol como diluente da solugéo. Procedimento deve ser realizado

na auséncia de luz por 10 minutos (repetir por 2x).
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- Lavar as laminas em &gua destilada e duas vezes em PBS, por 5 minutos em

agitacdo. Descartar o PBS ap0s o processo.

5- BLOQUEIO DAS LIGA(;CES INESPECIFICAS:

- Repouso das laminas, por no minimo de 1 hora, em solugdo de BSA (Bovine
Serum Albumin) diluida em PBS.

- Lavar as laminas (3x) em PBS, em agitacéo, por 5 minutos.

- Retirar da solugédo PBS e secar o excesso ao redor do tecido. Usar caneta
hidrofébica para circundar o tecido, a fim de concentrar o anticorpo na regido

marcada.

6- INCUBACAO COM ANTICORPO PRIMARIO:

- Diluir o anticorpo, conforme os testes realizados (Tabela 1) e aplicar sobre o
tecido. Deixar por 1 hora a temperatura ambiente em camara Umida e
armazenar em geladeira durante a noite (overnight).

- Lavar as laminas (3x) em PBS, em agitacdo, por 5 minutos.

7- INCUBAQAO COM ANTICORPO SECUNDARIO BIOTINILADO:

- Aplicar o anticorpo secundario (Vector Laboratories®) no tecido. Deixar por 1
hora em camara Umida a temperatura ambiente.

- Lavar as laminas (3x) em PBS, em agitacdo, por 5 minutos.

- Aplicar o anticorpo polimerizado com peroxidase no tecido. Deixar agir por 40
minutos em camara umida a temperatura ambiente.

- Lavar as laminas (3x) em PBS, em agitacdo, por 5 minutos.
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8- REVELA(;AO COM SUBSTRATO CROMOGENO (DAB):
- Preparar o cromégeno DAB (diaminobenzidina) (1 ml de diluente e 1 gota de
DAB) e aplicar sobre o tecido. Deixar agir por 5 minutos, protegido da luz.

Lavar com agua destilada ap6s o processo.

9- CONTRA-COLORACAO COM HEMATOXILINA:
- Contra-coloracdo com Hematoxilina por 30 segundos. Lavar em agua

corrente.

10- DESIDRATAR:
Lavar as laminas (4x) em &lcool absoluto. No dltimo &lcool, deixar 5 minutos.

Lavar as laminas (2x) em xilol e deixar agir por 5 minutos, cada processo.

11- MONTAR COM ENTELLAN®:
Uma gota de Entellan® (cola especial para técnica) e aplicar laminula sobre o
tecido. Evitar a formacdo de bolhas. Ap6s secar, observar em microscépio

optico.

Tabela 1. Anticorpos, diluicdes, recuperacdo antigénica e controles utilizados

Anticorpo (marca) Diluigdes Recuperacéo Controle positivo
MUTYH (Abcam®) 1:100 Tris-EDTA CA de pulméo
Ciclina D1 (Abcam®) 1:100 Citrato de sddio CA de mama
XPG (Abcam®) 1:200 Tris-EDTA CA de ovario

XPF (Abcam®) 1:200 Tris-EDTA Tonsila
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7.3.1 Expressdo dos marcadores em meningiomas utilizando a técnica de

imuno-histoquimica

A

(A) Ciclina D1, (B) MUTYH, (C) XPF e (D) XPG; marcagao nuclear em aumento
de 40x



7.4. Certificado de participagcédo na Xl Jornada da Patologia da UFCSPA

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

CERTIFICADO

Certificamos, para os devidos fins, que Camila Batista de Oliveira Silva
participou da "X/ Jomada do Programa de Pés-Graduagdo em Patologia”, nos dias
21 e 22 de agosto de 2017, na cidade de Porto Alegre-RS, realizada pelo Programa
de Pé6s-Graduagdo em Patologia da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre.

Porto Alegre, 29 de setembro de 2017.
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&

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

CERTIFICADO

Certificamos, para os devidos fins, que Camila Batista de Oliveira
Silva participou da "X/l Jornada do Programa de Pés-Graduagdo em
Patologia", nos dias 12 e 13 de agosto de 2019, na cidade de Porto
Alegre-RS, realizada pelo Programa de Pés-Graduag&o em Patologia da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Porto Alegre, 27 de agosto de 2019

rd cdo UFCSPA
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7.6. Certificado de apresentacdo na Il Mostra de Trabalhos de Ensino

Pesquisa e Extensdo da UFCSPA
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7.7. Cetificado de apresentacdo no Congresso UFCSPA Conectando Saude e

Sociedade
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