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Resumo da Tese

Introducéo: Os gliomas correspondem a 80% dos tumores malignos de sistema
nervoso central. Apesar do progresso na caracterizacdo da patogénese,
permanecem incuraveis e, na maioria dos casos, resistentes aos tratamentos.
Estudos sugerem que o sistema de reparo de DNA esta correlacionado a
tumorigénese e a progressdo em gliomas. Objetivos: Avaliar a expressao
imuno-histoquimica (IHQ) dos marcadores de reparo do DNA XRCC2, XRCC3 e
XRCC4 e dos marcadores de proliferagéo celular Ki-67, p53, PCNA e ciclina D1
e suas relagbes com variaveis clinicas em gliomas. Materiais e métodos: Foram
incluidos 39 pacientes com gliomas. A técnica IHQ foi aplicada para determinar
a expressdo dos marcadores e as variaveis clinicas foram obtidas a partir dos
prontudrios. Resultados: A idade média de 52+12,8 anos, sendo 59% homens
e 82% dos casos gliomas de alto grau (GAG). Os pacientes com GAG
apresentaram-se 13 anos mais velhos ao diagnostico (p=0,015). Pacientes com
>50 anos mostraram risco cinco vezes maior de apresentar
recrescimento/recidiva (p=0,017). XRCC2 e XRCC3 mostraram-se expressas
em todos os casos e XRCC4 em 97,4% dos casos. A marcacao forte de XRCC4
foi correlacionada a menor sobrevida global (p=0,009). Ki-67 e p53 mostraram
correlagdo positiva com o grau tumoral (p<0,0001 e p=0,011) e entre si
(p=0,026). PCNA e ciclina D1 mostraram correlagdo positiva com a idade
(p=0,045 e p=0,016). A expressédo de PCNA mostrou correlagcéo positiva com a
de XRCC3 (p=0,019). Concluséo: A expressao de XRCC2, XRCC3 e XRCC4
na quase totalidade dos casos demonstra que as vias de reparo por
recombinacdo homologa (HR) e por juncdo das extremidades ndo-homologas

(NHEJ) estédo ativadas em gliomas independentemente do grau. A correlacéo



entre a expressdo do PCNA e de XRCC3 demonstra que essas atuam em
consonancia na HR nos gliomas. O XRCC4 demonstrou ser um potencial preditor

de menor sobrevida global em pacientes com gliomas.

Palavras-chave: gliomas, reparo do DNA, proliferagdo, imuno-histoquimica



Abstract

Introduction: Gliomas correspond to 80% of malignant tumors of the central
nervous system. Despite progress in characterizing the pathogenesis, they
remain incurable and, in most cases, resistant to treatments. Studies suggest that
the DNA repair system is correlated with tumorigenesis and progression in
gliomas. Objectives: To evaluate the immunohistochemical expression (IHC) of
DNA repair markers XRCC2, XRCC3, and XRCC4 and of cell proliferation
markers Ki-67, p53, PCNA, and cyclin D1 and their relationship with clinical
variables in gliomas. Materials and methods: 39 patients with gliomas were
included. The IHQ technique was applied to determine the expression of the
markers and clinical variables were obtained from medical records. Results: The
average age of 52+12.8 years, 59% of whom were men and 82% of cases with
high-grade gliomas (GAG). GAG patients were 13 years older at diagnosis
(p=0.015). Patients >50 years of age were five times more likely to develop
recurrence-regrowth (p=0.017). XRCC2 and XRCC3 were shown to be
expressed in all cases and XRCC4 in 97.4% of cases. The strong XRCC4
marking was correlated with lower overall survival (p=0.009). Ki-67 and p53
showed a positive correlation with the tumor grade (p <0.0001 and p=0.011) and
with each other (p=0.026). PCNA and cyclin D1 showed a positive correlation
with age (p=0.045 and p=0.016). PCNA expression showed a positive correlation
with that of XRCC3 (p=0.019). Conclusion: The expression of XRCC2, XRCC3,
and XRCC4 in almost all cases demonstrates that the repair pathways by
homologous recombination (HR) and by non-homologous end joining (NHEJ) are
activated in gliomas regardless of degree. The correlation between PCNA

expression and XRCC3 demonstrates that these proteins act in consonance in



the HR pathway in gliomas. XRCC4 has been shown to be a potential predictor
of lower overall survival in patients with gliomas.

Keywords: gliomas, DNA repair, proliferation, immunohistochemistry
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. GLIOMAS

1.1.1. Epidemiologia e classificagao

Os gliomas sdo tumores neuroepiteliais origindrios das células gliais
(astrocitos, oligodendrocitos e ependimécitos) (Davis, 2018). Os astrocitos
atuam na regulacdo das funcdes cerebrais implicadas na neurogénese e
sinaptogénese, controlando a permeabilidade da barreira hematoencefélica e
mantendo a homeostase extracelular (Siracusa et al., 2019), os oligodendrécitos
sdo responsaveis pela mielinizacao dos axénios (Michalski e Kothary, 2015), os
ependimdcitos revestem o0s ventriculos e o canal central da medula e, por
estarem em contato direto com o liquido cefalorraquidiano, desempenham papel
na estabilidade hidrica (Kovacs, 2017).

Os gliomas correspondem a 26% dos tumores primarios e a 81% dos
tumores malignos de sistema nervoso central (SNC), com taxa de incidéncia
variando de 4,67 a 7,3 a cada 100.000 habitantes (Larjavaara et al., 2007,
Gousias et al., 2009; Rasmussen et al., 2017; Ostrom et al., 2018). Quanto ao
sexo, sdo 1,3 vezes mais diagnosticados em homens do que em mulheres.
Fatores hormonais como a exposi¢cdo ao estrogénio, principalmente antes da
menopausa, e caracteristicas genéticas tém sido sugeridos como possiveis
explicacbes para a menor predominancia de gliomas em mulheres (Felini et al.,
2009; Kabat et al., 2011; Ostrom et al., 2018). Com base em suas caracteristicas
histolégicas e em seu comportamento, os gliomas sao classificados em graus

que variam de | a V. O grau | é atribuido aos tumores delimitados, néo infiltrativos
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e com baixa atividade mitética, o grau Il aos tumores difusos e infiltrativos com
atipia citoldgica isolada, o grau Ill aos tumores que mostram anaplasia,
hipercromasia e aumento da atividade mitética e o grau IV aos tumores que,
além de anaplasia, hipercromasia e aumento da atividade mitética, mostram
proliferagdo microvascular e/ou necrose (Louis et al., 2007).

Em relacdo ao tipo histolégico, o glioblastoma (grau 1V) é o mais frequente

(56,6%), seguido pelo astrocitoma difuso (grau II) (7,4%). Ver Figura 1.

Figura 1. Distribuicdo dos tipos histolégicos dos gliomas

Outros gliomas
2.2%

Tumores oligoastrociticos
2.6%

Astrocitomas pilociticos
51%

Oligodendrogliomas
5,3%

Gliobastomas

: . 56,6%
Astrocitomas anaplasicos

6,7%

Tumores ependimais
6,7%

Gliomas malignos
ndo especificados
7,4%

Astrocitomas difusos
7.4%

Fonte: Adaptado de Ostrom et al., 2018.

Além de considerar os graus, em 2016 a Organizacdo Mundial da Saude

(OMS) (Louis et al., 2016) agregou parametros moleculares como mutacoes,
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codelecbes, amplificacdes e fusdes de genes, entre outros na classificacéo, a fim
de definir os diferentes tipos tumorais. A classificacdo dos gliomas difusos foi
redefinida e novos tipos tumorais foram incluidos. Os gliomas foram divididos em
astrociticos, oligodendrogliais e ependimais, a especificacdo em graus foi mantida
e foi acrescentado o status genético de IDH (isocitrate dehydrogenase), H3K27M
(Histone 3-Lysine-27-Methionine), RELA (V-Rel Avian Reticuloendotheliosis Viral
Oncogene Homolog A) e dele¢des no 1p/19q (braco curto do cromossomo 1/braco
longo do cromossomo 19). Conforme a nova classificagdo, a nomenclatura dos
gliomas ¢é formada pelo tipo histologico, determinado no exame de
anatomopatoldgico, seguido das caracteristicas genéticas (Louis et al., 2007,

Louis et al., 2016). Ver Tabela 1.

Tabela 1. Classificacao dos gliomas pela OMS.

Astrocitomas difusos e oligodendrogliomas Grau
Astrocitoma difuso IDH mutante Il
Astrocitoma anaplasico IDH mutante 1]

Glioblastoma IDH selvagem v
Glioblastoma IDH mutante v
Glioma difuso H3K27M mutante v

Oligodendroglioma IDH mutante e 1p/19q codeletados Il
Oligodendroglioma anaplasico, IDH mutante e 1p/19q codeletados 1]
Outros tumores astrociticos

Astrocitoma pilocitico |
Astrocitoma subependimal de células gigantes I
Xantoastrocitoma pleomorfico Il
Xantoastrocitoma pleomérfico anaplasico 1]
Tumores ependimais

Subependimoma I
Ependimoma mixopapilar I
Ependimoma Il
Ependimoma RELA positivo Il ou lll
Ependimoma anaplasico 1]

IDH: isocitrate dehydrogenase; H3K27M: Histone 3-Lysine-27-Methionine; 1p/19qg: braco curto do
cromossomo 1/braco longo do cromossomo 19; RELA: V-Rel Avian Reticuloendotheliosis Viral Oncogene
Homolog A (Adaptado de Louis et al., 2016).
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As taxas de incidéncia de gliomas por idade variam de acordo com a histologia,
os gliomas de baixo grau (graus | e Il) (GBG) tém um pico de incidéncia entre a
terceira e quarta década de vida, enquanto que os gliomas de alto grau (graus lll e IV)
(GAG) tém este pico apos a sétima década (Dolecek et al., 2012; Ostrom et al.,

2018).

1.1.2. Fatores de risco

Assim como a maioria dos tumores cerebrais, a etiologia dos gliomas nao
€ completamente compreendida, fatores como sindromes hereditéarias e agentes
cancerigenos ambientais, por exemplo a exposicao a radicais livres, a radiacao
ionizante e aos raios ultravioleta (UV), podem aumentar o risco de desenvolver

esses tumores (Ohgaki e Kleihues, 2005; Sadetzki et al., 2005; Davis et al., 2011).

Alteracdes relacionadas a célula de origem, ao acumulo de mutacfes e a
reducdo da vigilancia imune podem ser possiveis causas para 0 aumento da
incidéncia de gliomas, principalmente em pacientes acima de 50 anos (Cahill e
Turcan et al., 2018). Sindromes hereditarias estdo associadas com um maior risco
de desenvolver gliomas como, por exemplo, a neurofibromatose tipo | relacionada
com maior incidéncia de astrocitomas, a neurofiboromatose tipo II com
ependimomas, a sindrome de Lynch e a sindrome de Li-Fraumeni com
glioblastomas (Goodenberger e Jenkins, 2012; Ostrom et al., 2014), no entanto,
essas representam uma pequena proporgao, menos de 5% dos casos de gliomas.
Cerca de 5 a 10% dos gliomas ocorrem em pacientes que tém historico familiar.
Parentes de primeiro grau tém um risco duas vezes maior de desenvolver gliomas,
especialmente quando o tumor se desenvolve em pacientes jovens

(Goodenberger e Jenkins, 2012).
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1.1.3. Localizagéo e sintomas

A localizacdo dos gliomas mostra associagédo com o grau tumoral, a grande
maioria dos GAG localiza-se na regido supratentorial, que compreende os lobos
cerebrais, sendo mais frequentes no lobo frontal e no lobo temporal, enquanto que
0s GBG surgem a partir de estruturas mais profundas como ventriculos, cerebelo

e tronco cerebral (Larjavaara et al., 2007; Ostrom et al., 2019).

A localizagdo anatbmica dos gliomas, além de contribuir para os sintomas,
impacta na escolha da abordagem cirargica e no prognéstico do paciente. O
subtipo tumoral, os resultados clinicos e os padrdes de crescimento podem se
correlacionar com a localizacdo do tumor (Lim et al., 2007; Bohman et al., 2010;

Steed et al., 2016).

Alguns pacientes com gliomas néo apresentam sintomas e o tumor pode
ser um achado incidental. Os sintomas, quando presentes, sdo causados
principalmente pelo aumento da pressao intracraniana, mas também dependem
da localizacdo e do tamanho tumoral. Cefaleia, convulsbes, mudangas de
comportamento, nauseas, vémitos e perda da visdo sdo 0s mais frequentes
(Nayak e Reardon, 2017). Os sintomas tém grande impacto na qualidade de vida

do paciente e podem influenciar na escolha do tratamento (Minniti et al., 2013).

1.1.4. Tratamento

A resseccao cirurgica € a abordagem terapéutica inicial, além de ser parte
fundamental, quando se considera a sobrevida dos pacientes. Tem como
principal objetivo o diagndstico anatomopatoldgico e, quando viavel, a ressecc¢ao

méaxima do tumor (Pouratian et al., 2007; Lara-Velazquez et al., 2017). A
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natureza invasiva e infiltrativa dos gliomas muitas vezes inviabiliza a ressecc¢ao
total curativa, sendo a resseccéo parcial a melhor escolha, devido a possibilidade
de minimizar perdas de fung¢Bes neurologicas, como déficits motores, de
linguagem e neurocognitivos (Sanai e Berger, 2018).

A radioterapia induz a morte celular direta, através da radiacéo ionizante,
e indireta, através da producéo de radicais livres causando oxidacao e dano ao
DNA (deoxyribonucleic acid) (Santacroce et al., 2013). A quantidade de doses,
fracOes e a duracédo do tratamento vao depender da tolerancia a radioterapia, da
idade do paciente, do tamanho e grau tumoral (Lawrence et al., 2010). Diversas
técnicas podem ser aplicadas aos gliomas, como a radioterapia com intensidade
modulada e a radioterapia conformacional tridimensional que contam com o
auxilio de softwares que identificam se a radiacdo esta sendo aplicada no local
exato (MacDonald et al., 2007). Existe também a radioterapia com feixes de
prétons, técnica que fornece radiacdo apenas quando esses feixes atingem o
tumor, causando menos danos ao tecido circundante (Jhaveri et al., 2018). A
radioterapia estereotaxica atua através da aplicacdo de feixes de radiagdo que
se encontram, tendo como ponto central o tumor cerebral, causando danos as
células tumorais mesmo em areas muito pequenas (Redmond e Mehta, 2015).

Em relacdo aos efeitos colaterais, podem ser divididos em agudos e
tardios. Os agudos ocorrem durante ou logo apos o tratamento e tendem a ser
mais leves e trataveis, geralmente desaparecem apos algumas semanas, sendo
os mais comuns fadiga, alteracbes de pele na area irradiada, perda de cabelo,
nausea e vomitos (Maquilan et al., 2014; Sourati et al., 2017). Os efeitos

colaterais tardios podem levar meses ou até anos para se desenvolver e ocorrem
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na area que recebeu radiacdo, se apresentam como desmielinizacdo, gliose,
edema, leséo vascular e necrose por coagulagéo (Chan et al., 1999).

A quimioterapia é geralmente realizada com TMZ (temozolomida), agente
que atua metilando o DNA, impedindo a proliferacédo de células tumorais. A TMZ
é a principal escolha no tratamento dos gliomas devidos aos seus efeitos
colaterais mais brandos, baixa toxicidade sistémica, permeabilidade a barreira
hematoencefélica e alta capacidade de penetracdo nas células tumorais (Hart et
al., 2013). Existem outros agentes quimioterapicos utilizados no tratamento dos
gliomas, como os alquilantes de DNA (carmustina, lomustin, procarbazina,
vincristina) e os inibidores de angiogénese (bevacizumab e cediranib) (Taal et
al., 2015). Quanto aos efeitos colaterais da quimioterapia, 0s principais sao
nausea, vomito, supressdo da medula déssea (leucopenia, trombocitopenia,
linfopenia) e hepatotoxicidade. Reacdes cutaneas alérgicas sao observadas com
0 uso de TMZ, além de infec¢cbes oportunistas, especialmente por Pneumocystis
carinii (Taal et al., 2015).

Para os GAG, a resseccao cirlrgica é seguida por quimio e radioterapia
(Sze et al., 2013; Nayak e Reardon, 2017). Ja para os GBG, o tratamento
adjuvante pode ser considerado para aqueles pacientes que tém risco elevado,
como aqueles com gliomas de linhagem astrocitica, IDH tipo selvagem e
resseccdo parcial do tumor (Forst et al., 2014; Khan et al., 2016; Geurts e van
den Bent, 2019).

Os gliomas podem desenvolver resisténcia aos tratamentos de quimio e
radioterapia e isso pode ser devido a acédo das vias de reparo de DNA. O
principio dessas terapias € causar danos ao DNA das células cancerosas,

levando as quebras de dupla fita (double-strand breaks - DSB), dessa forma as
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vias de reparo sdo ativadas e, caso essa ativacado ocorra de forma rapida e
eficaz, pode impedir a morte das células tumorais (Santivasi e Xia, 2013; Sousa

et al., 2015).

1.1.5. Sobrevida

Diversos fatores influenciam o tempo de sobrevida apds o diagndéstico,
como por exemplo, a idade do paciente, a extensdo da resseccdo, 0 grau
histoldgico e o tratamento adjuvante (Wang et al., 2019). A idade é considerada
um fator de risco significativo para prever o progndéstico em pacientes com
gliomas, mostrando correlagdo com menor sobrevida livre de doenca e global,
principalmente em pacientes com mais de 50 anos (Ohgaki e Kleihues, 2005; Ho

et al., 2014; Houshyari et al., 2015; Bose et al., 2017; Kumthekar et al., 2017).

A resseccdo maxima do tumor, além de contribuir na melhora dos
sintomas e na qualidade de vida, favorece o aumento da sobrevida livre de
doenca e global, tanto nos GBG, quanto nos GAG (Almeida et al., 2015; Duffau,
2016; Hervey-Jumper e Berger, 2016). Quanto a histologia, tumores de origem
astrocitica tém comportamento mais agressivo, pior resposta ao tratamento e
menor sobrevida em relacdo aos de origem oligodendroglial (Louis et al., 2007;
Ostrom et al., 2014). Os GBG apresentam sobrevida consideravelmente superior
aos GAG, com tempo médio variando de 4 a 13 anos, dependendo do subtipo
tumoral (Schomas et al., 2009; Van den Bent, 2014), enquanto os GAG
apresentam sobrevida de 12 a 26 meses (Stupp et al., 2005; Houshyari et al.,
2015; Noiphithak e Veerasarn, 2017).

A quimioterapia em combinacdo com a radioterapia aumentou

significativamente a taxa de sobrevida livre de doenca e global em comparacéo
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com pacientes tratados apenas com radioterapia (Stupp et al., 2005; Stupp et al.,
2009; Brown et al., 2017). Porém, mesmo com 0s avancos em relagdo aos
tratamentos, o prognéstico dos gliomas permanece desfavoravel e a taxa de
recrescimento/recidiva é alta, sendo de aproximadamente 70% para pacientes
com GBG e de 90% para os GAG (McNeill, 2016). Isso ocorre devido a
heterogeneidade tumoral dos gliomas, mesmo os inicialmente sensiveis ao
tratamento, exibem grande capacidade de desenvolver resisténcia (Dhermain,

2014; McNeill, 2016).

1.2. MECANISMOS DE REPARO DE DNA

A manutencéo da integridade gendmica e a protecao do DNA contra danos
S80 processos importantes e necessarios para o funcionamento e a sobrevivéncia
celular. O dano ao DNA pode ser causado por diferentes fatores endégenos, como
0 estresse oxidativo provocado pela replicacdo e proliferacdo, assim como
exposicdo a fatores exdgenos, como luz UV, radiacdo ionizante ou produtos
quimicos mutagénicos. Devido ao acumulo de danos ao DNA e ao impacto que
causa na viabilidade celular, os organismos desenvolvem mecanismos para
proteger a integridade do material genético, induzindo o reparo ou desencadeando
a morte celular. O sistema de reparo do DNA é composto por proteinas que atuam
de forma organizada para manter a estabilidade gendmica, reparando erros de
copia, quebras espontaneas e outros tipos de alteracdes (Costa e Menck, 2004,

Rodrigue et al., 2006; Karanam et al., 2012).

Cada dano ao DNA requer um mecanismo de reparo especifico. Agentes

gue causam distor¢cdes na dupla hélice ou dimeros de pirimidinas, geradas por
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agentes exdgenos, como a luz UV, sao reconhecidas e removidas pelo reparo por
excisdo de nucleotideo (Nucleotide Excision Repair - NER) (Gillet e Scharer,
2006). Erros no emparelhamento de nucleotideos, decorrentes de falhas na
replicacéo e recombinacéo de DNA, bem como de alguns tipos de modificacédo de
bases, sédo reparados pelo reparo de incompatibilidade (Mismatch Repair - MMR)
(Li, 2008). Lesbes mais sutis, como as modificacbes de bases induzidas pelas
espécies reativas de oxigénio (desaminacgfes, alquilagbes ou oxidacdes), sao
removidas pelo reparo por excisdo de base (Base Excision Repair - BER) (Kim e
Wilson, 2012). As DSB sdo lesdes altamente toxicas a célula, causadas por
radiacéo ionizante, radicais livres e durante a replicacdo do DNA, sdo reparadas
por vias dependentes de recombinacdo homéloga (Homologous Recombination -
HR) ou de juncédo de extremidades ndo-homdlogas (Non-homologous end joining

- NHEJ) (Belli et al., 2002; Thompson e Schild, 2002). Ver Figura 2.
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Figura 2. Danos ao DNA e mecanismos de reparo
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Fonte: Adaptado de Gunes et al., 2015.

O reparo defeituoso do DNA é comum na tumorigénese e desempenha um
papel critico na progressdo do cancer. Defeitos nos genes de reparo e por
consequéncia nas proteinas produzidas, podem levar a mutacdes génicas,
rearranjos cromossomicos e instabilidade genémica, fatores que contribuem para
a carcinogénese (Phillips e McKinnon, 2007; Swaminathan et al., 2012; Kang et
al., 2019). No entanto, no cancer, para a perpetuacao das células cancerigenas é
fundamental ndo haver excesso de danos, o que pode ocorrer devido ao aumento
da expressdo de genes e proteinas especificas de reparo de DNA. Este
mecanismo explica porque proteinas envolvidas no reparo, principalmente as

responsaveis pelas quebras de dupla fita, sdo superexpressas em tumores, tendo
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como objetivo tornar as células tumorais estaveis geneticamente para se

manterem vivas e proliferando (Sarasin e Kauffmann, 2008).

1.2.1. Recombinacdo homodloga (HR) e de juncdo de extremidades néo-

homoélogas (NHEJ)

Se as DSB néao forem reparadas, podem resultar em perda macica de
informacdes genéticas, aberragbes cromossOmicas e, assim, contribuir para
tumorigénese ou levar a morte celular (Mao et al., 2008). A HR age unindo as duas
fitas, utilizando o DNA de cromatides irmas ou cromossomos homologos como
molde, tendo por consequéncia alta fidelidade, estando menos propensa a erros
e levando a um reparo preciso (Belli et al., 2002). A NHEJ age na ligacao das
extremidades das quebras de dupla fita, sem utilizar molde, podendo resultar em
perda ou ganho de nucleotideos, tendo por consequéncia maior potencial
mutagénico (Thompson e Schild, 2002; Mao et al., 2008). A eficiéncia da via de
reparo € fortemente associada ao local onde houve a DSB no cromossomo € a
ativacao da via € determinada pela fase do ciclo celular e pela estrutura do DNA
no local da quebra (Shrivastav et al., 2008). A HR atua principalmente durante a
fase S (sintética) e G2 (gap 2), enquanto a NHEJ pode ocorrer durante todo o ciclo

celular (Brandsma e Gent, 2012).

Diversas proteinas estdo envolvidas no reparo das DSB. Na HR, as
principais sdo MRN (Mrel1-RAD50-Nbs1), RPA (replication protein A), RAD51
(DNA repair protein RAD51 homolog 1), RAD52 (DNA repair protein RAD52
homolog 2), RAD54 (DNA repair and recombination protein RAD54-like), XRCC2

(X-ray repair cross-complementing protein 2) e XRCC3 (X-ray repair cross-
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complementing protein) (Loignon et al., 2007; Taleei et al., 2012). Na NHEJ, Ku70
(Ku antigen 70kDa), Ku80 (Ku antigen 80kDa), DNA-PKcs (DNA-dependent
protein kinase catalytic subunit), Artemis, DNA ligase IV, XRCC4 (X-ray repair
cross-complementing protein 4) e XLF (XRCC4-Like Factor) (Mahaney et al.,

2009).

1.3. FAMILIA XRCC (X-ray repair cross complementing)

Os genes X-ray repair cross-complementing (XRCC) XRCC1 a XRCC7
desempenham um papel importante nos processos de reparacao do DNA devido
a sua capacidade de proteger células de danos causados por agentes enddégenos
e exdgenos (Thacker e Zdzienicka, 2003). Quanto a atuacdo das proteinas da
familia XRCC no reparo de DNA, a XRCC1 (codificada pelo gene XRCC1) age na
BER, a XRCC2 (codificada pelo gene XRCC2) e XRCC3 (codificada pelo gene
XRCC3) na HR, a XRCC4 (codificada pelo gene XRCC4), a Ku70 (codificada pelo
gene XRCC6), a Ku80 (codificada pelo gene XRCC5) e a DNA-PKcs (codificada
pelo gene XRCC7) na NHEJ (Biard e Angulo, 2007). Considerando as proteinas
gue agem no reparo as DSB, a XRCC2, XRCC3 e XRCC4 demonstram papel

critico na HR e NHEJ.

Diversos estudos mostram associacdo entre polimorfismos nos genes
XRCC2, XRCC3 e XRCC4 com aumento de risco de desenvolver cancer de mama
(Lee et al., 2005), ovario (Auranen et al., 2005), prostata (Nowacka-Zawisza et al.,
2015), pele (melanoma) (Han et al., 2006) e tireoide (Garcia-Quispes et al., 2011).

Aléem da associacdo com o cancer, desempenham papel na resisténcia dos
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tumores aos tratamentos, demonstrando ser potenciais biomarcadores preditivos

da eficicia da quimio e radioterapia (Borchiellini et al., 2012).

Embora o papel dos fatores de risco ambientais na etiologia dos gliomas
seja reconhecido, evidéncias sugerem que fatores genéticos, como alteracdes nos
genes e proteinas envolvidos no reparo do DNA, podem desempenhar um papel
importante na elucidacéo da origem desse tipo de tumor. A andlise das proteinas
XRCC2, XRCC3 e XRCC4 pode ser util para compreender o comportamento na
tumorigénese e progressdo tumoral dos gliomas, assim como predizer a

sensibilidade do tumor ao tratamento (Zhu et al., 2016; Hori et al., 2017).

1.3.1. Proteina XRCC2

O gene XRCC2 esté localizado no brago longo do cromossomo 7, na regido
36.1 e produz a proteina XRCC2, que é parte essencial da via de reparo HR, atua
suprimindo anomalias espontaneas dos cromossomos, translocacdes e delecdes
(Cui et al., 1999; Takata et al., 2001; Jiao et al., 2008; Curtin et al., 2009). Ver

figura 3.
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Figura 3: Reparo de quebra de dupla fita de DNA (DSB) por recombinacéo

homologa (HR) ou juncéo de extremidades ndo-homologas (NHEJ)
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2011.

As células com deficiéncia da XRCC2 sao hipersensiveis a uma variedade

de agentes nocivos ao DNA que, direta ou indiretamente, produzem quebras de

fita dupla no DNA, incluindo a radiacdo ionizante e 0os agentes quimioterapicos

como a TMZ (Roos et al.,

XRCC2 mostrou-se

2009; Zheng et al., 2012). A presenca da proteina

essencial para o desenvolvimento neuronal normal e o

silenciamento do gene XRCC2 resultou no aumento da letalidade embrionaria em

camundongos (Deans et al., 2000).

Mutagbes no gene XRCC2 estédo frequentemente associadas ao cancer,

com envolvimento na tumorigénese através da regulacéo do reparo do DNA por
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meio da via HR. Polimorfismos no gene estdo associados ao aumento do risco de
cancer de mama (Lin et al., 2011; Kamali et al., 2017), ovario (Zhai et al., 2015;
Kamali et al., 2017; Smolarz et al., 2019), colorretal (Wang et al., 2018a) e tireoide
(Sarwar et al., 2016). Em cancer de mama e colorretal também mostra correlagéo

com pior sobrevida (Lin et al., 2011; Zhang et al., 2017).

Estudos que analisaram a expressédo proteica da XRCC2 mostraram
relacdo com agressividade tumoral (Lutz et al., 2018), aumento da capacidade
metastatica e resisténcia ao tratamento quimio e radioterapico (Qin et al., 2015;
Zhang et al., 2017). Em cultura celular de cancer colorretal, a superexpresséo da
XRCC2 mostrou correlagcdo com proliferacao e inibicdo da apoptose (Xu et al.,
2014a). Estudos demonstram que a formacéo de tumores cerebrais € acelerada
guando h& perda de funcdo da XRCC2, sugerindo que essa proteina pode agir
como um supressor tumoral, impedindo a proliferacdo celular (Frappart et al.,

2009; Chen et al., 2018).

Em gliomas, Custédio et al. (2012) evidenciaram que polimorfismos no
genes XRCC2 podem contribuir para o aumento da suscetibilidade de desenvolver
esses tumores, além de estarem associados a piora da sobrevida global dos
pacientes. Zheng et al. (2012) descreveram superexpressdao da XRCC2 em
linhagens celulares e amostras tumorais de glioblastomas. O silenciamento do
gene XRCC2 fez com que as células tumorais ficassem mais sensiveis a
radioterapia, demonstrando que a proteina XRCC2 pode estar relacionada a

resisténcia ao tratamento em glioblastomas.
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1.3.2. Proteina XRCC3

O gene XRCC3, localizado no braco longo do cromossomo 14, codifica a
proteina XRCC3 que é considerada um dos mais importantes componentes do
sistema de reparo de DNA. A proteina atua na fase inicial da HR, interagindo com
a proteina RAD51, procura por homologia na molécula ndo danificada e invade a
cadeia para a sintese de DNA (Tebbs et al., 1995; Brenneman et al., 2002; Fan et

al., 2019). Ver figura 3.

Considerando o relevante papel na via HR da proteina XRCC3 e seu
respectivo gene, estes sdo estudados por suas possiveis implicacdes no risco de
cancer (Manuguerra et al.,, 2006). Polimorfismos no gene sédo associados a
aumento da suscetibilidade em cancer colorretal (Mehrzad et al., 2019), pulmonar
(Huang et al., 2011), de células escamosas de orofaringe (Santos et al., 2019a),
osteossarcoma (Wang e Liu, 2018; Wang et al., 2018b) e hepatocarcinoma (De
Mattia et al., 2017). Em carcinoma de tireoide, os polimorfismos mostraram
relacdo com desenvolvimento e progressédo (Lu et al., 2015; Yan et al., 2016;
Sarwar et al.,, 2017; Santos et al., 2019b) e em hepatocarcinoma com

agressividade tumoral (Avadanei et al., 2018).

A proteina XRCC3 mostrou superexpressdo no tecido tumoral quando
comparada ao tecido normal adjacente e foi associada a menor sobrevida livre de
doenca e a resisténcia a quimioterapia em carcinoma de eséfago (Cheng et al.,
2015). Em céncer de mama, apresentou correlacdo com tumorigénese,

progressao e invasao (Martinez-Marignac et al., 2011; Hu et al., 2013).

Em gliomas, estudos demonstram que polimorfismos do gene XRCC3

estdo associados ao aumento do risco de desenvolvimento desses tumores (Zhou
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et al., 2009; Luo et al., 2013; Zhao et al., 2013a; Xu et al., 2014b; Wang et al.,
2014; Huang et al., 2015). Roos et al. (2018) evidenciaram, através da técnica de
microarray em cultura de células de gliomas, que a expressao de XRCC3 aumenta
com o grau do tumor e com a malignidade. Em glioblastomas, Roos et al. (2018)
encontraram aumento significativo na expressao em comparagcao com o tecido
normal. A proteina XRCC3 demonstrou proteger as células de glioblastoma contra
a morte celular induzida por TMZ, além de inibir o ciclo celular e a apoptose.
Levando em conta o resultados obtidos, concluiram que a XRCC3 é um alvo

potencial para sensibilizar o tumor durante a terapia a base de TMZ.

1.3.3. Proteina XRCC4

O gene XRCC4 esté localizado no braco longo do cromossomo 5, na regiao
14.2 e produz uma proteina homénima, que forma um complexo com a DNA ligase
IV, agindo na etapa final da juncdo das extremidades das fitas de DNA,
desenvolvendo importante papel na NHEJ (Grawunder et al., 1998; Hsieh et al.,
2008; Yano et al., 2009). A desregulacao da XRCC4 pode reduzir a capacidade
de reparar o DNA danificado, resultando em instabilidade genémica e mutaces

génicas, o que pode levar a tumorigénese (Wu et al., 2008). Ver figura 3.

Polimorfismos no gene XRCC4 estdo associados ao aumento de risco de
tumores cerebrais pediatricos (Fahmideh et al., 2016), cancer colorretal (Jin et al.,
2019), de mama (Singh et al., 2018), de pancreas (Ding e Li, 2015), renal (Margulis
et al., 2008) e gliomas (Liu et al., 2008; Lin et al., 2013; Zhao et al., 2013b; Jiao et
al., 2016; Xiu et al., 2016). Estudos descrevem que a superexpressao da proteina

XRCC4 esté envolvida na tumorigénese de cancer de esofago (Hori et al., 2017),
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Utero (Takada et al., 2016) e mama (Wu et al., 2008), além de modificar a
sensibilidade das células cancerosas a quimio e radioterapia. Em glioblastomas,
verificou-se que a proteina XRCC4 esté associada a resisténcia a TMZ em cultura

celular (Zeng et al., 2018).

Estudos associam a proteina XRCC4 com menor sobrevida em pacientes
com cancer de mama (Wen et al., 2019), géastrico (Cheng et al., 2017) e
hepatocelular (Lu et al., 2017), mostrando que pode ser considerado um fator
prognadstico e uma ferramenta (til, contribuindo para o acompanhamento e manejo

terapéutico dos pacientes.

1.4. MARCADORES DE PROLIFERACAO

A proliferacédo celular é definida como o aumento do niumero de células
resultante de um ciclo celular completo. O ciclo celular é dividido em quatro fases
principais: aumento celular, producdo dos componentes celulares para fase G1
(gap 1) e para fase S, periodo apés a replicacdo do DNA (fase G2) e a fase M
(mitética) que resulta na divisdo celular; células que néo estdo com o ciclo celular
ativo, ou seja, em repouso, se encontram na fase GO (gap 0), podendo
permanecer nesta fase por tempo indeterminado (Malumbres et al., 2009).

A proliferacdo € uma das caracteristicas fundamentais do céncer
(Hanahan e Weinberg, 2011), quanto mais alta a atividade proliferativa de um
tumor, maior serd seu potencial de malignidade e pior sera seu progndstico (Maiti

et al., 2008). Varios métodos sao utilizados para avaliar a atividade proliferativa,

entre estes podem ser citadas técnicas simples como a contagem de mitoses e
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técnicas mais complexas como as de biologia molecular, citometria de fluxo e a
coloragdo imuno-histoquimica, esta Ultima, rotineiramente utilizada na patologia
diagndstica. A determinagdo imuno-histoquimica da atividade proliferativa € um
complemento Util para estabelecer o diagnostico histopatolégico dos gliomas
(Camplejohn, 2001; Nuofez et al.,, 2019). As proteinas Ki-67, p53, PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) e ciclina D1 atuam na manuteng¢ao do ciclo
celular e sdo superexpressas em células cancerosas em comparacgao as células
normais, tornando-se biomarcadores Uteis, que auxiliam no diagndstico de varios

tipos de cancer (Hanahan e Weinberg, 2011; Jurikova et al., 2016). Ver Figura 4.

Figura 4. Acéo de proteinas envolvidas na proliferagdo durante as fases do ciclo
celular
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1.4.1. Proteina Ki-67

O antigeno Ki-67, cujo gene esta localizado no cromossomo 10, atua no
nacleo da célula e pode ser detectado nas fases ativas do ciclo celular, exceto na
fase GO, sendo sua expressao aumentada nas fases G2 e M (Endl e Gerdes,
2000; Scholzen e Gerdes, 2000). O Ki-67 além de atuar na regulacdo do ciclo
celular, tem papel importante na manutencao da heterocromatina e na montagem
dos cromossomos mitéticos (Sun e Kaufman, 2018). E um indicador confiavel da
atividade de proliferacdo de células neoplasicas e € usado para investigacdo
clinica de rotina (Jin et al., 2011; Liu et al., 2013; Cai et al., 2014). O indice de
marcacao Ki-67 (labeling index) é analisado a partir da porcentagem de nucleos
tumorais positivos em relacdo a todos os nucleos e, geralmente, se correlaciona

com o grau histolégico do tumor (Prayson, 2005; Johannessen e Torp, 2006).

Em gliomas, a imunoexpressdo da Ki-67 demonstrou correlacionar-se
positivamente com o grau tumoral, com a pior sobrevida livre de doenca e pior
sobrevida global (Prayson, 2005; Johannessen e Torp, 2006; Chen et al., 2015).
A OMS néo determina um ponto de corte para Ki-67 em gliomas, no entanto, uma
revisdo sistematica de 51 estudos, totalizando 4.307 pacientes, determinou Ki-67
<10% para GBG (graus | e 1) e Ki-67 210% para GAG (graus lll e IV) (Chen et al.,
2015). Estudo que analisou glioblastomas (grau IV), demonstrou que pacientes
cujos tumores apresentavam percentual de Ki-67 222% tiveram pior sobrevida

global (Wong et al., 2019).
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1.4.2. Proteina p53

A proteina p53 é codificada pelo gene TP53 (gene codificador da proteina
p53) localizado no brago curto do cromossomo 17, regido 13.1, € uma
fosfoproteina nuclear que atua como supressor tumoral, desempenhando papel
importante na manuteng&o da homeostase celular, sobrevivéncia e integridade do
genoma (Frum e Grossman, 2014; Kastenhuber e Lowe, 2017). No ciclo celular,
verifica a presenca de erros de replicagdo no ponto de checagem G1, caso haja
erro, a p53 bloqueia o processo de mitose, impossibilitando a diviséo e ativando
proteinas de reparo ou induzindo a morte celular por apoptose (Kastenhuber e

Lowe, 2017).

Alteracbes nos genes supressores tumorais geralmente causam
diminuicdo ou até mesmo auséncia na producdo de suas respectivas proteinas.
No entanto, as alteragbes que ocorrem mais frequentemente no gene TP53, ao
invés de levarem a perda de expressao, fazem com que haja ganho de funcao
oncogénica e consequente acumulo macico de proteina p53 mutante (Frum e
Grossman, 2014). A p53 mutada promove a proliferacdo, sobrevivéncia, migracéo
e invasao das células tumorais e aumento da quimiorresisténcia (Yue et al., 2017).
Em células saudaveis, os niveis de proteina p53 sdo muito baixos ou até mesmo
indetectaveis, sendo a superexpressao nas células cancerigenas considerada
uma ferramenta util no diagnostico do cancer (Frum e Grossman, 2014; Rivlin et

al., 2011; Simabuco et al., 2018).

A OMS néao estabelece um ponto de corte para p53 em gliomas. Estudos
propuseram um cutoff variando de =21% a >10%, porém os resultados nédo foram
consistentes (Bouvier-Labit et al., 1998; Hilton et al., 1998). A mutacao da proteina

p53 é especialmente comum nos gliomas, estando envolvida na tumorigénese e
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progresséao deste tipo de tumor (Ichimura et al., 2000). Em uma meta-analise que
incluiu 1322 pacientes com gliomas a expressdo de p53 mostrou-se
significativamente associada ao grau e a sobrevida global, demonstrando que
esse marcador pode ser uma ferramenta auxiliar no diagnéstico e prognaostico de

pacientes com gliomas (Jin et al., 2016).

1.4.3. Proteina PCNA

A PCNA é uma proteina, membro da familia das ciclinas, tem estrutura
em forma de anel que envolve a molécula de DNA, agindo como uma estrutura
de ligacdo para a DNA polimerase e outras proteinas envolvidas nos processos
de replicacao e reparo do DNA (Bravo et al., 1987; Naryzhny e Lee, 2007; Maiti
et al., 2008). Demonstra importante papel em outros processos celulares, como
remodelamento da cromatina, coesdo de cromatides irmas e recrutamento de
proteinas responsaveis pelo reparo de danos ao DNA (Kannouche et al., 2004;
De Medina-Redondo e Meraldi, 2011). No ciclo celular, a proteina PCNA é
presente nas fases G1, S, G2 e M e, por causa de sua longa meia-vida (12h),
pode ser detectada imuno-histoquimicamente até mesmo em células que
acabaram de sair do ciclo celular (Garcia et al., 1989; Allegranza et al., 1991;

Kannouche et al., 2004; Mailand et al., 2013).

Estudos sugerem que a PCNA pode ser uma ferramenta diagnaostica util
para avaliar a malignidade e o prognostico de pacientes com gliomas (Tan et al.,
2003; Dai e Zhang, 2009), por estar intimamente associada a proliferacéo celular,
a superexpressado demonstra relagdo com GAG e pior prognoéstico (Zhu et al.,

2017). Lebelt et al. (2004) encontraram correlagao positiva entre o tamanho do
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tumor e a expressao imuno-histoquimica de PCNA em gliomas. Em estudo de
Chaloob et al. 2012), a PCNA mostrou correlacdo com Ki-67, idade e grau em

astrocitomas.

1.4.4. Proteina ciclina D1

A proteina ciclina D1 é codificada pelo gene CCND1 (gene encoding the
cyclin D1 protein), sendo este um dos genes mais amplificados nos cénceres
sélidos (Beroukhim et al., 2010). E a primeira ciclina a ser regulada por fatores de
crescimento durante a fase G1, age como um mediador intracelular de sinais
extracelulares que regulam a proliferacdo e tem um papel consistente na
regulacdo do ciclo celular através da ativacdo das quinases dependentes de
ciclina (CDK4 e CDK6) (Sherr e Roberts, 2004). Células tumorais com alta
expresséao de ciclina D1 apresentam elevadas taxas de proliferagéo, associadas

a uma menor necessidade de nutrientes (Body et al., 2017).

Além da funcdo oncogénica da ciclina D1, através do aumento da
proliferacdo, conforme sua distribuicdo subcelular (nuclear, citoplasma,
membrana mitocondrial externa) ela também pode regular a resposta ao dano no
DNA (Li et al.,, 2010; Jirawatnotai et al., 2011), duplicacdo e estabilidade
cromossOmica (Zeng et al., 2010; Casimiro et al., 2012), senescéncia (Brown et
al., 2012), fungéo mitocondrial (Sakamaki et al., 2006; Tchakarska et al., 2011) e
migracao (Neumeister etal., 2003; Li et al., 2006), ou seja, 0S principais processos
biologicos de iniciacdo e manutencao do cancer (Body et al., 2017).

A expresséao de ciclina D1 é proporcional ao aumento da malignidade em
gliomas (Zhang et al., 2005), sendo significativamente mais expressa em GAG

guando comparada com os GBG (Tan et al., 2004; Qu et al., 2014). A ciclina D1



39

apresenta correlagdo positiva com a PCNA em gliomas (Zhang et al., 2005).
Zhang et al. (2018), demonstraram que a superexpressdo do gene CCND1 em
gliomas malignos induz quimiorresisténcia, 0 que sugere que a inibicao deste
gene, e por consequéncia da proteina ciclina D1, pode ser um meio eficaz de

superar esta resisténcia.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Identificar o padréo de expressao imuno-histoquimica de XRCC2, XRCC3 e
XRCC4, Ki-67, p53, PCNA e ciclina D1 em gliomas e associar com variaveis

clinicas e patoldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar as variaveis: sexo, idade, grau histologico, sintomas, localizacéo,
tamanho do tumor, taxa de sobrevida livre de doencga e taxa de sobrevida global
e correlaciona-las entre si.

2) Avaliar a expressdo das proteinas envolvidas no reparo de DNA: XRCC2,
XRCC3 e XRCC4 através da técnica de imuno-histoquimica.

3) Avaliar a expresséo das proteinas envolvidas na proliferacéo celular: Ki-67,
p53, PCNA e ciclina D1 através da técnica de imuno-histoquimica

4) Relacionar a expressdo imuno-histoquimica das proteinas envolvidas no
reparo de DNA com as proteinas envolvidas na proliferacédo celular.

5) Associar os resultados obtidos com as variaveis: sexo, idade, grau histoldgico,
sintomas, localizagéo, tamanho do tumor, taxa de sobrevida livre de doenca e

taxa de sobrevida global.
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Abstract

Gliomas correspond to 80% of malignant tumors of the central nervous system. Despite
progress in characterizing the pathogenesis, these tumors remain incurable and, in most
cases, resistant to treatments. Studies suggest that the DNA damage repair system is
correlated with tumorigenesis and progression in gliomas. We evaluated the
immunohistochemical expression of the markers involved in DNA repair XRCC2,
XRCC3, and XRCC4 and the cell proliferation markers Ki-67, p53, PCNA, and cyclin
D1 and their relationship with clinical variables in gliomas. Thirty-nine patients were
included, with a mean age of 52+12.8 years, 59% men, and 82% of the cases were high-
grade gliomas (HGG). DNA repair proteins XRCC2 and XRCC3 were expressed in all
cases and XRCC4 in 97.4% of cases. Strong XRCC4 expression was correlated with
lower overall survival (p=0.009). PCNA expression showed a positive correlation with
that of XRCC3 (p=0.019). The predominance of expression of XRCC2, XRCC3, and
XRCC4, demonstrates that the repair pathways by homologous recombination and non-
homologous end-joining are activated in gliomas regardless of grade. The correlation
between PCNA expression and XRCC3 demonstrates that these proteins act in
consonance in the HR pathway in gliomas. XRCC4 is a potential predictor of overall

survival in patients with gliomas.

Keywords: gliomas, DNA repair, proliferation, immunohistochemistry
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1 Introduction

Gliomas are tumors that occur in the central nervous system (CNS), corresponding to
approximately 26% of primary brain tumors and 80% of malignant ones in adults
(Ostrom et al. 2018). Surgical resection is the main choice for the treatment of gliomas
of any grade, which may be followed by radiotherapy (RTX) and chemotherapy with
temozolomide (TMZ). Despite the advances, the prognosis remains unfavorable and the
rate of recurrence-regrowth is high, being approximately 70% for patients with low-
grade gliomas (grades | and 1) (LGG) and 90% for high-grade gliomas (grades |1l and

IV) (HGG) (McNeill 2016), in which the average survival is 14 months. Age is
considered the most significant risk factor for predicting the prognosis in patients with

gliomas (Ohgaki and Kleihues 2005).

The DNA repair system plays an important role in maintaining genomic stability,
besides having a critical role in tumor genesis and progression (Sousa et al. 2019). DNA
double-strand breaks (DSB) are highly damaging to the cell and are repaired through
homologous recombination (HR) or by non-homologous end joining (NHEJ) (Santivasi
and Xia 2013). Several studies associate polymorphisms in the genes involved in HR
(X-ray repair cross-complementing 2 (XRCC2), X-ray repair cross-complementing 3
(XRCC3)) and NHEJ (X-ray repair cross-complementing 4 (XRCC4)) with greater
susceptibility to develop gliomas (Custodio et al. 2012, Luo et al. 2013, Lin et al.
2014). Characterizing the behavior of proteins, products of these genes, in gliomas, may
represent a new option for the development of predictive biomarkers of tumorigenesis

and tumor recurrence-regrowth.

Proliferation is one of the fundamental characteristics of tumors (Hanahan and
Weinberg 2011). Tumor proliferative activity can be identified through altered

expression of cell cycle-related proteins such as Ki-67, p53, proliferating cell nuclear
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antigen (PCNA) and cyclin D1. Overexpression of these proteins in tumor cells makes
them useful biomarkers in the diagnosis and planning of therapy to be followed

(Jurikové et al. 2016).

This study aimed to evaluate the expression of proteins involved in DNA repair
XRCC2, XRCC3 and XRCC4 and proteins involved in cell proliferation Ki-67, p53,
PCNA and cyclin D1, through the IHC technique, and the possible relationships

between them with clinical and histological data in a series of gliomas.

2 Materials and methods

In this cross-sectional study, 39 patients, older than 18 years, without previous
treatments, underwent surgical resection by the same neurosurgeon. The informed
consent form was obtained from all patients, and the study was approved by the
Research Ethics Committee of ISCMPA (N°. 1.442.321) and UFCSPA (N°.1.500.599),

guaranteeing anonymity and conducting the research per the Helsinki Declaration.

The samples were included for convenience between the years 2016 and 2019. The
diagnosis of glioma was confirmed after analysis of the anatomopathological
examination, with all cases being reviewed by an experienced neuropathologist. The
hematoxylin and eosin technique was applied to determine the appropriate fragment for

IHC analysis.

Clinical data (age, sex, symptoms, tumor location, size, recurrence-regrowth, and death)
were obtained by reviewing medical records. Gliomas were classified according to
grade (I to 1V) according to the World Health Organization (WHO) (Louis et al. 2016).
The tumor location was obtained from radiological images (computed tomography or

magnetic resonance) and classified according to Larjavaara et al. (2007) in lobes
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(frontal, temporal, parietal and occipital) and other anatomical sites (ventricles,
cerebellum, brainstem, nuclei of the base and thalamus). The size was determined from
the largest axis (one-dimensional method) (Therasse et al. 2000). The extent of the
resection was characterized by the surgical description and the postoperative image and
classified as partial resection when there was tumor residue, and in total resection, in the
absence of tumor residue (Pino et al. 2018). Recurrence was considered tumor
appearance after total resection and regrowth as an increase in the residual tumor after
partial resection. Follow-up time was calculated from the date of surgery. The disease-
free survival rate was defined as the time between surgery and recurrence-regrowth or
the last follow-up and overall survival as the time relapsed between surgery and death or

the last follow-up.

2.1 Immunohistochemistry (IHC)

Tumor samples (n= 39) were fixed in 10% formalin for 24 hours and embedded in
paraffin. The blocks were sectioned at 4 um and placed on slides treated with
organosilane. Antigenic recovery was performed with tris-EDTA (pH= 9) for all
markers at 98°C for 40 minutes. Endogenous peroxidase activity was blocked using 5%
hydrogen peroxide in methanol. Blocking of non-specific proteins was performed with
BSA (Bovine Serum Albumin) at 1%. For the negative control, the primary antibody

was replaced by a saline solution.

To detect protein expression of DNA repair markers, the sections were incubated with
Invitrogen® antibodies for anti-XRCC2 (PA5-32643; 1:100), anti-XRCC3 (MA116545,
clone 10F1/6; 1:8) and anti-XRCC4 (PA5-22044; 1:30). Thyroid cancer, breast cancer,

and testis were used as positive controls, respectively.
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For the proliferation markers, the antibodies Dako® Ki-67 (M7240, clone MIB-1;
1:150), p53 (M7001, clone DO-7; 1:150) and cyclin D1 (M3635, clone SP4; 1:100) and
Chemicon® PCNA antibody (MAB424, clone PC10; 1:1000) were used. As a positive

control, lung cancer was used for p53 and tonsil for the others.

The incubation with the primary antibody was performed overnight at 4°C and that of
the secondary antibody (K4061, Dako® EnVision + Dual Link System + HRP) was
performed at room temperature for 40 minutes. The antigen-antibody complex was
visualized through the chromogen DAB (3,3-diaminobenzidine) (K3468, Dako®,
Liguid DAB+Substrate Chromogen System). Counterstaining was performed using

Harris' hematoxylin. The slides were finished and assembled with Entellan®.

For the analysis of the IHC marking, vascular components, inflammatory and necrotic
areas were excluded. All slides were evaluated by two independent observers, blinded to
clinical and histopathological data. In cases where disagreement occurred, a joint
analysis was established between the two observers to obtain consensus in the

evaluation.

The cytoplasmic marking of XRCC2 and XRCC3 was analyzed through the complete
scan of each slide and the product was considered as the result of the percentage of
marked cells (0= <10%; 1= 11-25%; 2= 26-50%; 3= 51-75%; 4=>75%) and the
intensity of staining (0= negative staining; 1= weak staining; 2= moderate staining; 3=
strong staining), the score ranging from 0 to 12 (Hu et al. 2013a). XRCC4 expression
was evaluated as the product between the percentage of positive nuclei (0= negative; 1=
<10%, 2= 11-50%, 3= 51-80%, 4=>80%) and the intensity of the staining (0= negative
staining, 1= weak staining, 2= moderate staining, 3= strong staining), the score ranging
from 0 to 12 (Shao et al. 2014). For XRCC2, XRCC3, and XRCC4 we considered the

score of 1-3 to be weak, 4-8 to moderate, and 9-12 to strong.
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For the proliferation markers Ki-67, p53, PCNA and cyclin D1, the marking
index was used, in which positivity was defined by counting tumor cells with
immunostained nuclei in relation to the totality of cells. Due to tumor characteristics
such as necrosis areas and vascular proliferation, we standardized the selection of five
hot spots for each case, these were photographed at 100X magnification, and at least

500 cells were counted, with the help of the ImageJ® software.

2.2 Statistical analysis

Quantitative variables were described as mean and standard deviation or median and
interquartile range (p25-p75), according to their distribution, according to the
Kolmogorov-Smirnov normality test. Qualitative variables were expressed through
frequency and percentage. The correlations between the quantitative variables were
verified by Spearman's correlation test and between the qualitative variables the Chi-
square test or Fisher's exact test were used. Comparisons between quantitative and
qualitative variables were assessed by Student's t-test or Mann-Whitney U test,
depending on the distribution. The disease-free survival time estimate and survival
graphs were generated using the Kaplan-Meier curves. Associations between clinical
and pathological characteristics with disease-free time were assessed using Cox
regression analysis with the respective Hazard Ratios (HR), with a 95% confidence
interval. The level of significance adopted was p <0.05. The analyzes were performed

with SPSS version 25.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, IL, USA).

3 Results

Thirty-nine patients were included in the study, with a mean age of 52+12.8 years

(range 18-70), with a higher frequency in males (59%). Regarding the grade, four
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patients had grade I glioma (10.2%), three grade Il (7.7%), six grade 11l (15.4%), and 26
grade IV (66.7%). The cases were dichotomized into low-grade gliomas (LGG) (grades
I and I1) and high-grade gliomas (HGG) (grades Il and V) for statistical analysis. The
most frequent subtypes were glioblastoma (66.7%), anaplastic oligodendroglioma
(12.8%), and pilocytic astrocytoma (7.7%). Regarding cell origin, the LGG were 5

astrocytic and 2 ependymal and the HGG were 27 astrocytic and 5 oligodendroglial.

The main symptoms presented at diagnosis were headache (48.7%), seizure (20.5%),
and limb paralysis (17.9%). Regarding location, 81.6% of the tumors were located in
the cerebral lobes (frontal 39.5%, parietal 21.1%, temporal 18.4% and occipital 2.6%),
while 18.4% in other anatomical regions (ventricles 8%, cerebellum 2.6%, brainstem
2.6%, nuclei of the base 2.6% and thalamus 2.6%). The mean tumor size was 4.4+1.6

cm, ranging from 0.8 to 7 cm, 23 tumors (59%) were <5 cm.

Regarding surgical resection, 31 patients (79.5%) underwent partial resection, 17
(54.8%) presented lesion regrowth with a median of 6.8 months (4.2-14), ranging from

2 to 22.4 months. Eight patients (20.5%) underwent total resection, three (37.5%)
presented recurrence with a mean of 11.3+3 months. After surgery, 23 patients
remained under observation, eight underwent radiation therapy, seven underwent

radiation and chemotherapy, and one patient received only chemotherapy.

Twenty-three patients (58.9%) died, 13 patients (56.5%) due to post-surgical
complications of the first surgery, with a median of 1.5 months (0.6-2.4), varying from
3 days to 3.1 months. The other ten patients (43.5%) presented lesion recurrence-
regrowth with a median of 6 months (4-7.5), ranging from 2.8 to 14 months and death

with a median of 9 months (7-14.5), ranging from 4.7 to 18.7 months. Table 1.
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The median follow-up of the sample was 7.1 months (1.5-14.5), the median recurrence-
regrowth free survival was 9.8 months (95% CI 3-16.5) and the overall survival 7.4
months (95% CI 2.6-12). According to the Kaplan-Meier curve, disease-free survival

was 70% in 6 months, 45.8% in 12 months, and 20.4% in 18 months. See Figure 1.

There was a higher frequency of partial resection in patients with HGG (90.3% vs 50%;
p = 0.022). HGG patients were, on average, 13 years older (54.3+11 vs 41.6+16; p=
0.015). Women had more HGG than men (93.8% vs 73.9%), but without a statistical
difference (p= 0.206). The tumors located in the lobes were HGG in 90.3% and other

anatomical regions 42.9%, with statistically significant difference (p=0.013).

Disease-free survival was related to age. The probability of recurrence-regrowth at any
time is approximately five times higher in the group >50 years (HR: 4.9; 95% CI: 1.3-
17.8; p=0.017). See Figure 2. There was no statistical significance between disease-free

survival and other clinical and histological data.

Considering the results of IHC, 100% of the cases were positive for XRCC2, 6 (15.4%)
with weak staining, 13 (33.3%) moderate and 20 (51.3%) strong; 100% for XRCC3, 6
(15.4%) with weak staining, 23 (59%) moderate and 10 (25.6%) strong; and 97.4% for
XRCC4, with 12 (31,6%) weak staining, 21 (55,3%) moderate and 5 (13,1%) strong.
We found no statistical significance between DNA repair markers when correlated with
each other. The distribution of DNA repair proteins marking concerning grades is

shown in Table 2.

There was no significant association between the expression of DNA repair proteins and
age, sex, grade, size, and location. There was a significant correlation between lower

overall survival and strong XRCC4 marking (p= 0.009). See Figure 3 and Table 3.
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There was no correlation between overall survival and the other clinical, histological

variables, XRCC2, and XRCC3.

All cases were positive for Ki-67 with a median of 20% (5%-40%), ranging from 1 to
60%. For p53, 82% of the cases showed positive marking, with a median of 16% (9.7%-
33.4%), ranging from 5 to 90%. There was a significant positive correlation between
p53 and Ki-67 (p= 0.026), showing that the expression of both is directly proportional.
Ki-67 and p53 marking showed no significant association with age, sex, size, location

and survival, other proliferation markers, and DNA repair markers.

PCNA was positive in 97.4% of the cases, with a median of 36.9% (24.3%-50.6%),
varying from 8 to 70%. Cyclin D1 was positive in 56.4% of the cases, with a median of
23.5% (16.5%-41.3%), ranging from 8 to 82. Patients' age showed a significant positive
correlation with PCNA (p = 0.045) and cyclin D1 (p= 0.016). There was a correlation
between the expression of PCNA and that of XRCC3 (p= 0.019). No statistically
significant association was found between the expression of PCNA and cyclin D1 and
the other clinical, histological, Ki-67, p53, XRCC2, and XRCC4 variables. The
distribution of the labeling of proteins involved in proliferation according to the tumor

grade is shown in Table 4.

4 Discussion

We evaluated a series of 39 gliomas, which were presented concerning the age of the
patients, a predominance of the male gender, and distribution of histological grades in

agreement with the literature (Ostrom et al. 2018, Mahzouni and Taheri 2019).

In our sample, 81.6% of the tumors were located in the lobes, a result similar to that

found by Larjavaara et al. (2007), in which 85.7% of the gliomas were in the same
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location. The anatomical distribution may suggest the tumor subtype, in addition to
influencing the choice of the surgical approach and the patient's prognosis (Larjavaara

et al. 2007).

The tumor size varied from 0.8 to 7 cm, with an average of 4.4 + 1.6 cm, similar to that
of Rasmussen et al. (2017), who found an average of 4.5 cm in a series of 1930 gliomas.
In our sample, 59% of the patients had tumors considered small (<5 cm), a result
according to that found by Rasmussen et al. (2017). Size is a factor to be considered for
the surgical approach, along with tumor location. However, the relationship between
size and tumor grade and survival was not significant in our sample, a result also found

by Wang et al. (2019).

We found a significant association between location and tumor grade, tumors located in
the lobes being HGG in 90.3% of the cases and other anatomical regions 42.9%. Studies
that evaluated HGG and LGG showed that the most frequent location of HGG is in the
brain lobes, while LGG is in areas such as the brainstem and cerebellum (Forst et al.

2014, Altieri et al. 2017).

In our study, age showed a significant difference concerning grade, patients with HGG
were, on average, 13 years older than patients with LGG. This data was also observed
by Deng et al. (2018), with an average of 15 years of difference between patients with
HGG and LGG. Changes related to the cell of origin, the brain microenvironment, the
accumulation of mutations and the reduction of immune surveillance are factors that
increase the incidence of gliomas, especially in patients >50 years (Cahill and Turcan

2018).

The median follow-up time in our study was 7.1 months, a data similar to that found by

Ochirjav et al. (2019) (8 months) and Law et al. (2008) (11 months) whose studies
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analyzed LGG and HGG. Twenty patients (51.3%) presented tumor recurrence-
regrowth, according to the findings by Andrade et al. (2015) and Fathallah-Shaykh et
al. (2019), which found rates of 41.4% and 60.7% in patients with gliomas. In our
sample, the occurrence of recurrence-regrowth was approximately 5 times higher in the
group >50 years, a result similar to that described in the studies by Ho et al. (2014) and
Bose et al. (2017). We found rates of 70% (6 months), 45.8% (12 months) and 20.4%
(18 months), higher in the first year, but similar at 18 months to those found by Bose et
al. (2017) 28.5% (6 months), 28% (12 months) and 19.5% (18 months) that analyzed

471 cases of gliomas.

The overall survival was 7.4 months (2.6-12), a result similar to that found by Stetson et
al. (2016) (9.4 months) and Bose et al. (2017) (11.5 months). During the follow-up
period, 23 patients (58.9%) died, according to what was found in the literature, which

shows 45.2% to 80.5% (Bose et al. 2017, Wang et al. 2019).

Genomic instability is present in tumorigenesis, but for the perpetuation of cancer cells
there should be no excessive damage, and, for this not to happen, there may be an
increase in the expression of specific DNA repair proteins and genes. This mechanism
explains why the proteins involved in the repair, especially those responsible for DSB,
are overexpressed in tumors, to make tumor cells genetically stable to remain alive and

proliferate (Sarasin and Kauffmann 2008).

All cases were positive for XRCC2, with 84.6% with moderate and strong marking. In
colorectal and thyroid cancer, marking occurs in 62% and 100% of cases (Zhang et al.
2017, Lutz et al. 2018). In our sample, we found no correlation between XRCC2 and
clinical variables, data also described by Lutz et al. (2018) and Zhang et al. (2017).

Overexpression of XRCC2 promotes proliferation and inhibits apoptosis in cell culture
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(Xu et al. 2014) and, in colorectal cancer, it increases metastatic capacity and correlates

with lower overall and disease-free survival (Zhang et al. 2017).

The XRCC3 marking was positive in all cases, with 84.6% with moderate and strong
marking. Studies have found 100% positivity in gastric and breast cancer, with 65% and
32% of strong marking (Hu et al. 2013a, Cheng et al. 2015). In our study, no correlation
was found between XRCC3 expression and clinical variables, the same findings
described by Hu et al. (2013a) in breast cancer. In gastric cancer, there was a correlation
with lower disease-free survival, which was not evidenced in our study (Cheng et al.

2015).

For XRCC4, 97.4% of the cases showed expression, 6.6% with moderate and strong
marking, which is compatible data with those found in glioblastomas and
hepatocarcinomas with expression in 100% of the cases, with the latter showing strong
marking in 57% (Sakata et al. 2001, Lu et al. 2017). The cases with strong XRCC4
marking showed a significant correlation with lower overall survival, a median of 30
days, being 7.4 months the median of the sample. The lowest overall survival related to
the IHC expression of XRCC4 has already been described in gastric, hepatocellular, and
breast cancer (Cheng et al. 2017, Lu et al. 2017, Wen et al. 2019). The association
between XRCC4 and lower overall survival in gliomas was also described by Lin et al.
(2014) when analyzing polymorphisms of this gene. XRCC4 expression was not
associated with any other variable, data also described in a study that evaluated patients

with prostate cancer (Shao et al. 2018).

In normal cells, proliferation and apoptosis are controlled by proteins that act on cell
cycle control. Changes in these proteins can lead to uncontrolled proliferation, an

important characteristic of tumor cells (Nguyen et al. 2000). In gliomas, proliferation
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can provide useful information about tumor progression and patient prognosis (Hu et al.

2013b).

In our study, Ki-67 was positive in all cases, 49% with marking >30%, similar to that of
Skjulsvik et al. (2014). There was a statistically significant difference between the
grades, the HGG with a median of 30 % and LGG of 2%, data very similar to those
found in other studies with gliomas, 19% vs 3% (Belghali et al. 2017) and 26% vs 1%
(Sharma et al. 2018). We found no correlation between Ki-67 expression and other
clinical variables, a result similar to the study by Chaloob et al. (2012) in which there
was no correlation with the sex of the patients and location of the tumors, but was
significantly associated with age. A meta-analysis concluded that Ki-67 overexpression
is correlated with worse disease-free survival and overall survival in patients with

gliomas (Chen et al. 2015), data not evidenced in our study.

The p53 protein was positive in 82% of the cases, 35% with >30% labeling, in
agreement with the results described by Liang et al. (2020) and Takami et al. (2015),
who found 75.6% and 100 % positivity in gliomas. We found a positive correlation
between p53 and tumor grade, HGG with a median of 14% and the LGG of 0%. This
difference was also found by Belghali et al. (2017) (15% vs 3%) and Sharma et al.
(2018) (48% vs 0.5%). Sharma et al. (2018) found an association between p53
expression and worse overall survival, data not evidenced in our study. There was a
significant positive correlation between the expression of Ki-67 and p53. This result

corroborates that found by Belghali et al. (2017) and Sharma et al. (2018) in gliomas.

PCNA was positive in 97.4% of cases, 59% with >30% marking, according to the
findings in gliomas by Chaloob et al. (2012) and Chen et al. (2013), in which all cases
were positive for PCNA. Our work showed a positive correlation between PCNA

expression and patient’s age, a result also found by Chaloob et al. (2012). We found no
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correlation between the expression of PCNA and the grade, a result evidenced by Chen

et al. (2013) in gliomas.

The cyclin D1 was expressed in 56.4% of cases, 23% with >30% marking, similar to
Mahzouni and Taheri (2019) which found 60% positivity. We found a positive
correlation between cyclin D1 and the age of the patients, also evidenced by Andrade et
al. (2015) in a series of gliomas. The expression of cyclin D1 was correlated with the
grade of gliomas (Andrade et al. 2015, Mahzouni and Taheri 2019), but this result was

not found in our study.

Our work is the first to show a correlation between PCNA and XRCC3 DNA repair
protein in gliomas through IHC. XRCC3 acts in the initial phase of HR, looking for
homology in the undamaged strand and promoting DNA synthesis, requiring the
presence of the PCNA protein, which acts as a hook for the DNA polymerase to bind
and produce the strand (Brenneman et al. 2002, Santivasi and Xia 2013, Jurikova et al.
2016). The correlation between PCNA expression and XRCC3 demonstrates that these

proteins act in concert on the HR pathway in gliomas.

In conclusion, the expression of XRCC2, XRCC3, and XRCC4 in almost all cases, with
a predominance of moderate and strong marking, demonstrates that the repair pathways
by HR and NHEJ are activated in gliomas regardless of grade. The correlation between
PCNA and XRCC3 expression indicates that these proteins act in consonance on the HR
pathway in gliomas. Considering that the overexpression of XRCC4 showed a
significant correlation with lower overall survival, the IHC analysis of this marker may
contribute to the follow-up and therapeutic management of patients with gliomas. As a
limitation of the study, the authors point out the difficulty of obtaining a numerically

more significant sample, which prevented multivariate statistical analysis.
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Table 1. Clinical characteristics of the patients (n=39)

Age (years) 52+12.8
Males 23 (59%)
Grades

| 4 (10.2%)

T 3 (7.7%)

" 6 (15.4%)

vV 26 (66.7%)
Location*

Lobes 31 (81.6%)

Other anatomical locations 7 (18.4%)
Tumor size (cm) 4.4 +1.6
Resection

Partial 31 (79.5%)

Total 8 (20.5%)
Death 23 (58.9%)

Values are expressed as mean+SD and n (%). * We had no information about the tumor

location of one patient.



Table 2. Distribution of DNA repair protein marking according to tumor grade
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HGG (n=32) LGG (n=7) p-value
XRCC2 Staining
Weak 4 (12.5%) 2 (28.6%)
Moderate 12 (37.5%) 1 (14.3%) 0.377
Strong 16 (50%) 4 (57.1%)
XRCC3 Staining
Weak 5 (15.6%) 1 (14.3%)
Moderate 18 (56.3%) 5 (71.4%) 0.719
Strong 9 (28.1%) 1(14.3%)
XRCC4 Staining
Negative 1(14.3%)
Weak 11 (34.4%) 1(14.3%) 0,079
Moderate 16 (50%) 5 (71.4%)
Strong 5 (15.6%)

HGG: high-grade glioma; LGG: low-grade glioma; XRCC2: X-ray repair cros
complementing 2; XRCC3: X-ray repair cross complementing 3; XRCC4: X-ray repai

cross complementing 4; Chi-Square test.

Table 3. Clinical and histological characteristics of patients with gliomas who had

strong XRCC4 staining

Patient Sex Age Grade Size (cm) Location

Ki-67 p53 PCNA cyclin D1

1 F 45 3 6.3 Frontal 4% 0% 20% 0%
2 F 57 4 0.8 Thalamus 40% 90% 56% 12%
3 F 51 3 3.3 Frontal 3% 0% 18% 0%
4 F 50 4 4.6 Temporal 40% 9% 26% 2%
5 M 65 4 3.7 Frontal 50% 25% 28% 3%

F: female; M: male Ki-67: protein Ki-67; p53: protein 53; PCNA: Proliferating Cell
Nuclear Antigen; cyclin D1: protein cyclin D1.
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Table 4. Distribution of labeling of proteins involved in proliferation according to
tumor grade

HGG (n=32) LGG (n=7) p-value
Ki-67 30% (15%-40%) 2% (1%-4%) <0.0001*
p53 14% (8%-33.8%) 0% (0%-18%) 0.011*
PCNA 37% (24%-51%)  33% (24%-50%) 0.816
ciclina D1 13% (0%-31.8%) 0% (0%-22%) 0.554

Values are expressed as median (interquartile range 25% -75%); HGG: high-grade
glioma; LGG: low-grade glioma; Ki-67: protein Ki-67; p53: protein 53; PCNA:
Proliferating Cell Nuclear Antigen; cyclin D1: protein cyclin D1. *: p<0.05; Chi-
Square test.

Figure captions

Figure 1. Kaplan-Meier curves showing overall survival and progression free survival

in patients with gliomas.
Figure 2. Kaplan-Meier curve showing progression free survival according to age.

Figure 3. Kaplan-Meier curve showing overall survival according to XRCC2, XRCC,

and XRCC4 protein expression.
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5. CONCLUSOES

Este estudo é proveniente do projeto intitulado “Analise de polimorfismos
e expressao de marcadores associados ao reparo de DNA em gliomas” aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFCSPA (Parecer N° 1.500.599) e
da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA) (Parecer

N 1.442.321).

Em nossa série, a idade mostrou-se um fator de risco significativo no
progndstico, pacientes com >50 anos apresentavam risco cinco vezes maior de
recrescimento/recidiva em qualquer tempo. Os pacientes com GAG
apresentaram-se 13 anos mais velhos ao diagndstico e foram submetidos mais
frequentemente a resseccdo parcial. Em relacdo a localizagdo, 90,3% dos
tumores localizados nos lobos eram GAG.

As proteinas de proliferacao Ki-67 e p53 mostraram correlacdo positiva
com o grau tumoral e entre si. A PCNA e ciclina D1 mostraram correlacao positiva
com a idade dos pacientes.

Nosso estudo € o primeiro a caracterizar a expressao dos marcadores de
reparo de DNA XRCC2, XRCC3 e XRCC4 em gliomas através da técnica de
IHQ. A grande maioria dos casos foram positivos, com predominancia da
marcacdo moderada e forte, demonstrando que as vias de reparo por HR e por
NHEJ estéo ativadas em gliomas e isso independe do grau tumoral.

Encontramos correlagéo positiva significativa entre a expressao de PCNA
e XRCC3, demonstrando que essas proteinas agem em consonancia na via HR

em gliomas.
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Considerando que a superexpressdo de XRCC4 apresentou correlagao
significativa com a menor sobrevida global, a analise IHQ desse marcador pode
contribuir para o acompanhamento e manejo terapéutico dos pacientes com

gliomas.
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6. APENDICES

6.1 JUSTIFICATIVA PARA TAMANHO DA AMOSTRA

O projeto de estudo proposto e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UFCSPA (Parecer N° 1.500.599) e da Irmandade Santa Casa
de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA) (Parecer N° 1.442.321) abordava,
além da analise IHQ dos marcadores, a identificagdo de polimorfismos em
pacientes com gliomas e em pacientes controle normais. Calculou-se uma
amostra aproximada de 100 pacientes devido a necessidade de um ‘n’ minimo
para a comparacéo fidedigna em relagdo aos polimorfismos. Devido a questdes
orcamentérias, ndo foi possivel realizamos o estudo dos polimorfismos.
Outrossim, realizamos a analise IHQ dos marcadores. Deste modo adotamos a
amostragem por conveniéncia, resultando em 39 gliomas operados no periodo

2016 a 2019, pelo mesmo neurocirurgido no Hospital Sdo José da ISCMPA.
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6.2 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Para o estudo imuno-histoquimico, o material obtido da resseccao cirargica foi
fixado com formalina tamponada a 10% e incluido em parafina. Sec¢cdes com
espessura de 4 pm foram colocadas em laminas de vidro previamente
preparadas com organosilano. Os cortes foram submetidos a técnica de imuno-
histoquimica para avaliacdo da expressdo das proteinas Ki-67, p53, PCNA,

ciclina D1, XRCC2, XRCC3 E XRCC4.

Tabela 2. Anticorpos utilizados na técnica de imuno-histoquimica

Anticorpo Marca Referéncia Diluicdo Controle positivo
Anti-XRCC2 ~ \VI0gen 5 ag 39643 1:100 Cancer de tireoide
antibodies ®
. Invitrogen MA116545, ] «
Anti-XRCC3 antibodies ®  clone 10E1/6 1:8 Cancer de mama
Anti-XRCC4 ~ \VIOgen  — pag 50044 1:30 Testiculo
antibodies ®
o Dako M7240, clone ] .
Anti-Ki-67 antibodies ® MIB-1 1:150 Tonsila
. Dako M7001, clone ) A ~
Anti-p53 antibodies ® DO-7 1:150 Cancer de pulméao
: Chemicon MAB424, ) .
Anti-PCNA antibodies ®  clone PC10 1:1000 Tonsila
o Dako M3635, clone ) .
Anti-ciclina D1 antibodies ® SP4 1:100 Tonsila

Protocolo para execucao da técnica de IH

e Desparafinizagao

1. Desparafinar as laminas na estufa a 70°C por 30 minutos.

2. Submergir as laminas em xilol 1x por 10 minutos e 1x por 5 minutos.

3. Hidratacdo com concentracdes decrescentes de etanol em 4 banhos deixando

5 minutos no ultimo banho.

4. Lavar em agua destilada.
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e Recuperagao antigénica

1. Colocar as laminas em solucéo de tris-EDTA com pH=9,0 aquecido em banho-
maria a 95°C por 40 minutos.

2. Resfriamento das laminas na solucéo de tris-EDTA em temperatura ambiente
por 20 minutos.

3. Lavagem 1x em agua destilada.

4. Lavagem 1x em PBS Triton 0,05%.

e Inativagdo da peroxidase enddgena

1. Incubar com H202 30 volumes 5% em metanol (trés lavagens de 10 minutos
cada em temperatura ambiente protegido da luz).

2. Lavar em agua destilada.

3. Lavar 3x em PBS Triton 0,05% por 5 min com agitacao.

e Bloqueio das ligagdes inespecificas

1. Incubar com solucéo de BSA 1% diluida em PBS por 1 hora em temperatura
ambiente.

e Aplicacao dos anticorpos

1. Secar a lamina em volta do tecido e delimitd-lo com caneta hidrofébica
PapPen®.

1. Aplicar quantidade de anticorpo primario diluido necessaria para cobrir o corte
histoldgico.

2. Deixar 40 min a 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, colocar a 4°C
(na geladeira) overnight.

3. No dia seguinte, lavar em PBS 3x com agitagao por 5 min.

4. Incubar com anticorpo secundario por 40min a temperatura ambiente.

5. Lavar em PBS 3x com agitagdo por 5 min.
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6. Secar a lamina em volta do tecido e delimita-lo com canela hidrofobica
PapPen®.

7. Aplicar cromogeno DAB e deixar atuar por 5 minutos.

8. Lavar 2x em 4gua destilada.

9. Contra-corar em hematoxilina de Harris por 10 segundos e colocar em agua
corrente por 5 min. até clarificar a agua.

10. Passar nos alcoois em concentragdes crescentes para desidratar. Deixar

5 min no ultimo &lcool.

11. Passar em xilol 2x por 5 min.

12. Montar lamina com Entellan®.

Analise dos resultados

Todas as laminas foram avaliadas por dois observadores independentes,
cegados para os dados clinicos e histopatoldgicos. Nos casos em que ocorreu
discordancia, foi estabelecida uma analise conjunta entre os dois observadores
para obtencdo de consenso na avaliacdo. Para a analise da marcacao imuno-
histoquimica, componentes vasculares, éareas inflamatoérias, necroticas,
degeneradas foram excluidas.

A marcacao citoplasmatica de XRCC2 e XRCC3 foi analisada através da
varredura completa de cada lamina e foi considerado como resultado o produto
entre a porcentagem de células marcadas (sendo 0= £10%; 1= 11-25%; 2= 26-
50%; 3= 51-75%; 4= >75%) e a intensidade da coloracdo (0=sem marcacao;
l=marcacdo fraca; 2=marcacdo moderada; 3=marcacao forte), o escore
variando de 0 a 12 (Hu et al., 2013). A expressao de XRCC4 foi avaliada como

0 produto entre a porcentagem de nucleos positivos (sendo 0= negativo; 1=



91

<10%, 2= 11-50%, 3= 51-80%, 4=>80%) e a intensidade da coloracao (0=sem
marcacgdo, l=marcacao fraca, 2=marcacdo moderada, 3=marcacao forte), o
escore variando de 0 a 12 (Shao e cols., 2014). Para XRCC2, XRCC3 e XRCC4
consideramos o escore de 1-3 como marcacgao fraca, de 4-8 marcacao moderada
e de 9-12 marcagéo forte.

Para os marcadores de proliferagcdo Ki-67, p53, PCNA e ciclina D1
utilizamos o labeling index, em que a positividade foi definida pela contagem das
células tumorais com nucleos imunomarcados em relacdo ao total de células.
Foram selecionados e fotografados 5 hot spots de cada caso para cada
marcador, em aumento de 100X e contadas pelo menos 500 células, com o

auxilio do software ImageJ®.

Referéncias:

Hu J, Wang N, Wang YJ. XRCC3 and RAD51 Expression Are Associated with
Clinical Factors in Breast Cancer. PLoS One. 2013;8(8):e72104. DOI:
10.1371/journal.pone.0072104

Shao N, Li J, Xu B, Wang Y, Lu X, Feng N. Role of the functional variant
(2652T>G) in the XRCC4 promoter in prostate cancer. Mol Biol Rep.
2014;41:7463-70. DOI: 10.1007/s11033-014-3636-1
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Figura 5. Marcacdo imuno-histoquimica dos marcadores de proliferacdo em

gliomas: a) Ki-67; b) p53; ¢) PCNA; d) ciclina D1. Aumento 40X.
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Figura 6. Marcacao imuno-histoquimica de XRCC2 em gliomas: a) marcacao

fraca; b) marcacdo moderada; c) marcacéo forte. Aumento 40X.
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Figura 7. Marcagéo imuno-histoquimica de XRCC3 em gliomas: a) marcacao

fraca; b) marcacdo moderada; c) marcacéao forte. Aumento 40X.

Figura 8. Marcacdo imuno-histoquimica de XRCC4 em gliomas: a) marcagao
negativa; b) marcacdo fraca; c) marcagdo moderada; d) marcacdo forte.

Aumento 40X.
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6.4 TRABALHOS PRODUZIDOS DURANTE O PERIODO DO DOUTORADO

(2016-2020).

Projeto:

e Relacdo entre o padrdo de granulacdo tecidual nos adenomas
hipofisarios, gigantes ou ndo, com caracteristicas clinicas, hormonais,
tumorais e biomarcadores. (Aprovado pelo CEP ISCMPA 3.209.682)

Artigos:

e Ongaratti BR, Haag T, D'Avila MF, Trott G, Ferreira NP, Rech CGSL,
Pereira-Lima JFS, da Costa Oliveira M. Gene and protein expression of
E-cadherin and NCAM markers in non-functioning pituitary adenomas.
Ann Diagn Pathol. 2019 Feb;38:59-61. DOIl:

10.1016/j.anndiagpath.2018.10.003

Ann Diagn Pathol. 2019 Feb;38:59-61. doi: 101016/ anndiagpath.2015.10.003. Epub 2013 Oct 9.

Gene and protein expression of E-cadherin and NCAM markers in non-functioning pituitary
adenomas.

Ongaratti BR', Haag T2, D'Avila MF2, Trott G2, Ferrsira NP Rech CGSL®, Pereira-Lima JFS*, da Costa Oliveira M*.

# Author information

Abstract

Non-functioning pituitary adenomas (NFPA) are classified as benign tumors of slow growth, but 40% of them present local invasion, a
characteristic of behavior still unpredictable with the use of current tumor markers. This work aims to evaluate the tissue markers E-cadherin
and NCAM, which act on cell adhesion, in tumor tissue samples of NFPA and its relationship with the degree of local invasiveness. Gene
expression of E-cadherin (CDH1) and NCAM (NCAM1) was assessed by real-time PCR and tissue expression by immunohistochemistry.
Fifty-three patients with macroadenomas were submitted to transsphenoidal surgery, presented grade Il invasive adenomas in 16 cases
(30.2%), grade 11 in 7 (13.2%) and grade IV in 30 (56.6%). In the immunohistochemistry, one case was negative for E-cadnerin, 7 showed
weak immunostaining, 17 moderate and 28 strong, whereas for NCAM, 5 showed negative, 28 weakly, 14 moderate and 6 strong. Regarding
gene expression, 43.3% showed expression for CDH1 (mean of 2.12) and 50% for NCAM1 {(mean of 1.86). There was no significant
correlation between the immunohistochemical expression of the markers, as well as the gene expression, the degree of invasiveness and
clinical data. The results suggest that E-cadherin and NCAM markers are not directly related to the invasiveness in NFPA,

Copyright @ 2018. Published by Elsevier Inc.

KEYWORDS: E-cadherin; NCAM; Non-functioning pituitary adenomas

PMID: 30419428 DOl 10.1016/j. anndiagpath.2018.10.003
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e Zeni D, Rissetti G, Ongaratti B, Pereira-Lima JF, Rech CGSL, Oliveira
MDC. Evaluation of treatment of central hypothyroidism versus primary
hypothyroidism in relation to levothyroxine replacement dose. Endocr

Pract. 2019 Jul;25(7):663-668. DOI: 10.4158/EP-2018-0533

Endocr Pract. 2019 Jul25(7):663-668. doi: 10.4158/EP-2018-0233. Epub 2018 Mar 13.

EVALUATION OF TREATMENT OF CENTRAL HYPOTHYROQIDISM VERSUS PRIMARY
HYPOTHYROIDISM IN RELATION TO LEVOTHYROXINE REPLACEMENT DOSE.

Zeni D, Rissetti G, Ongaratti B, Pereira-Lima JF, Rech CGSL, Oliveira MDC.

Abstract

Objective: The aim of this study was to evaluate levothyroxine (LT4) replacement daily doses in patients with central hypothyroidism (CeH)
and compare them with those adequate for patients with primary hypothyroidism (P-HYPO). Methods: We included 53 patients with CeH and
57 with P-HYPO, matched by sex, age, weight, and body mass index. in the period of 1 year. At the time of inclusion, all presented a stable
and adequate dose of LT4 for at least 3 months, considering as adequate the dose associated with normal thyroid-stimulating hormone (TSH)
levels and free thyroxine (T4) in P-HYPO patients, and free T4 levels in CeH patients. Results: The absolute daily dose of LT4 differed
significantly between the two groups, 103.0 £ 27.1 ug (CeH) and §9.3 £ 32.0 pg (P-HYPQ) (P = .017), even after adjustment for age, gender,
and free T4 (P = .04). The LT4 dose adjusted to weight was also higher after adjustment for age. gender and free T4 (P = .04), with an
average of 1.3 + 0.4 pg/kg (CeH) and 1.2 £ 0.4 pg/kg (P-HYPO). Sheehan syndrome patients had a lower absolute daily dose of LT4 (P =
.001), and patients who underwent pituitary radiotherapy required higher doses (P = .008). There was no difference in the daily dose of LT4
according to other pituitary hormone deficiencies. Genclusion: The results reinforce the relevance of a careful individualization of LT4
replacement in CeH management and the need for new markers for proper LT4 replacement therapy in such cases. Abbreviations: BMI =
body mass index; CeH = central hypothyroidism; GH = growth hormone; LT4 = levothyroxing; P-HYPO = primary hypothyroidism; T3 =
triicdothyronine; T4 = thyroxine; TSH = thyroid-stimulating hormone.

PMID: 30865544 DOL 10.4158/EP-2018-0533
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e Trott G, Ongaratti BR, de Oliveira Silva CB, Abech GD, Haag T, Rech
CGSL, Ferreira NP, da Costa Oliveira M, Pereira-Lima JFS. PTTG
overexpression in non-functioning pituitary adenomas: Correlation with
invasiveness, female gender and younger age. Ann Diagn Pathol. 2019

Aug;41:83-89. DOI: 10.1016/j.anndiagpath.2019.04.016

Ann Diagn Pathol 2019 Aug;41:83-8%. doi: 10.1016/j anndiagpath 2019.04.016. Epub 2019 May 2.

PTTG overexpression in non-functioning pituitary adenomas: Correlation with invasiveness,
female gender and younger age.

Trott @', Ongaratti BR?, de Oliveira Silva CB2, Abech GD®, Haag T°, Rech CGSL® Ferreira NP®, da Costa Oliveira M, Pereira-Lima JFSZ.

# Author information

Abstract
BACKGROUND: Non-functioning pituitary adenomas (NFPA) are prevalent pituitary neoplasms. Because they do not present with hormonal
hypersecretion, there is no marker that indicates regrowth or recurrence, as in other adenomas.

OBJECTIVES: Evaluate the immunohistochemical expression of PTTG, CD105 and Ki-67 and their relationships with age, gender,
invasiveness, hormonal expression and regrowth or recurrence in the follow-up of NFPA operated and not submitted to radiotherapy.

METHODS: IncCluded 56 patients submitted to transsphenoidal surgery. Clinical data were obtained from medical records. The invasion
degree was obtained by Hardy's classification.

RESULTS: Mean age 55+ 13.6 years, 62.5% men and 68% invasive. Lesion persistence was present in 62.2% and regrowth in 35.7%. The
recurrence-free survival rate was 94.5%, 75.4% and 69.1% (1, 2 and 3 years). No patient presented recurrence. The PTTG was positive in
55.3%, with statistically significant relationship with invasiveness, age and female gender, without relation fo regrowth. The microvascular
density showed statistically significant relationship with male gender, negative correlation with PTTG (r=-0.434. p=0.001). and no relation
with invasiveness and regrowth. The Ki-67 showed statistically significant relationship with age, tendency towards regrowth (p=0.054) and
with no relation to invasiveness.

CONCLUSIONS: It is suggested that PTTG can be used as a prognostic marker in NFPA.

Copyright @ 2019 Elsevier Inc. All rights reserved.

KEYWORDS: CD105 antigen; Immunchistochemistry; Ki-67 anfigen; Microvascular density; Mon-functioning pituitary adenomas; PTTG protein

PMID: 31154064 DO 10,1016/ anndiagpath.2019.04 016
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e de Azevedo Oliveira B, Araujo B, Dos Santos TM, Ongaratti BR, Rech
CGSL, Ferreira NP, Pereira-Lima JFS, da Costa Oliveira M. The
acromegalic spine: fractures, deformities and spinopelvic balance.

Pituitary. 2019 Dec;22(6):601-606. DOI: 10.1007/s11102-019-00991-7.

Pituitary. 2019 Dec;22(6):601-608. doi- 10.1007/511102-018-00991-7.

The acromegalic spine: fractures, deformities and spinopelvic balance.
de Azevedo Oliveira B', Araujo B2, Dos Santos TM?, Ongaratti BR', Rech CGSL?, Ferreira NP2, Pereira-Lima JFS"-2, da Costa Oliveira M.
# Author information

Abstract
INTRODUCTION: Axial skeleton arthropathy and osteoporotic vertebral fractures are common findings in acromegalic patients and can result
in severe spinal deformity.

OBJECTIVE: To investigate the presence of spinal fractures and deformities, sagittal imbalances, and spinopelvic compensatory mechanisms
in acromegalics.

PATIENTS AND METHODS: 58 patients with acromegaly from a referral neuroendocrinology center were prospectively evaluated by
panoramic spine radiographs to detect the presence of fractures and scoliosis, to measure thoracic kyphosis, lumbar lordosis (LL), pelvic
incidence (PI), pelvic tilt (PT) and sagittal vertical axis (S\VA). Sagittal imbalance criteria were considered: thoracic kyphosis = 50°, PI-LL > 107,
PT =207 and SVA = 5 cm. Their medical records were analyzed for clinical and laboratorial data.

RESULTS: The prevalence of fractures was 13.8%, predominantly in the thoracic spine, with mild and anterior wedge compressions. Scoliosis
was present in 34.5% of the cases, all with degenerative lumbar curve apex. Thoracic kyphosis = 50° occurred in 36.8% of patients, PI-LL =
107 in 48.3%, PT =20%in 41.4% and SVA=5cmin 12.1%.

CONCLUSION: Increased number of vertebral fractures and high prevalence of spinal deformities related to sagittal imbalance were detected,
indicating the importance of monitoring bone comorbidities in acromegaly, with radiological evaluation of the spine as part of the follow up.

KEYWORDS: Acromegaly; Osteoporotic fractures; Sagittal balance kyphosis; Spinal column

PMID: 31336014  DOI: 10.1007/511102-018-00991-7
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e Oliveira MC, Barea LM, Horn APK, Ongaratti BR, Soares JOD, Araujo B,
Santos TM, Rech CL, Pereira-Lima JFS. Resolution of headache after
reduction of prolactin levels in hyperprolactinemic patients. Arq

Neuropsiquiatr. 2020 jan;1:1-6. DOI: 10.1590/0004-282X20190143

https:fdoi.ceg 101500/ 0004 - 28220190143

Resolution of headache after reduction of
prolactin levels in hyperprolactinemic patients

Resolucao de cefaleia apés reducdo dos niveis de prolactina em pacientes com
hiperprolactinemia
Miriarn da Costo OLIVEIRA™, Liselotte Menke BAREAS, Andreio Peres Klein HORN?, Barbara Roberto

ONGARATTI", José Otdvio Dworzeki S0OARES?, Bruna ARAUUJCF, Taing Mafolda dos SANTOS?,
Caoroling Ledes RECH?, Julio Fernanda Semmelmann PEREIRA-LIMA™

ABSTRACT

Prolactin (PRL) secreting sdenomas are associated with high incidence of headache The role of hyperprolactinemia in the headache context iz
not clear, nor is the effect of its treatment on headache. Methods: The present longitudinal study evaluated hyperprolactinemic patients (B3],
in terms of presence and characteristics of headache before and after hyperprolactinemia trestment. Results: Headache was reported by £5
(65.7%) patients, independent of the etiology of hyperprolactinemia. The migraine phenotype was the most prevalent (B6.6%). Medications
used in the treatment of headache not changed during the study. The first line of treatment of hyperprolactinemia was dopaminergic agonists.
In the last resvaluation, PRL level under treatment was within the reference range in 54.7% of the cases, and it was obsersed complets ar
partial resolution of the headache in 75% of the cases. The median PRL at this time in patients with complete headache resolution was
17 ngfmL, in those who reported partial recovery was 21 ng/mL, and in those in whom the headache did not change was 66 ng/mL, with a
significant difference between the group with complete headache resolution va. the group with unchanged headache (p=0.022). In the cases
with complete headache resolution, the median fall on PRL levels was 88% and in those cases with partial headache resolution BE%, both
significantly different (p<0.001) from the fall in the cases with an unchanged headache. Conclusion: Data sllow us to conclude that, in this
saries, in the majority of cases the reduction in the level of PRL was followedd by cessation or relief of the pain.

Keywords: headache; pituitary sdenomas; prolacting hyperprolactinemia; dopaminergic agonist.
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e Rech CGSL, Ongaratti BR, Trott G, Silva CBO, Santos TM, Ferreira NP,
Pereira-Lima JFS, Oliveira MC. Adenomas de hipdfise clinicamente ndo
funcionantes: expressdo ¢génica e proteica de marcadores de
invasividade. In: 19° SINE - Simpésio Internacional de
Neuroendocrinologia, 2018, Sdo Paulo. Archives of Endocrinology and

Metabolism, 2018. v. 62. p. S19-S19.

519 |Trc|b-a|hos Cientificos

049 ADENOMAS DE HIPOFISE CLINICAMENTE NAO FUNCIONANTES: EXPRESSAO GENICA E PROTEICA
DE MARCADORES DE INVASIVIDADE
Ledies Rech CGS', Ongaratii B, Trott G', Silva CBO', Santos TM', Ferreira NP', Pereira-Lima JFS', Oliveira MC?

'Centmo de Neuroendocrinologia da Sanfa Casa de Porto Alegre da Universidade Federal de Cigncias da Salde de Porto Alegre (UFCSPA):
Programa da Pés-Graduagao em Patologia da UFCSPA

Fundamentos: Os adenomas hipofisirios clinicamente nio funcionantes (AHNF) representam 30% a 35% dos adenomas
hipofisirios. Embora sejam classificados como tumores benignos de crescimento lento, 40% apresentam caracteristicas de in-
vasio local. Hi necessidade de estudos em espécimes cirirgicos para ajudar a esclarecer o comportamento desses tipos de
tumores. Objetivos: Este trabalho tem como objetivo avaliar os marcadores teciduais E-caderina ¢ NCAM em AHNF ¢ sua
relagio com o grau de invasividade local. Pacientes € métodos: Trata-se de um estudo transversal prospectivo realizado com
pacientes submetidos i cirurgia transesfenoidal no periodo de 2007 a 2014 por um mesmo cirurgido (NPF). Apos a cirur-
gia, as amostras tumorais foram acondicionadas em nitrogénio liquido e estocadas em biofreczer 2 -80 °C para avaliagio da
expressdo génica da E-caderina (CDH-1) e do NCAM (NCAMI) por meio da técnica de PCR em tempo real. Foi realizada
a revisio dos prontudrios para a coleta dos dados clinicos. A amostra tumoral foi fixada em formalina e incluida em parafina
para avaliagio imunoistoquimica da E-caderina ¢ NCAM. Resultados: Foram avaliados 53 pacientes, 33 homens (62,3%),
com média de idade de 55,8 + 13,3 anos, variando de 24 a 79 anos. Em relagio ao grau de invasividade, 16 casos eram de
grau IT (30,2%), 7 de grau 111 (13,2%) ¢ 30 de grau IV (56,6%), sendo todos macroadenomas. Em relagio 3 imunoistoqui-
mica, somente 1 (1,9%) caso foi negativo para E-caderina e 52 (98,1%) foram positivos, sendo 7 marcagio fraca, 17 mode-
rada ¢ 28 forte. Para NCAM, 5 (9,4%) mostraram marcagio negativa ¢ 48 (90,6%), positiva, sendo 28 fraca, 14 moderada e
6 forte. Nio houve correlagio significativa entre a expressio imunoistoquimica dos marcadores, o gran de invasividade e os
dados clinicos. Em relagio 3 expressio génica para CDHI, 30 amostras foram testadas; 43,3% mostraram expressio média
de 2,12 (variando de 1,0 a 84,2). Para o NCAMI, 32 amostras foram testadas; 50% mostraram expressio génica, com média
de 1,86 (variando de 1,2 a 10,7). Nao houve correlagio entre a expressio génica, o grau de invasividade e os dados clinicos.
Conclusio: A auséncia de correlagio entre o grau de invasividade, os dados clinicos e os marcadores E-caderina e NCAM,
HNLD COM 2 eXpressio proteica quanto com a génica, sugerem que esses marcadores nio estio associados diretamente com a
invasividade em AHNF.
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Differentiated Thyroid Cancer in Acromegaly: Evolution in 4 Cases

Miriam C. Oliveira'?, Taini M. Santos’, Bruna Araujo®, Barbara R. Ongaratti’, Bruno A. Oliveira’®, Carolina 5.L. Rech’, Lima
JFS Pereira'?

!Centro de Neuroendocrinologia da Santa Casa de Misericirdia de Porto Alegre, RS, Brasil; * Programa de Pis-Graduagio em Patologia da
Universidade Federal de Ciéncias da Saiide de Poreo Alegre, RS, Brasil; *Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre, RS,
Brasil

Introduction: Despite controlled studies, national registries and meta-analyzes, the relationship between acromegaly and cancer,
which is continually revisited, remains controversial. In recent review, the standardized incidence ratio (SIR) ranged from 0.75 to
3.4 (Boguszewski and Ayuk, 2016). Objective: To report 4 cases of thyroid cancer diagnosed in acromegalic patients. Methods: The
medical records of 79 acromegalic patients followed in a university-affiliated Center of Neuroendocrinology of southern Brazil, between
2013 and 2018, were reviewed. Of these, 13 cases were excluded because they had a follow-up of less than 1 year after the diagnosis
of acromegaly. Four patients with thyroid cancer were diagnosed in this series, and consented to the publication of their data. Case
Reports: Case 1: Female, diagnosis of acromegaly at age 60, with follicular variant of papillary microcarcinoma in 3 thyroid nodules, in
two of them invading the capsule without overcoming it. Case 2: Female, diagnosis at age 49, papillary carcinoma with involvement
of lymph nodes and pulmonary metastases. Case 3: Female, diagnosis at age 53, papillary carcinoma with invasion of perithyroid
tissue. Case 4: Male, diagnosis at age 47, papillary carcinoma with lymph node metastases. In the last evaluation, the cervical lesion
persisted only in the male patient, with no signs of disease in the other cases. Conclusion: In this report, the number of cases of thyroid
cancer in relation to the total sample (4/66, 6%) is similar to that of other published series, and limited to differentiated carcinomas,
with thyroid disease progression following the usual pattern. However, the findings reinforce the indication of continuous attention
to the examination of the cervical region in acromegalic patients and ultrasound complementation according to the findings. This
recommendation is especially valid in young patients with a family history of cancer, which are independent risk factors.

The authors have no relevant relationships to report.
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Giant Prolactinomas: Characteristics in Presentation and Evolution

Miriam C. Oliveira'?, Bruna Araujo’, Taind M. Santos®, Bérbara Ongaratti?, Carolina S.L. Rech’, Nelson P. Ferreira', Julia F.S. Pereira Lima'?
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Universidade Federal de Ciéncias da Saiide de Porto Alegre, RS, Brasil; *Universidade Federal de Ciéncias da Saide de Porto Alegre, RS, Brasil

Introduction: Among prolactinomas, 16% are characterized as giants, defined as those with =4cm on the largest axis, in association with a
Prolactin (PRL) value greater than 1000 ng/mL. Objective: To report the presentation/evolution of individuals with giant prolactinoma.
Patients and Methods: This retrospective study was performed at a university-affiliated Center of Neuroendocrinology of southern Brazil.
Between 2001 and 2018, eleven patients with giant prolactinoma were identified. Results: The study population consisted of 6 males and 5
females with age between 18 and 68 years. The pituitary lesion was an incidental finding in 2 cases. The most prevalent manifestations were
visual complaints (7 cases), headache (6) and obesity (7/10 cases). The main hormonal deficits were gonadal (10) and thyroid (6). The largest
axis of the adenoma ranged from 4 to 8.5 cm and the PRL level from 1500 to 17,716 ng/mL. In 9 cases the tumor was invasive. Hemianopsia
or extinct field were observed in 9 cases. All the patients used bromocriptine (3 cases) or cabergoline (8), 4 patients underwent surgery and
one patient underwent radiotherapy. Follow-up ranged from 7 months to 17 years. In the last evaluation, the PRL was normal in 5 cases and
elevated in the others (3 of them in values lower than 100ng/mL). In the last image (8 patients), there was empty sela in one case, absence of
lesion in one and a noninvasive lesion in 3. Conclusions: In this sample of patients with giant prolactinomas, contrary to that reported in the
literature, we observed equivalence between the number of men and women, and high prevalence of central hypogonadism, hypothyroidism
and obesity. On the other hand, despite excess tumor size and hormonal hypersecretion, the disease progressed with normal or minimally
elevated PRL values in 72% of cases and regression of invasive characteristics in 67%.

The authors have no relevant relationships to report.
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7. ANEXOS

7.1 PARECERES DOS COMITES DE ETICA



IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO %"Woﬂ’“m
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise de polimorfismos e expressao de marcadores associados ao reparo de DNA
em gliomas.

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 51849815.5.0000.5335

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

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.442.321

Apresentacéo do Projeto:

Estudo a ser realizado com 100 pacientes maiores de 18 anos que foram internados com diagnéstico de
Tumor Primério do Sistema Nervoso Central (SNC) submetido & neurocirurgia no Hospital Sdo José da
Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre (ISCMPA) e confirmado anatomo-patoldgico com
diagndstico confirmatoério de Glioma (e 100 pacientes controle).Seréo realizadas analises moleculares em
amostra de sangue e andlise imuno histoquimica em amostras provenientes das amostras em bloco que
estdo no Laboratério de Patologia da ISCMPA e com revisao de prontuarios, com o objetivo de relacionar os
polimorfismos em genes de reparo de DNA, citados abaixo, com a tumorigénese em Gliomas.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar os polimorfismos e a expressdo imuno-histoqui mica de XRCC1(Arg399GIn, Argl94Trp e
Arg280His), XRCC2 (Argl88His), XRCC3 (Thr241Met)e XRCC4 (G1394T) em gliomas.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador declara sobre:

Riscos:Casos- Nao sera realizado nenhum procedimento além dos de rotina, ndo havendo riscos médicos
adicionais aos procedimentos.Controles - A coleta, normalmente, ndo acarreta maiores

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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Continuagdo do Parecer: 1.442.321

riscos para a saude do voluntario. Entretanto, em alguns casos podera surgir nas primeiras horas, no local
da puncdo, um hematoma ou pequeno desconforto que devera desaparecer em no maximo 3 a 4 dias.
Algumas pessoas poderdo sentir tontura

durante ou apos 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 informacdes importantes sobre os

gliomas, proporcionando uma investigacdo mais detalhada e ajudando mais pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O pesquisador declara sobre:

Critério de Incluséo: Serao incluidos no estudo pacientes maiores de 18 anos internados com diagnéstico
pré-operatorio de tumor primario do SNC submetidos a neurocirurgia

no Hospital S&o José da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre (ISCMPA) e com
diagnéstico anatomo-patolégico confirmatério de glioma, mediante assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Os individuos controles serdo convidado a participar da pesquisa através de
meios virtuais e cartazes afixados nos murais informativos da UFCSPA (anexo 2). Serdo selecionados
individuos, para o grupo controle, maiores de 18 anos, sem histérico familiar de tumor cerebral em parentes
de primeiro grau,

mediante assinatura do TCLE (anexo 3) e preenchimento da ficha de coleta de dados (anexo 4).

Critério de Excluséo: Serdo excluidos do trabalho pacientes com idade inferior a 18 anos,

agueles que ndo tenham assinado o TCLE, bem como pacientes com diagndstico anatomo-patologico que
nao contemplem os gliomas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

O pesquisador anexou os seguintes documentos e 0s mesmos estdo adequados: Folha de Rosto para
Pesquisa envolvendo seres humanos, Formuléario de Inscricdo de Projetos de Pesquisa — CEP da ISCMPA,
Orgamento, Cronograma, Termo de compromisso para utilizacdo de dados de prontuarios, Declaragcédo de
Confidencialidade do sujeito no estudo, Declaracdo de autorizagédo da Chefia responséavel, Declaragéo de
uso e publicacdo de dados, Declaracdo de uso de dados e materiais, Declaracao de isencdo de 6nus a
Instituicdo, TCLE.

Recomendacdes:
Retirar dos documentos em que ha necessidade da identificacdo do paciente o espacgo para registrar nome
completo, utilizar somente as iniciais dos pacientes.

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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Continuagdo do Parecer: 1.442.321

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

N&o aplicavel.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Platafor

mo

ApOs avaliacdo do protocolo acima descrito, o presente comité ndo encontrou G6bices 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 duracao superior a 6 meses), Relatorios

Finais (ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (cOpia da publicacédo).

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 aprovacdo do protocolo pelo Comité de Etica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO_P | 09/12/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 634296.pdf 09:42:20
Folha de Rosto FOLHA DE_ROSTO.pdf 09/12/2015 |Béarbara Roberta Aceito

09:38:43 | Ongaratti
Outros DECLARACAO _DE_AUTORIZACAO _D| 07/12/2015 |Béarbara Roberta Aceito
A CHEFIA RESPONSAVEL.pdf 11:00:07 | Ongaratti
Outros FORMULARIO_DE_INCRICAO_DE_PR| 07/12/2015 |Béarbara Roberta Aceito
OJETOS DE PESQUISA.pdf 10:59:38 | Ongaratti
Outros FICHA_DE_DADOS.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
13:22:16 | Ongaratti
Outros CARTAZ.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
13:21:54 | Ongaratti
Outros TERMO_DE_COMPROMISSO_COM_E| 27/11/2015 |Béarbara Roberta Aceito
STREGA DE RELATORIO.pdf 13:21:38 | Ongaratti
Outros TERMO_DE_ANUENCIA PROF_VANE| 27/11/2015 |Bérbara Roberta Aceito
SSA UFCSPA.pdf 13:21:12 | Ongaratti
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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QR ™

Outros TERMO_DE_ANUENCIA_PROF_MARI 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
LDA UFCSPA.pdf 13:20:25 | Ongaratti
Outros DECLARACAO_DE_ISENCAO_DE_ON| 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
US A INSTITUICAOQ.pdf 13:18:59 | Ongaratti
Outros DECLARACAO_DE_USO_E_PUBLICA | 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
CAO DE DADOS.pdf 13:17:40 | Ongaratti
Outros DECLARACAO_DE_USO_DE_DADOS | 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
E MATERIAIS.pdf 13:17:06 | Ongaratti
Outros TERMO_DE_COMPROMISSO_PARA | 27/11/2015 |Bérbara Roberta Aceito
UTILIZACAO_DE_DADOS_E_PRONTU 13:16:24 | Ongaratti
ARIOS .pdf
Outros DECLARACAO_DE_CONFIDENCIALID| 27/11/2015 |Béarbara Roberta Aceito
ADE DO SUJEITO NO ESTUDO.pdf 13:15:41 | Ongaratti
TCLE / Termos de | TCLE_CONTROLE.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
Assentimento / 13:11:10 |Ongaratti
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
Assentimento / 13:11:01 |Ongaratti
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado/ |PROJETO_ANALISE _DE_POLIMORFIS| 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
Brochura MOS_E_EXPRESSAO_DE_MARCADO 13:09:37 | Ongaratti
Investigador RES_ASOCIADOS_AO_REPARO_DE_
DNA EM GLIOMAS.pdf
Orcamento ORCAMENTO.pdf 27/11/2015 |Bérbara Roberta Aceito
13:09:02 | Ongaratti
Cronograma CRONOGRAMA.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
13:08:49 | Ongaratti
Situacéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
PORTO ALEGRE, 08 de Marco de 2016
Assinado por:
Carlos Henrigue Munhoz Olea
(Coordenador)
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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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE %"Woﬂ’“m
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise de polimorfismos e expressao de marcadores associados ao reparo de DNA
em gliomas.

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 51849815.5.3001.5345

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

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 1.500.599

Apresentacéo do Projeto:

Os gliomas incluem varios tipos de tumores com perfis moleculares ehistolégicos distintos, o que sugere
diferentes etiologias. Os gliomascorrespondem a 80% dos tumores malignos de sistema nervoso central.
Apesardo progresso na caracterizagdo da patogénese dos gliomas,estes tumorespermanecem incuraveis e,
na maioria dos casos, refratarios ao tratamentodevido a sua heterogeneidade. Os polimorfismos de base
Unica (singlenucleotide polymorphisms - SNPs) s&o reconhecidos como importantes ferramentas na
genética humana e médica e tém sido amplamente estudados.Os SNPs podem levar a producéo defeituosa
das proteinas, acarretando seu mau funcionamento e desempenho. Este trabalho tem como objetivos
avaliar frequéncia dos polimorfismos e a expressé@o imuno-histoquimica do XRCC1(Arg399GIn, Arg194Trp e
Arg280His),XRCC2 (Arg188His), XRCC3 (Thr241Met)e XRCC4 (G1394T) em gliomas. O estudo sera
realizado com pacientes do Hospital Sdo José da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto
Alegre(ISCMPA), instituicdo conveniada a Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
(UFCSPA).

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Endereco: Rua Sarmento 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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Continuagéo do Parecer: 1.500.599

Identificar os polimorfismos e a expressao imuno-histoquimica de XRCC1(Arg399GIn, Argl94Trp e
Arg280His), XRCC2 (Arg188His), XRCC3 (Thr241Met)e XRCC4 (G1394T) em gliomas.

Objetivo Secundario:

1) Identificar a presenca dos polimorfismos XRCC1 (Arg399GIn, Argl194Trpe Arg280His), XRCC2
(Arg188His), XRCC3 (Thr241Met) e XRCC4 (G1394T) emamostras de pacientes com gliomas e controles
através da técnica de PCR emtempo real.2) Avaliar a expresséo das proteinas XRCC1, XRCC2, XRCC3 e
XRCC4através da técnica de imuno-histoquimica.3) Verificar a associa¢do entre os polimorfismos e a
expressdo imunohistoquimica. 4) Associar os resultados obtidos com as varidveis: sexo, idade,
tipohistologico, sintomas, localizacdo, tamanho do tumor e taxa de sobrevida livre de doenca.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Casos- Né&o serd 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 puncéo, um
hematoma ou pequeno desconforto que devera desaparecer em no maximo 3 a 4 dias. Algumas pessoas
poderdo sentir tontura durante ou apos 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 nao tera beneficio direto. Entretanto, esperamos que este estudo
traga informacfes importantes sobre os gliomas, proporcionando uma investigacdo mais detalhada e
ajudando mais pacientes.

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:
N&o se aplica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Os termos estéo de acordo.

Recomendagdes:
Sem recomendacdes

ConclusBes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
De acordo

Endereco: Rua Sarmento 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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Continuagéo do Parecer: 1.500.599
Consideracdes 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
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 09/12/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 634296.pdf 09:42:20
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 09/12/2015 |Barbara Roberta Aceito

09:38:43 | Ongaratti
Outros DECLARACAO_DE_AUTORIZACAO_D| 07/12/2015 |Barbara Roberta Aceito
A CHEFIA RESPONSAVEL.pdf 11:00:07 ]| Ongaratti
Outros FORMULARIO_DE_INCRICAO_DE_PR| 07/12/2015 |Barbara Roberta Aceito
OJETOS DE PESQUISA.pdf 10:59:38 | Ongaratti
Outros FICHA_DE_DADOS.pdf 27/11/2015 |Bérbara Roberta Aceito
13:22:16 | Ongaratti
Outros CARTAZ.pdf 27/11/2015 |Bérbara Roberta Aceito
13:21:54 | Ongaratti
Outros TERMO_DE_COMPROMISSO_COM_E| 27/11/2015 |Bérbara Roberta Aceito
STREGA DE RELATORIO.pdf 13:21:38 | Ongaratti
Outros TERMO_DE_ANUENCIA_PROF_VANE| 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
SSA UFCSPA.pdf 13:21:12 | Ongaratti
Outros TERMO_DE_ANUENCIA_PROF_MARI | 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
LDA UFCSPA.pdf 13:20:25 | Ongaratti
Outros DECLARACAO_DE_ISENCAO_DE_ON| 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
US A INSTITUICAO.pdf 13:18:59 | Ongaratti
Outros DECLARACAO _DE_USO_E PUBLICA | 27/11/2015 |Béarbara Roberta Aceito
CAO _DE DADOS.pdf 13:17:40 | Ongaratti
Outros DECLARACAO _DE_USO_DE_DADOS | 27/11/2015 |Béarbara Roberta Aceito
E_MATERIAIS.pdf 13:17:06 | Ongaratti
Outros TERMO_DE_COMPROMISSO_PARA | 27/11/2015 |Bérbara Roberta Aceito
UTILIZACAO_DE_DADOS_E_PRONTU 13:16:24 | Ongaratti
ARIOS .pdf
Outros DECLARACAO_DE_CONFIDENCIALID| 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
ADE DO SUJEITO NO ESTUDO.pdf 13:15:41 | Ongaratti
TCLE / Termos de | TCLE_CONTROLE.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
Assentimento / 13:11:10 |Ongaratti
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
Assentimento / 13:11:01 |Ongaratti
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado PROJETO_ANALISE_DE_POLIMORFIS| 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito

Endereco:
Bairro: Sarmento
UF: RS

Telefone: (51)3303-8804

Municipio:

Rua Sarmento Leite ,245

CEP: 90.050-170
PORTO ALEGRE

E-mail:

cep@ufcspa.edu.br
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Rerani ™

/ Brochura OS_E_EXPRESSAO_DE_MARCADOR 13:09:37 | Ongaratti Aceito
Investigador ES_ASOCIADOS_AO_REPARO_DE_D
NA EM GLIOMAS.pdf
Orgamento ORCAMENTO.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
13:09:02 | Ongaratti
Cronograma CRONOGRAMA.pdf 27/11/2015 |Barbara Roberta Aceito
13:08:49 | Ongaratti

Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 14 de Abril de 2016

Assinado por:

Airton Tetelbom Stein

(Coordenador)

Endereco: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: Sarmento
UF: RS

CEP: 90.050-170
Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3303-8804 E-mail:

cep@ufcspa.edu.br
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