UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

ARETHUSA DE SOUZA

AVALIACAO DIGITAL DA IMUNOMARCACAO E DA DISTRIBUICAO TECIDUAL DA
FORMA MUTANTE R132H DA ISOCITRATO DESIDROGENASE (IDH) 1 E DAS
ISOFORMAS SELVAGENS DA IDH1 E 2 EM ASTROCITOMAS DIFUSOS DE
BAIXO E ALTO GRAU HISTOLOGICO DE ADULTOS

CAMPINAS
2024



ARETHUSA DE SOUZA

AVALIACAO DIGITAL DA IMUNOMARCACAO E DA DISTRIBUICAO TECIDUAL DA
FORMA MUTANTE R132H DA ISOCITRATO DESIDROGENASE (IDH) 1 E DAS
ISOFORMAS SELVAGENS DA IDH1 E 2 EM ASTROCITOMAS DIFUSOS DE
BAIXO E ALTO GRAU HISTOLOGICO DE ADULTOS

Dissertacdo apresentada & Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas como parte dos requisitos
exigidos para a obtencé&o do titulo de Mestra em Ciéncias.

ORIENTADOR: PROFESSOR DOUTOR FABIO ROGERIO

ESTE TRABALHO CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA DISSERTACAO DEFENDIDA PELA
ALUNA ARETHUSA DE SOUZA E ORIENTADA
PELO PROF. DR. FABIO ROGERIO

CAMPINAS

2024



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Souza, Arethusa de, 1989-

So89a Avaliacéo digital da imunomarcacéo e da distribuicdo tecidual da forma
mutante R132H da isocitrato desidrogenase (IDH) 1 e das isoformas selvagens
da IDH1 e 2 em astrocitomas difusos de baixo e alto grau histolégico de
adultos / Arethusa de Souza. — Campinas, SP : [s.n.], 2024.

Orientador: Fabio Rogerio.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Glioma. 2. Astrocitoma. 3. Isocitrato desidrogenase. 4. Imuno-
histoquimica. 5. Analise digital. |. Rogerio, Fabio, 1977-. Il. Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Faculdade de Ciéncias Médicas. IlI. Titulo.

Informacdes Complementares

Titulo em outro idioma: Digital evaluation of immunohistochemical and tissue distribution of
the R132H mutant form of isocitrate dehydrogenase (IDH) 1 and the wild type isoforms of
IDH1 and 2 in diffuse astrocytomas of low and high histological grade in adults
Palavras-chave eminglés:

Glioma

Astrocytoma

Isocitrate dehydrogenase

Immunohistochemical

Digital analysis

Area de concentragio: Fisiopatologia Médica

Titulagao: Mestra em Ciéncias

Banca examinadora:

Fabio Rogerio [Orientador]

Simone Aparecida Teixeira

Simoni Helena Avansini

Data de defesa: 30-08-2024

Programa de Pés-Graduacao: Fisiopatologia Médica

Identificagédo e informagdes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0009-0009-4903-3819
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpq.br/5354753470072390



COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO

ARETHUSA DE SOUZA

ORIENTADOR: FABIO ROGERIO

MEMBROS TITULARES:

1. PROF. DR. FABIO ROGERIO

2. PROFA . DRA. SIMONE APARECIDA TEIXEIRA

3. PROFA. DRA. SIMONI HELENA AVANSINI

Programa de Pds-Graduagao em Fisiopatologia médica da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no
SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertacdo/Tese e na Secretaria do Programa da FCM.

Data de Defesa: 30/08/2024




AGRADECIMENTO

Primeiramente, agradeco a Deus por todas as oportunidades e béncédos que me
proporciona, a minha mae Maria Aparecida Rodrigues de Souza que esta sempre me
apoiando em todas as circunstancias e ao meu pai Aparecido Pereira de Souza (in

memoriam), por sempre incentivar e apoiar as minhas decisdes.

Ao meu orientador Prof. Dr. Fabio Rogerio pela paciéncia, conhecimento cientifico,

didatica e toda presteza e tempo dispensados na construcéo desta Dissertagao.
Ao Prof. Dr. Roger Frigério Castilho por todo apoio e aporte financeiro.

Aos meus familiares por sempre torcerem pelo meu sucesso (tias, tios, primos, primas)

e as amigas Erika Egal e Bruna Queli Garcia por todo apoio e incentivo.

Ao Programa de Pés-graduacao em Fisiopatologia Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Unicamp e a Sra. Regina, Secretaria do Programa, por toda

atencdo e gentileza.

Aos meus amigos e companheiros de trabalho da Area de Anatomia Patolégica do
Departamento de Patologia da FCM e do Laboratério de Anatomia Patoldgica do
Hospital de Clinicas da Unicamp Elisabeth, Maria Do Carmo, Ana Claudia, Adilson,
Mayara, Thaina Liu, Luis Felipe, Rogério, Dario, Ingrid Damas, Profa. Dra. Maria

Leticia Cintra e Profa. Dra. Fernanda Mariano agradeco por todo apoio e incentivo.

Aos amigos Guilherme Rossi Assis de Mendonca, Jodo Figueira Scarini e Jodo Vitor

Gerdulli Tamanini, por colaborarem com a analise estatistica e escrita.
Ao estatistico da FCM da Unicamp Marcelo Tavares de Lima pelo excelente trabalho.

Ao Dr. Leandro Luiz Lopes de Freitas por disponibilizar o Servico do Laboratoério
Multipat.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Fundacédo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP; Processo n° 2017/17728-8).



RESUMO

Introducéo: Gliomas difusos s&o tumores primarios comuns do sistema nervoso
central. Tais lesdes incluem os astrocitomas, sendo que caracteristicas moleculares,
como a presenca da mutacdo da enzima isocitrato desidrogenase (IDH), séo
fundamentais para o estabelecimento do diagndstico. Duas isoformas selvagens da
IDH - 1 (citosdlica) e 2 (mitocondrial) - convertem isocitrato em a-cetoglutarato (aCG),
promovendo a reducdo de NADP+ a NADPH. Tanto o aCG como o NADPH sao
antioxidantes. A forma mutante mais comum da IDH1 (R132H) apresenta ganho de
funcdo em que converte o aCG em D2-hidroxiglutarato, um composto oncogénico que
consome NADPH. Assim, observa-se relagdo funcional entre IDH1, IDH2 e
IDH1R132H. Objetivos: Realizar a caracterizacdo neuropatolégica de astrocitomas
difusos de adultos acompanhados em servico terciario brasileiro, bem como investigar
a expressdo e eventual alteracdo da distribuicdo tecidual da IDH1, IDH2 e
IDH1R132H, considerando-se a presenca da mutacdo IDH1R132H e o grau
histol6gico da lesédo. Material e Métodos: Avaliamos 25 espécimes cirurgicos de
adultos com gliomas difusos, os quais foram caracterizados imunofenotipica e
molecularmente como astrocitomas de baixo (n=10) ou alto (h=15) grau histologico (2
ou 4, respectivamente), conforme os critérios atuais da Organizacdo Mundial de
Saude. Ainda, analisamos o padrédo de marcacao imuno-histoquimica da IDH1, IDH2
e IDH1R132H, assim como a distribuicao tecidual (% médio de positividade) das trés
enzimas por meio do software ImageJ®, em funcdo da presenca da mutacdo R132H
e do grau histoldgico da lesdo. Resultados: Considerando a idade ao diagnostico (<
ou = 55 anos) e a imunopositividade para R132H, as lesées foram classificadas como:
astrocitoma, IDH-mutante, grau 2 (5/25); astrocitoma, sem outras especificacoes
(SOE), grau 2 (5/25); glioblastoma, IDH-selvagem, grau 4 (9/25) ou astrocitoma, SOE,
grau 4 (6/25). IDH1, IDH2 e IDH1R132H apresentaram padrdo de marcacao
citoplasmatico difuso, independente do grau. Ao comparar lesdes de baixo e alto grau,
a distribuicao tecidual da positividade para IDH1 foi menor no primeiro (14,20 £ 1,70%
e 16,40 + 1,60%, respectivamente; p = 0,0051), ndo sendo observada diferenca com
relagdo a IDH2 (15,10 + 1,80% e 14,90 + 2,0%; p=0.6773) e R132H (5,20 + 5,60% e
1,80 + 4,80%; p = 0,1234). Especificamente, as lesdes de baixo grau com (5/10) e
sem (5/10) a mutagcdo ndo apresentaram diferencas com relagcdo a distribuicdo



tecidual da positividade para IDH1 (14,40 + 2,30% e 14,10 £ 0,90%, respectivamente;
p=0,2963) ou IDH2 (15,60 + 1,0% e 14,70 * 2,40%; p=0,8345). Independente do grau
histoldgico, ndo houve correlacdo entre a expressao tecidual de R132H e de IDH1,
bem como de R132H e de IDH2. Conclusfes: Na presente casuistica a forma
mutante IDH1R132H foi mais frequente em neoplasias astrocitarias de grau 2, em
comparacdo com aquelas de grau 4. Ainda, nossos dados colocam como
possibilidade que (1) tal mutacao né&o interfira com as expressoes teciduais das formas
selvagens da IDH1 ou IDH2 e (2) o alelo ndo mutado do IDH1 garanta a sintese

proteica em niveis fisiolégicos.



Abstract

Introduction: Diffuse gliomas are common primary tumors of the central nervous
system. These lesions include astrocytomas, and molecular characteristics, such as
the presence of a mutation in the enzyme isocitrate dehydrogenase (IDH), are
fundamental for establishing the diagnosis. Two wild isoforms of IDH - 1 (cytosolic) and
2 (mitochondrial) - convert isocitrate into a-ketoglutarate (aCG), promoting the
reduction of NADP+ to NADPH. Both aCG and NADPH are antioxidants. The most
common mutant form of IDH1 (R132H) has a gain of function in which aCG is
converted into D2-hydroxyglutarate, an oncogenic compound that consumes NADPH.
Thus, a functional relationship is observed between IDH1, IDH2 and IDH1R132H.
Objectives: To perform neuropathological characterization of adult diffuse
astrocytomas followed up in a Brazilian institution, as well as to investigate the
expression and possible alteration of IDH1, IDH2 and IDH1R132H tissue distribution,
considering the presence of the R132H mutation and the histological grade. Material
and Methods: We evaluated 25 surgical specimens from adults with diffuse gliomas,
which were characterized immunophenotypically and molecularly as astrocytomas of
low (n=10) or high (n=15) histological grade (2 or 4, respectively), according to the
current criteria presented by the World Health Organization. We also analyzed the
immunohistochemical staining pattern of IDH1, IDH2 and IDH1R132H, as well as their
tissue distribution (mean % of immunopositivity assessed by using ImageJ® software)
taking into account R132H mutation and the histological grade of the lesion. Results:
Considering age at diagnosis (< or = 55 years) and R132H immunopositivity, the
lesions were classified as: astrocytoma, IDH-mutant, grade 2 (5/25); astrocytoma, not
otherwise specified (NOS), grade 2 (5/25); glioblastoma, IDH-wildtype, grade 4 (9/25)
or astrocytoma, NOS, grade 4 (6/25). IDH1, IDH2 and IDH1R132H showed a diffuse
cytoplasmic staining pattern, regardless of grade. When comparing low-grade and
high-grade lesions, the tissue distribution of IDH1 positivity was lower in the former
(14.20 £ 1.70% and 16.40 = 1.60%, respectively; p = 0.0051), no difference being
observed for IDH2 (15.10 £ 1.80% and 14.90 = 2.0%; p=0.6773) and R132H (5.20 *
5.60% and 1.80 £ 4.80%; p = 0.1234). Specifically, low-grade lesions with (5/10) and
without (5/10) the mutation showed no differences regarding tissue distribution of IDH1
positivity (14.40 + 2.30% and 14.10 + 0.90%, respectively; p=0.2963) or IDH2 (15.60
+1.0% and 14.70 = 2.40%; p=0.8345). Regardless of the histological grade, there was



correlation neither between tissue expressions of R132H and IDH1 nor between
R132H and IDH2. Conclusions: In the present series, IDH1R132H mutation was more
frequent in grade 2 than in grade 4 lesions. Furthermore, our data suggest that (1)
such mutation does not interfere with tissue expression of wild-type IDH1 and IDH2,

and (2) the wild-type IDH1 allele would ensure protein synthesis at physiological levels.
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Justificativa de Originalidade do Trabalho

Neste trabalho, apresentamos a caracterizacdo neuropatoldégica de espécimes
cirdrgicos de astrocitomas difusos de individuos adultos brasileiros, conforme os
critérios mais recentes estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (2021) e
utilizando técnicas laboratoriais acessiveis para instituicbes brasileiras. Tal
caracterizacdo ainda é escassa na literatura e podera contribuir com o delineamento
de estudos futuros sobre estes tumores, especificamente com relacao a identificacéo
das amostras. Além disso, utilizamos método digital original para investigar a
expressao tecidual (positividade imuno-histoquimica) da forma mutante mais comum
da isocitrato desidrogenase (IDH), a qual é essencial para a classificacdo destas
lesbes. Por fim, visando contribuir com o melhor conhecimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos, estudamos eventual repercussdo da expressdo da forma mutante

sobre a imunomarcacao de formas selvagens da IDH nas células neoplasicas.
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1. INTRODUCAO

Gliomas séo os tumores cerebrais primarios mais comuns. O comportamento
bioldgico destas neoplasias varia de crescimento lento e bem delimitado até lesdes
rapidamente proliferativas e infiltrativas (1). Historicamente, a classificacdo dos
gliomas era baseada em achados morfol6gicos que apontassem semelhancgas entre
as células neoplésicas e alguma linhagem celular especifica normal. No entanto, com
a introducéo da 52 edicao da Classificacdo de Tumores do Sistema Nervoso Central
(SNC) da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO CNS5; do inglés, The fifth
edition of the WHO Classification of Tumors of the Central Nervous System), aspectos
moleculares passaram a ganhar importancia significativa para a definicdo e
classificacdo dos gliomas (2 e 3). Especificamente, dentre os diversos tipos de
gliomas, encontram-se os difusos do tipo adulto, que correspondem a familia mais
frequente de tumores do SNC (2 e 3). Do ponto de vista histoldgico, os gliomas difusos
se caracterizam por apresentarem padrao de crescimento infiltrativo no tecido nervoso
adjacente, ou seja, as células alteradas se distribuem de forma isolada e aleatoria,
permeando os tipos celulares normais das substancias branca e cinzenta (2). Desta
forma, ndo é possivel delimitar com preciséo os limites do comprometimento do tecido
normal pela neoplasia. Para a definicédo e classificacdo dos diferentes tipos de gliomas
difusos, é essencial o conhecimento das seguintes informacfes moleculares e
histol6gicas complementares: status da codelecdo 1p/19q e da mutacdo da enzima
isocitrato desidrogenase (IDH) (3).

Especificamente, a codelecdo 1p/19q consiste na perda completa do braco
curto do cromossomo 1 (1p) e do braco longo do cromossomo 19 (19q) e apresenta
relevancia na oncogénese de gliomas difusos humanos (4). Acredita-se que a
codelecédo decorra da translocacdo ndo balanceada de um braco completo entre os
cromossomos 1 e 19 e perda do cromossomo hibrido resultante (4 — 6). A ocorréncia
desta codelecéo, por sua vez, promove alteracdo da expressdo génica, que inclui
reducdo dos niveis de diversos supressores tumorais e aumento da expressédo de
varios oncogenes (7). Ademais, alguns dos genes afetados mostraram impacto
significativo em vias de sinalizacdo relevantes para oncogénese. Particularmente,
Gladitz et al. identificaram o ELDT1 como um destes genes (7). O ELDTL1, que ja foi

funcionalmente validado como oncogene em gliomas humanos, codifica um receptor
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acoplado a proteina G e apresenta acdo angiogénica (7-9). Assim, nota-se que a
codelecédo 1p/19q promove alteracdo da expressao génica e da atividade de vias de
sinalizacéo celular que, em conjunto, promovem a génese de gliomas humanos.

Considerando-se a atual classificagdo de gliomas difusos do tipo adulto
proposta pela OMS, a relevancia de se detectar perdas completas de ambos os bracos
cromossomicos 1p e 199 (codel 1p19q) é que tal achado corresponde a assinatura
molecular  diagnéstica  de neoplasia de linhagem oligodendroglial
(oligodendrogliomas). Tal achado exclui, desta forma, que a lesdo tenha origem
astrocitaria (astrocitoma), a qual corresponde a outra linhagem celular que pode ser
detectada em gliomas difusos de individuos adultos. De fato, astrocitomas sao
reconhecidos por ndo apresentarem a codelegéao 1p19q (2 e 3).

Além do estudo da codelecao 1p/19q, a investigacdo do status da mutacéo da
IDH também €, atualmente, critério essencial para a classificacdo e definicdo de
gliomas difusos do tipo adulto. Particularmente, existem trés isoformas da enzima IDH:
IDH1 e IDH2, que compartilham 70% de identidade, e IDH3 (10). A IDH1 € encontrada
no citoplasma e peroxissomos, ao passo que a IDH2 e IDH3 ocorrem nas mitocondrias
(10). Quanto a isoforma IDH3, sua muta¢éo nao foi descrita em gliomas (10 e 11). Ao
contrario, alteracdes na expressao das isoformas 1 e 2 tém sido demonstradas nas
tltimas décadas como tendo valor progndstico e/ou preditivo com relacdo a resposta
a tratamento quimioterapico (2, 3, 12, 13).

Tanto a IDH1 quanto a IDH2 participam da respiracéo celular. Em condicdes
fisiol6gicas (isoformas selvagens), estas enzimas catalisam a converséo de isocitrato
a a-cetoglutarato, a qual € uma reacdo de descarboxilagdo oxidativa em que ha
sintese de nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH) a partir da reducéo de
NADP+. Tanto o a-cetoglutarato quanto o NADPH produzidos s&o substancias
consideradas protetoras contra danos oxidativos (Figura 1) (10, 12) (14).

Em gliomas, todas as mutacdes do IDH1 e IDH2 conhecidas sdo sométicas,
heterozigdticas, exclusivamente do tipo missense e afetam o aminoacido arginina em
uma posicao especifica na sequéncia de aminoacidos da proteina. Na IDH1, a posi¢cao
afetada pertence a uma regido altamente conservada ao longo da evolucdo e se
localiza no sitio ativo da enzima, onde ocorre a ligacdo do isocitrato (15, 16).
Especificamente, as mutacdes do IDH1 ocorrem no cédon correspondente ao
aminoacido da posicdo 132. Neste caso, a alteracdo mais comum determina a

substituicdo de arginina (R) por histidina (H) e leva a geracdo da proteina anémala
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IDH1R132H. No IDH2, as mutacfes sao identificadas em cddon analogo aquele
afetado no IDHL1, isto €, no codon 172 (17). A alteracdo mais frequente determina a
mudanca do aminoéacido arginina (R) por lisina (K) (12 e 13) (Figuras 1 e 2). Fato
relevante para a investigacdo da histogénese de gliomas difusos € que apenas a
proteina mutante IDH1R132H pode ser detectada por técnica imuno-histoquimica. Por
outro lado, esta e as demais mutacdes conhecidas da IDH1 e da IDH2 podem ser

detectadas por sequenciamento genético (2 e 3).

A

IDH¥

NADP* NADPH t

Protegdo celular contra danos oxidativos

Hipermetilacdo do DNA

|IDHR1324 IDHR132H
= /—\"' Ml N

NADP* NADPH }} NADPH NADP*
_Invasdo
Aumento da sucetibilidade HIF1 TT Sobrevivéncia
a estresse oxidativo Angiogénese

Figura 1. Mecanismos de acado das isoformas selvagem (A) e mutante (B) da isocitrato
desidrogenase (IDH1). Para detalhes, vide texto. IDH": isoforma selvagem; IDHR!32H: forma
mutante R132H da IDH1 (Adaptado de Nikiforova et al., 2011 (14)).
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A)
ATA GGT CGT CAT GCT
IDH1
| 130 G 131 R 132 H 133 A 134
ATT GGC AGG CAC GCC
IDH2
| 170 G 171 R 172 H 173 A 174
B)
ATA GGT CAT CAT GCT
IDH1
| 130 G 131 = 132 H 133 A 134
ATT GGC AAG CAC GCC
IDH2
| 170 G 171 K 172 H 173 A 174

Figura 2. Mutagdes mais comuns envolvendo os genes das isoformas 1 e 2daisocitrato
desidrogenase (IDH1 e IDH2, respectivamente). No painel A estdo representadas as
sequéncias de DNA da forma selvagem das enzimas, enquanto em B estdo as sequéncias
mutantes. As linhas inferiores correspondem a sequéncia de aminoacios das proteinas

normais (A) ou mutantes (B) nos respectivos cédons (Adaptado de Yan et al. 2009 (12)).

Do ponto de vista funcional, as muta¢des da IDH em gliomas promovem ganho
de atividade enzimatica levando a converséo de a-CG para D-2-hidroxiglutarato (D-
2HG) utilizando NADPH como cossubstrato (18) (Figura 1). Por sua vez, o D-2HG é
um metabdlito que leva a aumento da metilacdo do DNA das células neoplasicas,
estabelecendo um perfil de alteragbes do material genético conhecido como fenoétipo
de hipermetilacdo de ilhas CpG (G-CIMP, do inglés, glioma-associated CpG island
methylator phenotype). Neste contexto, ha silenciamento da expressao de diversos
genes que promovem a diferenciacdo celular normal e, em paralelo, ativacado de
diversas vias oncogénicas (3, 19 - 21). Particularmente, o aumento dos niveis de D-
2HG inibiria, de forma competitiva, as oxigenases dependentes de a-CG, visto que
esta ultima molécula é estruturalmente semelhante ao D-2HG. Tais oxigenases tém

funcBes que incluem reparo de DNA, modificacdo do maquinario ribossémico e
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regulacdo epigenética. Dessa forma, sua inibicdo pode implicar consequéncias
oncogeénicas (22). Ademais, alguns estudos associam mutac¢do da IDH com aumento
da expressao do gene do Fator induzivel por hipoxia (HIF; do inglés, hypoxia inducible
factor) que levaria a aumento da expresséo do Fator de crescimento endotelial (EGF;
do inglés, endotelial growth factor) e consequente proliferacdo microvascular em
gliomas difusos (23 — 25). Também € importante notar que as mutacdes da IDH1 e
IDH2 levam a um desequilibrio nas quantidades de NADP+ e NADPH. Tais enzimas,
em condi¢Bes fisiologicas, catalisam reacbes que geram NADPH, elemento
importante para proteger a célula de estresse oxidativo, bem como para sintese de
acidos graxos (10). Dessa forma, pode-se propor que a mutacéo da IDH torne a célula
mais susceptivel a estresse oxidativo, favorecendo mutagfes e tumorigénese (10, 26,
27).

Todavia, a despeito da atividade oncogénica da mutacdo do IDH, estudos
prévios verificaram melhor progndstico em pacientes portadores de gliomas com tal
alteracao génica (17, 28). Diversas explicacdes foram propostas para esta verificacao.
Dentre elas, a menor producdo de NADPH e consequente aumento de
susceptibilidade a estresse oxidativo poderiam tornar o tumor mais sensivel a radio e
guimioterapia, promovendo melhor resposta terapéutica e maior sobrevida (29 e 30).
Além disso, os pacientes com mutacdes da IDH sdo, em média, cerca de 15 anos
mais novos que aqueles que nao as apresentam (30 e 32). Assim, parte do ganho de
sobrevida dos pacientes com lesdes IDH mutantes dever-se-ia ao fato de que eles
préprios sdo mais jovens (29).

Em relacdo ao sistema NADP+/NADPH, tais moléculas consistem em cofatores
essenciais para manutencdo do equilibrio oxidativo celular, fornecendo protecéao
contra radicais livres de oxigénio (33). Especificamente, o contetdo celular de NADPH
e NADP+, assim como as vias metabdlicas a eles associadas, relacionam-se a
tumorigénese e prognostico (34). Células tumorais apresentam niveis elevados de
NADPH em comparagdo com células saudaveis possivelmente permitindo maior
resisténcia contra estresse oxidativo e maior sintese de compostos importantes para
crescimento celular (35 e 36).

Assim, conforme as definicbes apresentadas na WHO CNS5, a partir das
informacdes sobre o status da codelecdo 1p/19q e da mutacdo do IDH em gliomas
difusos em individuos adultos, consideram-se trés possiveis classes de tumores

primarios do SNC: (i) astrocitoma, IDH-mutante; (ii) oligodendroglioma, 1p/19qg-
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codeletado e IDH-mutante e (iii) glioblastoma, IDH-selvagem (3). Especificamente, os
gliomas difusos do tipo adulto sem a codelecdo 1p/19g e com mutacdo da IDH s&o
classificados como astrocitomas, IDH-mutantes (3). Tais lesGes apresentam
frequentemente mutacdes que inativam os genes TP53 e ATRX, sendo que a
investigacdo da manifestacdo tecidual destas mutacdes também auxilia na
caracterizacdo da natureza astrocitaria do glioma difuso (1,3,37-39).

TP53 € um gene supressor tumoral com papel relevante na oncogénese de
varios tumores primarios, inclusive do SNC (40-42). A proteina codificada por este
gene (p53) atua como um fator de transcricdo com dezenas de genes alvos e multiplos
mecanismos de acdo (43). Um mecanismo, desencadeado por dano ao material
genético, promove a interacdo da p53 com diversos cofatores que estimulam a
expressdo de moléculas pré-apoptoticas, como o modulador de apoptose p53-
supraregulado (44 e 45). Assim, células com defeitos genéticos passam por processos
apoptaoticos, limitando o potencial desenvolvimento de neoplasias. Ademais, a p53
exerce mecanismos antitumorais independentes de apoptose. Por exemplo, a
transcricdo da proteina p21, uma inibidora de quinase dependente de ciclina, promove
interrupcédo do ciclo celular em um processo mediado pela p53 (44). A consequéncia
da suspencao do ciclo celular € o reparo do material genético antes da duplicacdo
celular, contribuindo, dessa forma, com a menor incidéncia de neoplasias. Caso tal
reparo ndo seja possivel, o desfecho final seria a apoptose ou senescéncia celular (43
e 44). Quanto a senescéncia, essa pode ser atingida por meio de diversas proteinas
transcritas a partir da atividade da p53 como o Inibidor de ativacdo do plasminogénio
1, que age como importante mediador de senescéncia celular, ou a prépria p21 (44,
46). Assim, verifica-se que apoptose ou senescéncia, apos dano ao material genético,
representam importantes mecanismos antineoplasicos da p53. Tais achados sao
evidéncias da relevancia desta proteina p53 como um supressor tumoral.

Em astrocitomas, IDH-mutantes, estima-se que 90% das mutacdes do TP53
sdo do tipo missense, em que a alteragdo de um par de base do DNA leva a
substituicdo de um aminoacido na proteina codificada. Além de interferir com as
funcBes de manutencdo do genoma, estas alteracfes génicas levam a aumento da
meia-vida da p53, permitindo a deteccdo de seu acumulo no nucleo das células
neoplasicas, inclusive por meio de técnica imuno-histoquimica (47, 48, 3). De acordo
com os critérios atuais da OMS, espera-se encontrar imunoexpressao nuclear forte da

p53 em mais de 10% das células tumorais (Quadro 1e 2).



21

Por sua vez, o gene ATRX (do inglés, alpha-thalassemia/mental retardation, X-
linked), que foi inicialmente descrito em pacientes portadores de alfa-talassemia e
retardo mental ligados ao cromossomo X, também possui papel relevante na
classificacao e definicdo de gliomas difusos do tipo adulto (49). Especificamente, a
proteina ATRX é parte de uma familia de moléculas remodeladoras de cromatina (49).
A ATRX tem diversas funcdes em condi¢des fisioldgicas (variante selvagem), inclusive
ligar-se a regides do DNA garantindo a manutencdo de sua conformacéo e,
consequentemente, diminuir a ocorréncia de mutacoes (49). Em gliomas, a mutacéo
do ATRX e a respectiva perda da expressédo da proteina foram associadas a dano ao
material genético, instabilidade gendémica e desregulacdo epigenética global, com
consequente morte celular dependente da p53 (3). Além disso, mutacfes do ATRX
também foram relacionadas a alongamento alternativo dos telémeros (ALT; do inglés,
alternative lengthening of telomeres), que consistem de mecanismos independentes
de telomerase e que levam a manutencédo patologica dos teldmeros (49). Tais vias,
por sua vez, cursam com alteracdo do numero de coOpias de cromossomos,
translocacées ndo reciprocas, delecdes, rearranjos cromossémicos complexos e
alteracdes de ploidia (49). Todos esses achados podem contribuir para dano ao
material genético e, consequente, oncogénese (37 e 38, 3). Dessa forma, pode-se
verificar a relevante acado fisioldgica da ATRX selvagem para manutencdo da
integridade gendmica, bem como a participacdo de sua forma mutada na
fisiopatogénese de gliomas.

Em adultos, mutacdes do ATRX s&o encontradas em aproximadamente 90%
dos astrocitomas, IDH-mutantes supratentoriais (3). Desta forma, a OMS também
propde em sua classificacao recente de tumores do SNC a identificacdo de perda da
expresséo nuclear de ATRX como um achado relevante para a definicdo da linhagem
astrocitaria deste tipo de glioma (Quadro 1) (29, 50 - 53).

Os critérios histolégicos e moleculares para o diagndéstico de astrocitoma, IDH-
mutante, em adultos, conforme a edicdo mais recente da Classificacdo de Tumores

do SNC publicada pela OMS estao apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1 — Critérios diagnosticos para astrocitoma, IDH-mutante.

Essenciais:
Glioma difuso
E
Mutacao missense no cédon 132 da IDH1 ou no cédon 172 da IDH2
E
Perda de expressé&o nuclear de ATRX ou mutag&o do gene ATRX
ou
Exclusao das delegdes 1p e 19q (codelecao 1p/19q)

Desejaveis:
- Forte expresséo nuclear da proteina p53 em mais de 10% das células
tumorais ou mutagao do gene TP53
- Perfil de metilacdo do DNA alinhado com aquele do astrocitoma, IDH-
mutante

- Caracteristicas morfolégicas de diferenciagao astrocitaria

Adaptado de Louis DN, Perry A et al., 2021 (2)

Para a graduacdo neoplasica, ao astrocitoma, IDH-mutante podem ser
atribuidos os graus 2, 3 ou 4 da OMS. O tumor que recebe grau 2 consiste em uma
lesdo difusamente infiltrativa, bem diferenciada, com discretas atipias nucleares e
atividade mitética indetectavel ou muito baixa. Em contrapartida, o astrocitoma, IDH-
mutante grau 3 remete a lesdo com anaplasia focal ou difusa e atividade mitética
significativa. Por fim, o tumor grau 4 exibe proliferagcdo microvascular, necrose e/ou
delecdo homozigotica do CDKN2A e/ou do CDKN2B ou qualquer combinacao desses
achados. A titulo de informacdo complementar, em se considerando individuos
adultos, a edicdo mais recente da classificacao apresentada pela OMS estabelece o
grau 1 para os seguintes gliomas astrocitarios circunscritos (macroscopicamente bem
delimitados): astrocitoma pilocitico e astrocitoma subependimario de célula gigantes.
Desta forma, ndo se atribui grau 1 da OMS para astrocitoma difuso de adultos

(astrocitoma, IDH-mutante) (2).
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A respeito dos genes CDKN2A e CDKN2B, ambos tém papel fisioldgico
antitumoral, sendo que seus produtos consistem das proteinas pl6é e pl5,
respectivamente. Especificamente, com relacdo ao CDKN2A, seu splicing alternativo
leva a expresséo da proteina p14~RF (54). Todas as p144RF, p15 e p16 funcionam como
inibidoras do ciclo celular ao promoverem sua parada. Neste contexto, a p14ARF inibe
a progresséao do ciclo celular e induz apoptose mediada pela ativacdo da p53 (55).
Esta ativacdo ocorre pela ligacdo da p144RF a uma ubiquitina ligase p53 especifica
denominada Mdm2 (do inglés, p53-specific E3 ubiquitin ligase Mouse double minute
2 homolog X). Uma vez ligadas, a p14ARFimpede que a Mdm2 promova a degradagéo
da p53 por proteossomos (55). Dessa forma, a pl4”RF exerce propriedades
antitumorais por meio de sua interacdo com p53 e consequente capacidade de
promover apoptose. Sobre as proteinas p15 e p16, codificadas pelos genes CDKN2B
e CDKN2A, respectivamente, ambas sao inibidoras de quinases dependentes de
ciclina (CDKs; do inglés, cyclin-dependent kinases) (56). As CDKs regulam a atividade
proliferativa em resposta a estimulos intra e extracelulares, atuando em pontos de
checagem do ciclo celular e em eventos transcricionais. (57). Especificamente, as
proteinas p15 e pl6 séo transcritas a partir de estimulos anti-proliferativos e se ligam
ao complexo CDK4/6-ciclina D. Tal ligacao altera a funcdo do complexo CDK4/6-
ciclina D e interrompe o ciclo celular na fase G1 (57). Dessa forma, a perda da
atividade reguladora do ciclo celular e anti-tumoral das proteinas p144RF, p15 e p16,
por mutacdo dos genes CDKN2A e CDKN2B, é um fator relevante na oncogénese de
gliomas humanos (57).

No Quadro 2, estdo apresentados os achados microscéopicos e moleculares
considerados para a graduacgéo de astrocitoma, IDH-mutante, segundo a edicdo mais
recente da Classificacdo de Tumores do SNC publicada pela OMS. A relevancia da
graduacdo é indicar o prognostico associado a lesdo e servir de base para a
estratificacdo terapéutica. De fato, quanto menor o grau, melhor o prognéstico. Em
que se pesem variacdes protocolares entre diferentes centros de tratamento de
gliomas, em geral, a tumores grau 2 reserva-se prioritariamente tratamento cirargico.

Para lesbes com graus 3 e 4 associam-se radioterapia e/ou quimioterapia (2-3; 58).



Quadro 2 — Critérios para a graduacao de astrocitoma, IDH-mutante.

Grau 2 da OMS

Astrocitoma difuso com uma mutagao /IDH1 ou IDH2,
bem diferenciado e sem achados microscépicos de
anaplasia

Atividade mitotica indetectavel ou muito baixa
Auséncia de proliferagdo microvascular, necrose e de
delecbes homozigéticas dos genes CDKNZ2A elou
CDKN2B

Grau 3 da OMS

Astrocitoma difuso com uma mutagao /IDH1 ou IDH2,
com achados microscopicos focais ou dispersos de
anaplasia e que apresenta atividade mitdtica
significativa

Auséncia de proliferagdo microvascular, necrose e de
delecbes homozigoticas dos genes CDKNZ2A e/ou
CDKN2B

Grau 4 da OMS

Astrocitoma difuso com uma mutagdo /IDH1 ou IDH2,
que apresenta proliferagdo microvascular ou necrose
ou delegdo homozigética dos genes CDKNZ2A e/ou

CDKNZ2B, ou qualquer combinagao destes achados

Adaptado de Louis DN, Perry A et al., 2021 (2)
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Por sua vez, glioblastomas correspondem a astrocitomas difusos que

acometem predominantemente adultos, possuem evolucéo agressiva (recebem grau

4 da OMS) e que ndo demonstram expressao de isoforma mutante da IDH, ou seja, é

uma neoplasia definida como IDH-selvagem (3). Neste sentido, a WHO CNS5

estabelece direcionamentos para investigacdo de IDH com mutacdo nestas lesdes.

Inicialmente, procede-se com a avaliagdo imuno-histoquimica da expressao da forma

mutante mais comum IDH1R132H. Esta avaliacdo € considerada suficiente em

individuos com idade de 55 anos ou mais ao diagndstico. Tal ponto de corte etario

leva em consideracéo que a chance de ocorrer outra forma mutante da IDH1 ou IDH2
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€ muito baixa (estimada em menos de 1%) em lesbes de adultos a partir dos 55 anos.
Além disso, o tumor deve possuir caracteristicas histolégicas de glioblastoma (atipias
nucleares, figuras de mitose, bem como proliferacdo microvascular e/ou necrose) e
ndo estar situado em topografia de linha média. Por fim, o individuo ndo deve

apresentar historico prévio de glioma difuso de menor grau histoldgico.

Caso uma das caracteristicas de suficiéncia ndo sejam contempladas,
idealmente, deve-se prosseguir com a investigagao das formas mais raras de mutagao
da IDH1 e IDH2 (12) por meio de técnicas de sequenciamento génico. Nesta situacao,
incluem-se ainda lesdes com caracteristicas histoldgicas classicas de glioblastoma e
perda da expressao nuclear de ATRX. Em se confirmando a auséncia de mutagdes
de IDH, caracteriza-se a lesdo como portadora de IDH selvagem (2-3; 58). Por fim, a
respeito da investigacdo de IDH mutante em tumores astrocitarios difusos de
individuos adultos, 0o mesmo protocolo técnico serve de base para a analise das les6es
de graus 2 ou 3, levando-se em consideragdo os achados histolégicos caracteristicos
de cada lesao.

Além da verificacdo do status da IDH selvagem, os critérios diagndsticos para
glioblastoma, IDH-selvagem incluem: histona H3-selvagem (importante para distinguir
esta lesdo de outras de alto grau e que possuem forma alterada da H3, como gliomas
difusos pediatricos de linha média ou hemisféricos) e pelo menos um dos seguintes
achados: proliferacdo microvascular, necrose, mutacdo do promotor do gene da
transcriptase reversa da telomerase (TERT; do inglés, telomerase reverse
transcriptase), amplificacéo do receptor do Fator de crescimento endotelial (EGFR; do
inglés, endotelial growth factor receptor) ou ganho do cromossomo 7 associado a

perda do cromossomo 10 (+7/-10) (2).

Quanto a mutacao do promotor do gene TERT, esta alteracéo leva a reativacao
da telomerase que se encontra normalmente silenciada em células somaticas (59).
Tal enzima é responsavel pelo alongamento dos teldbmeros que se encontram na
extremidade de cada cromossomo (59). Por sua vez, os teldmeros protegem a por¢ao
final dos cromossomos impedindo sua degradacdo e se tornam mais curtos a cada
divisdo celular (60). Quando o comprimento telomérico atinge um nivel critico,
cascatas moleculares levam a interrupcao do ciclo celular e senescéncia, o que marca
o limite da capacidade proliferativa celular (60). Com a mutacdo do promotor do TERT

e a reativacao da telomerase, células neoplasicas passam a contar com um aparato
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gue permite o prolongamento indefinido dos teldmeros (59). Assim, essas se tornam
capazes de evadir a senescéncia por encurtamento dos teldbmeros, permitindo
replicacdo continua e ilimitada (59). Portanto, a reativagcdo do TERT por mutacéo de
seu promotor visto em glioblastoma representa um mecanismo oncogénico importante

em gliomas humanos.

Ademais, dentre as alteracdes moleculares relevantes para o diagnostico de
glioblastoma, IDH-selvagem, consta a amplificacdo do gene EGFR. Particularmente,
o EGFR é considerado um oncogene e suas alteracbes e mutacdes foram
identificadas em uma seérie de neoplasias, dentre elas, gliomas (61). Em
glioblastomas, a presenca de amplificacdo da EGFR esta relacionada a maior
capacidade invasiva e proliferacdo celular. Nesse sentido, Li et al notaram que, ao
infectarem células de camundongos que ndo expressam 0 gene supressor tumoral
PTEN (do inglés, phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) com
retrovirus que expressa EGFR, tais células levaram ao surgimento de tumores
altamente mitéticos, com pleomorfismo nuclear, areas necroéticas e aumento da
autorrenovacao celular (62). Mazzoleni et al. reportaram que a expressao de EGFR,
por transferéncia de gene, aumenta o comportamento agressivo de células-tronco
oncogénicas obtidos de glioblastomas humanos. Além disso, tais autores verificaram
que células expressando EGFR obtidas de gliomas humanos e inoculadas em ratos
apresentavam capacidade tumorogénica aumentada, em comparacdo com células
sem a expressdao de EGFR (63). Ademais, Aibaidula et al. e Shinojima et al.
identificaram amplificacdo do EGFR como fator prognéstico negativo independente
em gliomas, estando associado a menor sobrevida quando comparado a lesdes sem
amplificacdo do EGFR (64,65). Especificamente, a ativagdo do EGFR leva a sua
dimerizacéo, o que induz autofosforilagcao de residuos de tirosina na por¢ao C-terminal
do receptor e ativacao de diversas proteinas. Consequentemente, tem-se ativacéo da
via MAPK, sinalizacdo da PI3K e scr quinase, bem como ativacdo do fator de
transcricdo STAT. Tais alteracbes promovem sintese de DNA e proliferacdo celular,

destacando a relevancia oncogénica da amplificacdo do EGFR.

Quanto ao ganho do cromossomo 7 associado a perda do cromossomo 10,
existem diferentes possibilidades de combinacfes destas alteracfes citogenéticas
(66). Independente da possibilidade, tais alteracbes tém sido relacionadas a pior

progndéstico em pacientes com gliomas. Nesse sentido, Balesaria et al. encontraram
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associacdo tanto de pior performance status na apresentacdo quanto de menor
sobrevida com qualquer forma de dele¢cdo do cromossomo 10 (67). Por sua vez, Roth
et al. notaram um risco 4.7 vezes maior de recorréncia em gliomas pediatricos com
ganho de cromossomo 7, ao compara-los com lesdes sem essa alteragcédo (68). De
forma similar, Wessels et al. identificaram que o ganho de cromossomo 7 em gliomas
humanos esta relacionada a piora de sobrevida (69). Ainda, foi identificado que, em
25% das lesbes, o cromossomo 7 extra contém fusdes génicas como KIAA1549-
BRAF, as quais podem contribuir para tumorigénese. Assim, esse e outros genes
fundidos teriam expressdo aumentada com o ganho do cromossomo 7 0 que poderia
contribuir para a piora do prognéstico (68). Ademais, a perda do cromossomo 10 leva
a diminuicdo da expressdo do gene supressor tumoral ANXA7 o que promove, por
sua vez, aumento da sinalizagéo de EGFR e oncogénese.

Em resumo, os achados microscopicos e moleculares utilizados para o
diagnostico de glioblastoma, IDH-selvagem, segundo a edicdo mais recente da
Classificacdo de Tumores do SNC publicada pela OMS estdo apresentados no
Quadro 3.

Quadro 3 —Critérios diagnosticos para glioblastoma, IDH-selvagem

Essenciais:
Astrocitoma difuso, IDH-selvagem, H3-selvagem
E
Um ou mais dos seguintes achados:
- Proliferagao microvascular
- Necrose
- Mutacéo do promotor do gene TERT
- Amplificagdo do gene EGFR

- Alteragdes do numero de copias dos cromossomos 7 e 10 (+7/-10)

Desejavel:
Perfil de metilagdo do DNA alinhado com aquele do glioblastoma, IDH-

selvagem

Adaptado de Louis DN, Perry A et al., 2021 (2)
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Ainda com relacéo a recente nomenclatura de tumores do SNC elencados na
edicdo mais recente da Classificacdo apresentada pela OMS, é oportuno destacar a
orientacao para uso dos sufixos NOS (do inglés, not otherwise specified) e NEC (do
inglés, not elsewhere classified), os quais serdo traduzidos aqui como “sem outras
especificacoes (SOE)” e “nao classificado em outra parte”, respectivamente. Também
utilizados para gliomas difusos do tipo adulto, a finalidade destes sufixos € indicar que
o diagnostico apresentado para uma determinada neoplasia ndo estd completamente
elaborado conforme os critérios histopatoldgicos e moleculares indicados como
obrigatérios nas definicbes correspondentes. Assim, o termo “NOS / SOE” indica ao
leitor que informacdes (histolégicas ou moleculares) necessarias para se realizar um
diagnostico especifico ndo estdo disponiveis, seja por falta de recursos ou por falha
técnica de protocolo realizado. Ja o termo “NEC” significa que testes complementares
necessarios foram realizados com sucesso, mas os dados ndo permitem estabelecer
um diagndstico especifico, uma vez que nao estdo alinhados com informacgdes
clinicas, histologicas, imuno-histoquimicas e/ou genéticas apresentadas na ultima
edicdo da Classificacdo da OMS. Desta forma, ainda que o tumor seja bem
caracterizado (morfolégica e molecularmente), é possivel realizar apenas um
diagnéstico descritivo do tumor (2, 3).

Em funcdo da recente atualizacdo da classificacdo de tumores do SNC pela
OMS, a maior parte dos dados epidemiolégicos associados aos gliomas difusos de
baixo e alto grau em adultos correspondem aos critérios adotados em edicdes prévias.
Feita esta ressalva, astrocitomas difusos cujas caracteristicas histoldégicas remetem
aos graus 2 e 3 atualizados sdo mais comumente detectados em homens adultos, a
partir da terceira década de vida, sendo mais frequentes no compartimento
supratentorial, especialmente nos lobos frontais. Por sua vez, glioblastoma (glioma
difuso de grau 4, na classificacao atual e prévias) € lesédo que possui pico de incidéncia
entre 50 e 80 anos, também sendo mais comuns em homens. Especificamente, estas
tltimas lesdes progridem mais rapidamente que as primeiras, aléem de possuirem pior
prognoéstico, ndo raro com desfecho fatal (2-3, 58). Independentemente do grau
histoldgico, a etiologia dos gliomas astrocitarios difusos é desconhecida e sua génese
ocorreria a partir de células precursoras intraparenquimatosas, com caracteristicas
gliais e neurais e em topografia cerebral periventricular. Na gliomagénese, em que se
estima que uma das primeiras alteracdes envolveria a mutacdo da IDH, diversos

fatores estariam associados, como alteracdo de eventos moleculares relacionados a
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proliferacéo, crescimento e/ou diferenciacdo celulares, bem como interacbes com
outros tipos celulares, inclusive do sistema imunologico. Espera-se que a WHO CNS5
contribua com a melhor definicdo e categorizacdo dos gliomas difusos néo s6 para o
contexto terapéutico, mas também para pesquisas futuras visando a melhor
compreensao da origem e evolucao bioldgica destas neoplasias. (3, 70-73).

Até onde sabemos, ndo ha relatos prévios na literatura a respeito da avaliacao
da distribuicéo tecidual da forma mutante R132H da IDH1 em gliomas difusos de baixo
e alto grau histolégico em amostras de individuos tratados em instituicao terciaria
brasileira. Da mesma forma, ndo temos conhecimento a respeito das distribuicdes
teciduais das isoformas selvagens da IDH1 e IDH2, bem como de eventual
repercussao em suas expressfes, nos tumores com a enzima mutante IDH1R132H.
Assim, o presente estudo visa conhecer a distribuicdo tecidual destas trés enzimas
(IDH1R132H, IDH1 e IDH2) em astrocitomas difusos de baixo e alto grau histolégico,
por meio de técnica imuno-histoquimica, e investigar a hipotese de haver diferenca
entre os espécimes com e sem IDH1R132H. A partir do conhecimento de tais
expressbes e distribuicdes teciduais, pretendemos obter dados morfolégicos que
possam contribuir com a melhor caracterizacdo destas amostras e fornecer dados
para estudos futuros sobre outras proteinas relacionadas ao funcionamento das

células neopléasicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar a expressédo e a distribuicéo tecidual, utilizando técnica imuno-histoquimica,
da forma mutante R132H da IDH1 (IDH1R132H) e das formas selvagens da IDH1 e
IDH2 em gliomas difusos de baixo e alto grau histolégico, bem como possiveis

diferencas entre as amostras com e sem a enzima mutante.

2.2. Especificos

2.2.1. Caracterizar espécimes de astrocitomas difusos de baixo e alto grau histologico
de individuos adultos que compdem biorrepositorio de instituicdo terciaria
brasileira, utilizando técnicas histoldgicas, imuno-histoquimicas e hibridacéo in

Situ.

2.2.2. Investigar, por técnica imuno-histoquimica, e descrever as distribuicdes
teciduais de IDH1R132H e das formas selvagens da IDH1 e IDH2 em espécimes
de astrocitomas difusos de baixo e alto grau histolégico de individuos adultos

que compdem biorrepositério de instituicdo terciaria brasileira.

2.2.3. Estabelecer método para semiquantificar a expressdo de IDH1R132H e das
formas selvagens da IDH1 e IDH2 em astrocitomas difusos de baixo e alto grau
histoldgico, a partir da andlise digital de cortes histolégicos submetidos a

imunomarcacao por peroxidase.

2.2.4. Pesquisar associagdes entre dados morfoloégicos e imuno-histoquimicos
(qualitativos e semiquantitativos), a respeito da expressao de IDH1R132H e das
formas selvagens da IDH1 e IDH2 em astrocitomas difusos de baixo e alto grau
histolégico, e dados clinicos e evolutivos de adultos que integram casuistica de

biorrepositorio de instituicdo terciaria brasileira.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp; CAAE: 30652420.0.0000.5404),
baseia-se em analise retrospectiva de espécimes cirargicos obtidos de pacientes
submetidos a cirurgia para tratamento de glioma e que tiveram acompanhamento
clinico e cirargico no Hospital de Clinicas (HC) da Unicamp, no periodo de 2010 a
2018.

O material analisado corresponde a cortes histologicos obtidos dos espécimes
cirdrgicos incluidos em blocos de parafina, os quais estdo arquivados no
Departamento de Patologia (DP), Area de Anatomia Patoldgica, da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp. Para selecédo dos espécimes cirurgicos, foram
revisadas as laminas histolégicas ja existentes no arquivo. As laminas com cortes
histol6gicos mais representativos de cada lesdo foram identificadas e selecionadas
juntamente com 0s seus respectivos blocos para as andlises imuno-histoquimica e
molecular. O numero total de espécimes estudados (n) foi estabelecido considerando
os critérios de incluséo e excluséo (vide abaixo). Desta forma, foram selecionados 25
individuos (n=25), sendo 10 com o diagnéstico histologico de glioma difuso de baixo
grau (n=10) e 15 com glioma difuso de alto grau (n=15), ambos com células
neoplasicas exibindo caracteristicas morfologicas astrocitarias (vide item 3.3). Além
disso, a confirmacédo da linhagem astrocitaria das neoplasias, bem como a definicéo
da nomenclatura diagnostica e do respectivo grau, foram realizadas considerando-se
0s critérios apresentados na 52 edi¢cao da Classificacdo de Tumores do SNC da OMS
para gliomas difusos de adultos (2-3, 58). (vide itens 3.3, 3.5 e 3.7).

Ainda, os seguintes dados clinicos foram obtidos por meio de pesquisa nos
prontuarios médicos dos individuos cujos espécimes foram avaliados: idade ao
diagnéstico histolégico, idade no momento da cirurgia, topografia da lesédo e idade ao

obito.

3.1. Critérios de incluséo
Pacientes adultos (maiores de 18 anos), de ambos os sexos, com diagnostico
histolégico de glioma difuso de baixo ou alto grau, com caracteristicas morfolégicas

astrocitarias, sem historia prévia de qualquer neoplasia e/ou tratamento oncologico, e
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cujos espécimes cirurgicos estivessem contidos em blocos de parafina em adequado

estado de conservacéo.

3.2. Critérios de excluséo
Qualquer paciente com diagnostico histolégico de glioma difuso de alto ou baixo
grau e cujas caracteristicas clinicas, ou do espécime cirdrgico correspondente, nao

estivessem contempladas nos critérios de inclusao.

3.3. Anélise microscoOpica dos espécimes cirargicos e diagndéstico histolégico

Cortes histoldgicos seriados de 4,0 ym foram obtidos dos blocos selecionados,
conforme os critérios de inclusédo e exclusdo, e corados pela hematoxilina e eosina
(HE) ou submetidos a reac6es imuno-histoquimicas (vide item 3.5).

Para avaliacdo diagndstica dos espécimes corados pela HE, foram
consideradas as seguintes caracteristicas citolégicas como sendo sugestivas de
diferenciacdo astrocitaria (astrocitoma) (2): nudcleos atipicos (arredondados ou
alongados, hipercromaticos e com limites irregulares) e citoplasma com
prolongamentos fibrilares. Ainda, foi valorizado o encontro de células neoplasicas
frequentemente descoesas ou, por vezes, distribuindo-se de forma a organizar fundo
de aspecto frouxo ou microcistico. Lesdes classificadas como de alto grau histologico
(ver adiante) exibiam atipias nucleares mais intensas (como contornos mais
irregulares, cromatina grosseira e/ou multinucleacao), alta relacdo nucleo/citoplasma
e menor frequéncia de prolongamentos citoplasmaticos. Com relacdo ao grau
histolégico, os tumores foram classificados como “de baixo grau” (grau 2 da OMS (2))
quando exibiram atipias nucleares, mas nao figuras de mitose, proliferacao
microvascular nem necrose. Por sua vez, foram diagnosticados como “de alto grau”
(grau 4 da OMS (2)) os tumores que apresentaram proliferacdo microvascular e/ou

necrose (Figuras. 3 e 4).



Figura 3. Achados histoldgicos representativos de astrocitoma, IDH mutante, grau 2 da OMS.

A — F) Neoplasia constituida por células exibindo atipias nucleares leves (irregularidade do contorno,
cromatina heterogénea e hipercromasia; setas amarelas), em fundo de aspecto fibrilar. Os campos
histolégicos apresentados em C e E correspondem a aumentos de maior magnitude do campo
apresentado em A. O mesmo se aplica aos campos apresentados em D, F e B, respectivamente.
Coloragdo com hematoxilina e eosina. Barras de escala: 100 um (A — B); 50 ym (C — D); 20 ym (E
-F).
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Figura 4. Achados histolégicos representativos de astrocitoma, IDH mutante, grau 4 da OMS
e de glioblastoma, IDH-selvagem, grau 4 da OMS. (continuagdo da pégina anterior) Em A,
neoplasia hipercelular, com areas viaveis e focos de necrose (setas amarelas). Em B e C, maiores
aumentos do componente neoplasico viavel apresentado em A. Notam-se células anaplasicas com
alta relacdo nucleo/citoplasma, irregularidade e hipercromasia nucleares (setas amarelas), por
vezes com binucleacgéo, em fundo de aspecto fibrilar denso. Em D, observa-se figura de mitose (seta
amarela), um achado neoplasico frequente. Em E, identifica-se proliferagdo microvascular
neoplasica (vasos com hiperplasia endotelial), com o aspecto comum em pseudoglomérulo (setas
amarelas). Em F, observa-se area de necrose (indicada por asterisco), outro aspecto
frequentemente observado, com destaque para a organizacdo das células neoplasicas adjacentes
em pseudopalicada (seta amarela). Coloragdo com hematoxilina e eosina (A — F). Barras de escala:
200 um (A); 100 um (B e F); 50 ym (C e E); 20 um (D).
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3.4. Confeccéo de bloco de tissue microarray (TMA)

ApGs a realizagdo de cortes histologicos (vide item 3.3), foram confeccionados
blocos de tissue microarray (TMA). Para confeccao destes blocos foram demarcadas
areas representativas de cada lesdo no respectivo corte histolégico. Em seguida, as
areas selecionadas foram identificadas nos materiais armazenados nos blocos
doadores. Assim, a partir das areas representativas de cada tecido emblocado, foram
obtidos cilindros de 3mm de diametro, os quais foram transferidos para o bloco
receptor (TMA). Para a confecgao do bloco de TMA foi utilizado o equipamento 8010
Tissue-Tek® Quick-Ray™ Tissue Microarray System, cat#8010, Sakura Finetek USA,
INC., 1750 West 214th street Torance, CA 90501 USA.

Especificamente, foi confeccionado um bloco receptor TMA para as lesdes de
baixo grau e outro para aquelas de alto grau. Para a orientagdo do posicionamento
dos espécimes em cada bloco de TMA, foi utilizada como referéncia amostra de tecido
hepatico normal. De cada bloco de TMA, foram realizados cortes histoldgicos seriados
de 3,0 um de espessura e corados pela HE ou submetidos a protocolo de hibridagéo

in situ por fluorescéncia (FISH; vide item 3.7).

3.5. Rea¢bes de imuno-histoquimica

De cada espécime incluido em bloco de parafina, cortes seriados de 4,0 ym
foram coletados em laminas histologicas previamente tratadas com 3-aminopropil-
trietoxi-silano (Sigma Chemical Company, EUA).

Para o protocolo de imunomarcacao, os cortes foram inicialmente fixados na
lamina em estufa a 60°C e desparafinizados com trés sequéncias de xilol por 10
minutos cada, em temperatura ambiente, hidratados em solucdo de concentracdes
decrescentes de etanol (100%, 80% e 50%) e lavados em agua destilada. A atividade
da peroxidase endogena foi inibida utilizando peroxido de hidrogénio a 10% em trés
incubacgdes de cinco minutos cada. Posteriormente, os cortes foram lavados em agua
destilada. Em seguida, foi realizada a recuperagéo antigénica em banho-maria a 90°C
por 1 hora utilizando-se solu¢ao tampéo Tris-EDTA pH 9,0 ou citrato de sédio pH 6,0,
conforme o anticorpo primario (Quadro 4). Apés, os cortes foram lavados em agua
destilada e colocados em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) a 10mM (pH
7,0).
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Os cortes foram incubados com os anticorpos primarios diluidos (Quadro 4) em
albumina sérica bovina (BSA) a 1% e azida sodica (NaN3) a 0,1% em PBS, em camara
Uumida por 1 hora, em estufa de 37°C. Depois, foram incubados em geladeira por 18
horas a 4°C. Apés a incubag¢do com os anticorpos primarios, os cortes foram lavados
em PBS e expostos a anticorpos secundarios conjugados com peroxidase em solucao
de revelacdo EnvisionTM Flex+® (Dako, cat#K8002, Glostrup, Denmark) por 1 hora a
37°C. A revelacédo foi realizada com substrato cromogénico 3,3 diaminobenzidina
(DAB) incubando em camara seca a 37°C durante 5 minutos e, posteriormente,
contracoradas com hematoxilina de Mayer durante 3 minutos. Terminada esta etapa,
as laminas foram desidratadas em solucéo de etanol a 100%, diafanizadas em xilol e

montadas em resina (Enthellan) (Figura 5).
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Figura 5. Representagcao esquematica das reagdes de imuno-histoquimica. Ver detalhes no texto.

Para cada marcador, todos os cortes foram reagidos simultaneamente. Além

disso, controles positivos e negativos foram utilizados para todas as reacoes.
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Especificamente, a expressao da proteina acida fibrilar glial (GFAP) foi avaliada
por ser um indicador de diferenciacédo astrocitaria em células normais e neoplasicas.
Em astrocitomas difusos do tipo adulto, a extensdo da expressdo de GFAP é tanto
maior quanto mais diferenciada (de menor grau histoldgico) for a lesdo. Por sua vez,
como abordado anteriormente (vide item 1), as proteinas IDH1R132H, ATRX e p53
foram investigadas para auxiliar a caracterizacdo dos gliomas difusos como

astrocitomas ou glioblastomas (2-3, 58).

Quadro 4 - Informacbes sobre os anticorpos primarios e respectivos métodos de

recuperacao antigénica (tampao e pH) utilizados nas reacdes imuno-histoquimicas.

Anticorpo | Clone/Cat# | Tampao pH Diluicéo Fabricante
GFAP #GA524 Citrato 6,0 1:500 Dako
IDH1R132H HO9 Citrato 6,0 1:250 Dianova
ATRX HPA001906 Citrato 6,0 1:800 Sigma
p53 DO-7 Tris-EDTA 9,0 1:500 Dako
IDH1 HPA035248 Citrato 6,0 1:1500 Sigma
IDH2 HPAO007831 Citrato 6,0 1:200 Sigma

3.6. Andlises das imunomarcacdes

Apbs as reacdes de imuno-histoquimica, as laminas foram escaneadas (Aperio
Scanscope CS2; #23CS100) e procedeu-se as analises das imagens digitalizadas dos
cortes histoldgicos.

Com relacdo a andlise qualitativa, foi avaliada a auséncia ou presenca de
imunomarcacao. Neste ultimo caso, descreveu-se o padréo observado (citoplasmatico
e/ou nuclear). Particularmente, as marcacdes para GFAP, IDH1R132H, ATRX e p53
foram realizadas para caracterizagdo da linhagem celular das neoplasias como
astrocitaria, levando-se em consideracdo também o status da codele¢édo 1p19q (vide
item 3.7).

Ainda, para os marcadores IDH1R132H, IDH1 e IDH2, procedeu-se a avaliacdo
semiquantitativa da distribuicao tecidual nos tumores de baixo e alto grau. No presente
estudo, a area de cada campo histolégico avaliado foi de 0.252 mm?, sendo que o

campo foi obtido a partir do aumento digital de 20x verificado no programa Aperio
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ImageScope® (versao 12.4.6, disponivel gratuitamente em
https://www.leicabiosystems.com/pt-br/imagem-de-patologia/manage/aperio-
imagescope/). Por espécime, foram avaliados de 5 a 10 campos histolégicos,
conforme a quantidade e o tamanho de fragmentos teciduais disponiveis. Para a
semiquantificacdo da marcacéao, foi utilizado o programa ImageJ® (versao 1.50i,
disponivel gratuitamente em https://www.nih.gov). Por meio deste programa, foi
inicialmente empregada a técnica de deconvolugéo, ou seja, separacao dos canais da
hematoxilina e da diaminobenzidina (DAB), por meio do plugin IHC Profiler (74). Apés,
o canal referente a DAB foi submetido a processamento para aumento de contraste
binario (thresholding, na versdo original do programa em inglés). Através desta
técnica, a imagem a ser analisada é convertida em informacao binaria, isto é, preto e
branco. Para tal conversao, o operador do programa define visualmente um ponto de
corte na escala de cinza que mantenha, da forma mais fidedigna possivel, as
caracteristicas da imunomarcacdo (intensidade, distribuicdo no campo histologico
avaliado e contraste com o fundo) observadas nas imagens coloridas (Figura 6).
Particularmente, a esta escala de cinza correspondem valores numéricos que variam
de O (preto) a 255 (branco). Desta forma, os pixels na escala de cinza abaixo do ponto
de corte se tornam brancos e, aqueles acima, pretos. Por fim, o programa calcula o
guociente de pixels positivos em relacdo ao total de pixels na imagem, fornecendo um
valor definido como a porcentagem de positividade na area correspondente a cada
campo histologico avaliado (75).
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Figura 6. Representacdo esqueméatica da andlise semiquantitativa das

imunomarcacdes. Ver detalhes no texto.

3.7. Hibridacao in situ por fluorescéncia (FISH)

A técnica de FISH foi realizada para a identificacdo da presenca ou auséncia
da codelecdo 1p/19q, com a finalidade de se caracterizar a linhagem dos gliomas
difusos de baixo grau como oligodendroglial ou astrocitaria, respectivamente (2). Foi
utilizado o kit ZytoLight® Glioma 1p/19q Probe Set (ZytoVision, cat#Z-2272-20,
Bremerhaven, Germany), conforme as especificacbes do fabricante.

Inicialmente, cortes de 3 ym foram obtidos dos blocos de TMA com fragmentos
representativos dos gliomas difusos de baixo grau e coletados em quatro laminas
silanizadas. Ap@s, os cortes foram desparafinizados em xilol por meio de trés banhos
de 10 minutos, seguidos de trés banhos de 5 minutos em alcool absoluto e trés banhos
de 2 minutos em agua destilada. A seguir, realizou-se pré-tratamento dos cortes com
tampéo citrato de sodio pH 6.0 10mM em banho-maria por 30 minutos, com posterior
digestdo enzimatica com pepsina por 2 minutos a 37°C, em hibridizador (3800 Dako,
Carpinteria, CA, USA). Nova lavagem foi realizada em solucédo salina por 5 minutos a
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temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram lavados em agua destilada,
submetidos a desidratacdo em alcool absoluto e secagem a temperatura ambiente.
Entdo, aplicou-se solucdo do kit para reduzir a autofluorescéncia por 20 minutos em
temperatura ambiente. Apos, foram feitas duas lavagens de 5 minutos em tamp&o de
lavagem do kit. Em seguida, as laminas foram secas ao ar e foram aplicados 10puL de
solucéo do kit com as sondas 1p36, 1925, 19913, 19p13 sobre os cortes, 0s quais
foram cobertos com laminulas. Entéo, as laminas foram colocadas em hibridizador
(3800 hibridizador Dako, Carpinteria, CA, USA) para o processo de desnaturacao por
10 min a 75°C e, posteriormente, incubadas para hibridacéo por 24h a 37°C.

ApOs as etapas de desnaturacao e hibridacéo, as laminas foram mergulhadas
em tampdo de lavagem previamente aquecido a 37°C até desprendimento das
laminulas. Entdo, foram realizados dois banhos em tampé&o de lavagem do kit por 5
minutos. Em seguida, as laminas foram desidratadas em alcool absoluto e secas a
temperatura ambiente. Por fim, aplicaram-se 15uL por corte de solucdo de 4',6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI; corante fluorescente com afinidade por acidos
nucléicos) para visualizacdo nuclear e os cortes foram cobertos com laminulas. As

laminas foram mantidas no escuro a 4°C até a analise das reacfes (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo esquemaéatica datécnica de Hibridagéo in situ por fluorescéncia
(FISH). Ver detalhes no texto.

A andlise dos sinais de cada sonda foi realizada em um microscépio de
fluorescéncia equipados com filtros verde e laranja (BM2100 NOVEL) com as
seguintes caracteristicas (verde — excitagcdo: 503nm / emissao: 528nm; laranja —
excitacdo: 547nm / emissdo: 572nm). Para cada espécime, foram contados 60
ndcleos de células neoplasicas. Especificamente, foram obtidos os nimeros médios
de sinais das regides 1p36 (regido de interesse), 1925 (controle), 19913 (regido de
interesse) e 19p13 (controle) por célula neoplasica. Foi considerada presenca de
codelecdo em uma amostra tumoral, quando as razdes 1p36/1g25 e 19q13/19p13
foram iguais ou inferiores a 0,8 (76-77) (Figura 7)

Na presente casuistica, ndo se identificou codele¢do 1p19q nos gliomas difusos
de baixo grau, sendo, portanto, afastado o diagndéstico molecular de
oligodendroglioma para estas lesdes, conforme recomendado na edicdo mais recente
da Classificacdo de Tumores do SNC da OMS (2).
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Desta forma, o presente estudo foi desenvolvido apenas com tumores
astrocitarios de baixo ou alto grau, em adultos, sendo a caracterizacdo das lesdes
realizada por meio da utilizagdo, em paralelo, de técnicas de imuno-histoquimica (vide
itens 3.5 e 3.6) e de FISH. A Figura 8 apresenta fluxograma de avaliacdo das lesbes
por meio dos dados histologicos e moleculares obtidos. Desta forma, as lesGes
estudadas foram classificadas como: astrocitoma, IDH mutante, grau 2 da OMS;
astrocitoma, sem outras especificagcdes (SOE), grau 2 da OMS; glioblastoma,
IDH selvagem, grau 4 da OMS ou astrocitoma, SOE, grau 4 da OMS. Os detalhes
referentes aos achados imuno-histoquimicos e moleculares que justificaram a
classificacdo de cada tumor sdo apresentados na préxima secao (Resultados),

juntamente com resultados de outras analises realizadas no mesmo espécime.
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Figura 8. Etapas da avaliacdo histoldgica e molecular dos gliomas difusos de adultos
da presente casuistica. Todos o0s tumores estudados foram caracterizados como
astrocitarios, sendo que os diagndsticos correspondentes a estas lesGes estdo destacados
em caixa com fundo escuro. Detalhes de cada espécime sdo apresentados na secao
Resultados. ATRX: do inglés, alpha-thalassemia/mental retardation, X-linked (avaliacédo
imuno-histoquimica). Codelecdo 1p/19q: delecdo completa dos cromossomos 1p e 19q
(avaliacdo através de hibridacdo in situ por fluorescéncia — FISH). DX: diagnéstico. IDH:
isocitrato desidrogenase. IDH1R132H: forma mutante R132H da IDH1 (avaliagdo imuno-
histoquimica). N: ndo. OMS: Organizacao Mundial da Saude. p53: proteina p53 (avaliacdo
imuno-histoquimica). S: sim. SOE: sem outras especificacdes (modificado a partir de
Horbinski et al., 2022 (58)).

3.8. Andlise estatistica

Para descricdo do perfil desta casuistica, foram calculados os valores de
frequéncia absoluta (n) e relativa (%) das variaveis categoricas (sexo, diagnostico

histoldgico e status (positivo/negativo) das imunomarcacgdes para IDH1 R132H e da



45

pesquisa da codelecdo 1p/19q), bem como estatisticas descritivas das variaveis
numeéricas (idade, sobrevida global e porcentagem de imunopositividade), com valores

de média, desvio padréo, valores minimo e méximo, mediana e quartis.

Para comparacdo das porcentagens de imunopositividade entre dois grupos
(baixo grau histolégico e alto grau histolégico; baixo grau histolégico imunopositivo
para IDH1R132H e baixo grau histolégico imunonegativo para IDH1R132H) foi
utilizado o teste de Mann-Whitney, devido a auséncia de distribuicdo normal das
variaveis e o tamanho reduzido dos grupos. Para analisar a relacdo da porcentagem
de imunopositividade com os dados clinicos dos pacientes foram utilizados o teste de
Mann-Whitney (comparacdo entre dois grupos) e o coeficiente de correlacdo de
Spearman (relacéo entre variaveis numéricas). O nivel de significAncia adotado para
0s testes estatisticos foi de 5% (P<0.05).

Para andlise estatistica foram utilizados o0s seguintes programas
computacionais: The SAS System for Windows (Statistical Analysis System, versao
9.4. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA) e R (versao 4.2.2. Copyright (C)
2022 The R Foundation for Statistical Computing).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas clinicas dos grupos

Para este trabalho, foram selecionados 10 casos de tumores astrocitarios de
baixo grau e 15 de alto grau. As caracteristicas clinicas dos individuos portadores das
lesGes estdo apresentadas no Quadro 5.

Considerando as les@es de baixo grau, a casuistica foi composta em 70,0% por
mulheres e 30,0% por homens. No grupo de lesdes de alto grau, 66,7% dos individuos
eram homens e 33,3%, mulheres.

Com relacdo a idade ao diagndstico, os individuos do grupo baixo grau
apresentaram menor idade do que aqueles do grupo alto grau (35,1 + 8,9 (média +
desvio-padrao) e 52,2 £ 15,6, respectivamente; p=0,007).

Levando em conta a topografia das lesbes, a maior parte se encontrava a
esquerda no grupo baixo grau (60,0%) e a direita, no grupo alto grau (60,0%).
Especificamente, no grupo baixo grau, as localiza¢des foram: lobo temporal (30,0%),
frontal (20,0%), fronto-parietal (20,0%), fronto-parieto-temporal (20,0%) e parietal
(10,0%). Para as lesdes de alto grau, as frequéncias das localiza¢des foram: lobo
frontal (53,3%); temporal (13,3%), parietal (13,3%), temporo-parietal (13,3%) e
temporo-occipital (6,7%).

Sobre a idade dos individuos na ocasido do tratamento cirdrgico, o grupo baixo
grau apresentou média de idade menor, em comparacdo com o grupo alto grau (35,1
+8,9 e 52,3 + 15,5, respectivamente; p=0,007).

Por sua vez, a média do tempo de seguimento foi maior para os pacientes do
grupo baixo grau (1.542,7 + 1.237,2 dias), ao se comparar com a media do grupo alto
grau (420,8 + 585,6 dias; p=0,0061).

Ao longo do periodo de acompanhamento dos individuos, a mortalidade
detectada para o grupo baixo grau foi de 30,0%, ao passo que para o grupo alto grau
foi de 60,0%. No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica entre tais frequéncias
de mortalidade (p=0,2262). Por outro lado, ao se levar em conta as curvas de
sobrevida dos dois grupos, houve diferenca significativa favorecendo o grupo baixo
grau (1007,44 + 139,41 dias), quando comparado com o grupo alto grau (345,30 +
54,54 dias; p=0,0118).
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4.2. Caracteristicas histopatoldgicas dos grupos

Os achados histopatologicos dos tumores da presente casuistica estao
esquematizados nos Quadros 6 e 7. Todas as lesOes avaliadas apresentaram: padréo
de crescimento difuso (infiltracdo aleatodria de ceélulas neoplasicas no parénquima
cerebral normal adjacente), caracteristicas citologicas sugestivas de diferenciacao
astrocitaria (atipias nucleares e prolongamentos citoplasmaticos fibrilares) e critérios

para baixo ou alto grau (vide itens 3.3 e 4.2.2; Figuras 3, 4, 12, 13 e 14).
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4.2.1. Caracterizacdo das neoplasias em funcdo da imunoexpressao da forma
mutante R132H da IDH1

Uma vez confirmado o padréo de crescimento difuso dos gliomas, procedeu-se
a avaliacado imuno-histoquimica da forma mutante R132H da IDH1 com a finalidade
de caracterizacdo qualitativa (positividade ou negatividade) das lesdes.
Independentemente do grau da neoplasia, 28,0% das 25 lesGes avaliadas foram
positivas para esta forma mutante da IDH1 (Quadros 6 e 7) Nestes casos, observou-
se padrdo de marcacdo citoplasmatico difuso, por vezes com distribuicao
predominando em regido perinuclear (Figuras 9 e 10). Assim, 72,0% de todas as
lesBes avaliadas foram negativas (Figura 11).

Especificamente, em se considerando o grau (vide itens 3.3 e 4.2.2), 50,0% e
13,3% dos tumores de baixo e de alto grau, respectivamente, foram imunopositivos
para IDH1R132H (Quadros 6 e 7; Figuras 9 a 10).
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Figura 9. Imunomarcacao para a forma mutante R132H da isocitrato desidrogenase 1 (IDH1

R132H) em astrocitoma, IDH mutante, grau 2 da OMS. Em A e B, campos histolégicos de espécimes
diferentes imunopositivos para IDH1 R132H, cujos maiores aumentos sao apresentados em C e D,
respectivamente. As setas amarelas indicam as mesmas células observadas nos campos histolégicos
correspondentes de maior e menor magnitude. Positividade para IDH1 R132H foi observada em
padrdo citoplasmatico, por vezes com predominio perinuclear. A — D) Imunoperoxidase e

contracoloracao com hematoxilina. Barras de escala: 100 um (A e B); 50 um (C e D).
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Figura 10. Imunomarcagao para a forma mutante R132H da isocitrato desidrogenase 1 (IDH1

R132H) em astrocitoma, IDH mutante, grau 4 da OMS. Em A e B, campos histolégicos de tumores
imunopositivos para IDH1 R132H, cujos maiores aumentos sao apresentados em C e D,
respectivamente. As setas amarelas indicam as mesmas células observadas nos campos histologicos
correspondentes de maior e menor magnitude. O padrdao de marcagéao verificado foi citoplasmatico
difuso, com ocasional predominio perinuclear. A — D) Imunoperoxidase e contracoloragdo com

hematoxilina. Barras de escala: 100 um (A e B); 50 um (C e D).
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Figura 11. Imunomarcacgao para a forma mutante R132H da isocitrato desidrogenase 1 (IDH1
R132H) em gliomas difusos. Em A e B, campos histolégicos representativos de diferentes espécimes
imunonegativos para IDH1 R132H. Andlises morfoldgicas, moleculares e/ou de imuno-histoquimica
favoreceram a caracterizagéo das neoplasias como astrocitoma, sem outras especificagées, grau 2 da
OMS (A) ou glioblastoma, IDH selvagem, grau 4 da OMS (B). Especificamente, a neoplasia indicada
em A corresponde a um glioma difuso de baixo grau, GFAP-positivo, com perda da expressao nuclear
de ATRX e sem codel 1p/19q. As setas amarelas indicam células com nucleos atipicos (irregulares e

hipercromaticos), em fundo fibrilar. A e B) Imunoperoxidase com contra-coloragao pela hematoxilina.
Barras de escala: 50 ym (A e B).
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4.2.2. Caracterizacdes molecular e imunofenotipica da linhagem glial e do grau
das neoplasias

Em paralelo, procedeu-se a confirmagédo molecular da linhagem (astrocitéria ou
oligodendroglial) das lesGes de baixo grau por meio da técnica de FISH. Assim, foi
verificada auséncia da codelecdo dos cromossomos 1p e 19q em 90% dos espécimes
(Quadro 6; Figuras 7 e 12). Tal achado exclui a possibilidade de linhagem
oligodendroglial e confirma a natureza astrocitaria das neoplasias estudadas.

Particularmente, na les@o do individuo #6, foi observada razdo 1p36/1g25 no
valor de 0,90, sendo que houve descolamento do corte durante o processamento do
material para analise dos resultados das sondas 19q13/19p13. Desta forma, foi
possivel apenas obter resultado referente ao status do cromossomo 1p. Visto que ndo
se observou delecéo 1p, independentemente do status do cromossomo 19q, a lesao
ja ndo se caracterizaria para codelecéo, o que é obrigatorio para considerar linhagem
oligodendroglial. Ja os cortes utilizados para a analise do tumor do paciente #4
descolaram durante o processamento do material. Assim, a caracterizagdo molecular
nao foi possivel, sendo necesséria a utilizacdo de dados de imunomarcacéo para
apoiar a natureza astrocitaria da lesédo (Quadro 6).

Por sua vez, reacdes imuno-histoquimicas para GFAP, ATRX e p53 também
foram realizadas para avaliar a natureza astrocitaria dos gliomas. Especificamente,
todas as lesbes de baixo grau apresentaram positividade citoplasmatica para GFAP,
marcador de diferenciacdo astrocitaria. Além disso, 70% evidenciaram perda da
expressao nuclear de ATRX, também favorecendo diferenciacdo astrocitaria. Por sua
vez, 30% dos tumores foram considerados positivos para p53 mutante, ou seja,
estimou-se que mais de 10% das células neoplasicas em cada amostra possuiam
marcacdo nuclear forte. Nas lesfes consideradas negativas, foi estimado um
percentual de positividade para p53 em menos de 1% dos nucleos (Quadro 6; Figura
13). Neste contexto, seguindo os critérios da WHO CNS5, as les6es com perda da
expressao de ATRX também tiveram sua histogénese astrocitaria confirmada pelos
dados de imunofenotipagem. Além disso, a imunopositividade para GFAP e
positividade para p53 em mais de 10% das células apoiaram tal histogénese.
Particularmente, a lesdo correspondente ao paciente #4, foi identificada como
astrocitaria devido ao fato de mostrar perda da expressdo de ATRX e positividade
para GFAP, visto que a confirmacdo da codel 1p/19q nado foi possivel devido as

guestdes técnicas apresentadas acima (Quadro 6; Figuras 5 e 13).
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Sobre os tumores de alto grau, a avaliagdo de imunomarcacdo mostrou que
todos apresentaram células com positividade citoplasmatica para o marcador
astrocitario GFAP, com distribuicdo irregular e em diferentes propor¢des. Ainda, as
marcacgdes nucleares para ATRX e para p53 foram variaveis. De fato, a maioria das
lesBes (87,0%) exibiram retencao da expressdo de ATRX, ao passo que 33,0% delas
exibiram positividade para p53, esta Ultima estimada em mais de 10% dos nucleos.
Assim, considerando-se em conjunto, as caracteristicas morfoldgicas,
imunopositividade para GFAP e os achados de alto grau nestas lesbes — conforme
detalhado a seguir e no item 3.3 — também se confirmou a natureza astrocitaria destas
lesBes (Quadro 7; Figuras 4 e 14).

Desta forma, as avaliagbes morfoldgicas, moleculares e imuno-histoquimicas
permitiram a caracterizacdo da linhagem glial astrocitaria dos presentes gliomas
difusos. Por fim, as lesGes que apresentaram apenas atipias nucleares (ou seja,
auséncia de figuras de mitose frequentes, proliferacdo microvascular e necrose) foi
atribuido o grau 2 (baixo grau) da OMS. Aquelas com proliferacdo microvascular e
necrose foi atribuido o grau 4 (alto grau) da OMS (Figuras 3, 4, 12, 13 e 14).
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Figura 12. Pesquisa do status da codele¢ao 1p/19q em glioma difuso de baixo grau histolégico

por meio da técnica de FISH. A— D) Fotomicrografias representativas de neoplasia, cuja investigagao
histopatolégica complementar corroborou um astrocitoma, IDH mutante, grau 2 da OMS (ver Figuras
3 e 13). Em A e B, sinais emitidos pelas sondas correspondentes as regides 1925 (controle; filtro
verde) e 1p36 (regido de interesse; filtro laranja), respectivamente. O mesmo nucleo esta indicado por
setas amarelas, sendo que nao se observa perda/deleg¢ado da regido de interesse. Em C e D, sinais
emitidos pelas sondas correspondentes as regides 19p13 (controle; filtro verde) e 19913 (regido de
interesse; filtro laranja), respectivamente. O mesmo nucleo esta indicado por setas azuis, sendo que
nao se observa perda/delecdo da regidao de interesse. Neste espécime, as razdes 1p36/1925 e
19913/19p13 foram, respectivamente, 0,98 e 0,96, indicando auséncia de codelegdo 1p/19q. Tal

achado confirmou a linhagem astrocitaria do glioma difuso.
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Figura 13. Achados histoldgicos e de imunomarcacao representativos de astrocitoma, IDH

mutante, grau 2 da OMS. Em A, neoplasia constituida por células exibindo atipias nucleares leves
(irregularidade do contorno, cromatina heterogénea e hipercromasia; setas amarelas), em fundo de
aspecto fibrilar. Em B, imunopositividade para GFAP nos prolongamentos citoplasméticos das células
neoplasicas (setas amarelas). Em C, nota-se negatividade para ATRX nos ndcleos tumorais (setas
azuis). No detalhe, observa-se marcagdo em controle interno positivo correspondendo a nucleo de
neurdnio em cortex cerebral (seta amarela). Em D, verificam-se nucleos de células neoplasicas
positivos (setas amarelas) ou negativos (setas azuis) para proteina p53. A imunomarcacao para p53
foi estimada em cerca de 10% das células tumorais. Investigagéo imuno-histoquimica complementar
evidenciou expressdo de IDH1 R132H (ndo apresentada nesta figura). A) Coloragdo com
hematoxilina e eosina. B — D) Imunoperoxidase e contracoloracdo com hematoxilina. Barras de
escala: 50 ym (A — D); 10 uym (detalhe em C).
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Figura 14. Achados histolégicos e de imunomarcacdo representativos de astrocitoma, IDH
mutante, grau 4 da OMS e glioblastoma, IDH-selvagem, grau 4 da OMS. (continua na pagina

seguinte)
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Figura 14. Achados histolégicos e de imunomarcacdo representativos de astrocitoma, IDH
mutante, grau 4 da OMS e glioblastoma, IDH-selvagem, grau 4 da OMS. (continuacéo da pagina
anterior) Em A, neoplasia hipercelular constituida por células atipicas com irregularidade de
contorno nuclear, hipercromasia e cromatina heterogénea (seta amarela), em fundo fibrilar denso.
Foram observadas, ainda, mitoses, proliferacdo microvascular e areas de necrose (nao
apresentadas nesta figura). Em B, imunopositividade para GFAP no citoplasma e nos
prolongamentos citoplasmaticos das células neoplasicas (seta amarela). Em C e D, fotomicrografias
de espécimes diferentes submetidos a imunomarcacéo para ATRX. Em C, verifica-se positividade
para ATRX nos nucleos neoplasicos (setas amarelas). Em D, nota-se imunonegatividade para ATRX
nos nucleos do glioma (setas amarelas) e marcacdo em controle interno positivo (ndcleo de
neurbnio; seta azul). Em E e F, fotomicrografias de espécimes diferentes submetidos a
imunomarcacéo para proteina p53. Em E, verifica-se que a maioria dos nucleos neoplasicos exibem
positividade forte (setas amarelas). Em F, nota-se imunonegatividade nos nicleos do tumor (setas
amarelas). A) Coloracdo com hematoxilina e eosina. B — F) Imunoperoxidase e contracoloragdo com

hematoxilina. Barras de escala: 50 um (A — F).
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4.2.3. Diagnostico neuropatolégico das neoplasias no presente estudo

Tendo por base as caracteristicas morfologicas (glioma difuso, com fei¢cdes

astrocitarias e de alto ou baixo grau histologico), moleculares (codelecao 1p/19q para

lesbes de baixo grau) e imunofenotipicas apresentadas no item anterior, bem como

os critérios e orientacbes da WHO CNS5, foram estabelecidos diferentes diagnosticos

para as lesdes na presente casuistica (Figura 8; Quadros 5 a 7):

a) Astrocitoma, IDH mutante, grau 2 da OMS: gliomas difusos astrocitarios, com

imunopositividade para a forma mutante R132H da IDH1 e auséncia de figuras

de mitose frequentes, proliferacdo microvascular e necrose;

b) Astrocitoma, sem outras especificagdes (SOE), grau 2 da OMS: gliomas difusos

astrocitarios em individuos com idade inferior a 55 anos ao diagnéstico, com
imunonegatividade para a forma mutante R132H da IDH1 e auséncia de figuras
de mitose frequentes, proliferacdo microvascular e necrose.

Glioblastoma, IDH selvagem, grau 4 da OMS: gliomas difusos astrocitarios em
individuos com idade de 55 anos ou mais ao diagnéstico, com
imunonegatividade para a forma mutante R132H da IDH1 e presenca de

proliferacdo microvascular e necrose;

d) Astrocitoma, SOE, grau 4 da OMS: gliomas difusos astrocitarios com perda da

expressdo nuclear de ATRX e presenca de proliferacdo microvascular e

necrose.

Feita a caracterizacdo astrocitaria das neoplasias e atribuidos os respectivos

graus (considerando parametros morfolégicos), passamos a investigar, por analise

imuno-histoquimica, eventual repercussdo da expressdo da forma mutante mais

comum da IDH1 (IDH1R132H) sobre a expresséo e distribui¢céo tecidual das isoformas
1le2dalDH.
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4.2.4. Expressao da forma mutante IDH1R132H e das isoformas 1 e 2 da IDH nos

tumores de baixo e alto grau

Além da finalidade de caracterizacdo das lesdes, a imunomarcacao da forma
mutante R132H da IDH1 foi avaliada para investigar associacdo com a expressao e
distribuicdo tecidual das isoformas 1 e 2 da IDH. Para este objetivo, as marcacdes
imuno-histoquimicas foram analisadas de forma digital, por meio do programa
ImageJ®.

Como mencionado anteriormente, a mutacao da IDH1R132H foi encontrada em
50% das amostras de baixo grau e em 13,3% daquelas do grupo alto grau.
Independente do grau da lesdo, o padrao de marcacao observado foi citoplasmatico
difuso, com ocasional predominio perinuclear (Quadros 6 e 7; Figuras 9 e 10). Nao foi
observada diferenca entre as frequéncias de amostras positivas ao se comparar 0s
dois grupos (p=0,0752).

A andlise digital das marcac¢fes evidenciou que a média dos percentuais de
expressao (distribuicao tecidual) no grupo baixo grau (tumores que receberam grau 2
da OMS) foi de 5,20 + 5,60% e de 1,80 + 4,80% no grupo alto grau (tumores que
receberam grau 4 da OMS), ndo sendo verificada diferenca significativa (p=0,1234)
(Quadros 6 e 7; Figuras 9, 10, 19).

Com relagédo a imunopositividade para a isoforma 1 da IDH (selvagem), foi
observado padrédo citoplasmaético, forte e difuso. Os achados microscépicos que
caracterizaram tal padrao foram essencialmente similares em espécimes com ou sem
imunoexpressao da IDH1R132H, independentemente do grau da neoplasia (Figuras
15 e 16). Sobre a avaliacdo semiquantitativa da marcacao, a média dos percentuais
de expresséao (distribuigcéo tecidual) no grupo baixo grau foi significativamente menor
gue no grupo alto grau (14,20 £ 1,70% e 16,40 + 1,60%, respectivamente; p=0.0051)
(Quadros 6 e 7; Figuras 15, 16 e 19).

Por fim, a marcacédo para a isoforma 2 da IDH (selvagem), exibiu padréo
citoplasmatico, forte, granular, por vezes de forma difusa ou predominando na
periferia. De forma semelhante ao verificado para a IDH1 selvagem, o padrao
morfolégico da positividade para IDH2 selvagem néo variou entre tumores com ou
sem imunoexpresséao da IDH1R132H. Também néo foi verificada diferenca qualitativa
entre lesGes de alto ou baixo grau (Figuras 17 e 18). A avaliacdo semiquantitativa ndo

mostrou diferenca significativa entre as médias dos percentuais de expressdo dos
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grupos baixo e alto grau (15,10 = 1,80% e 14,90 + 2,0%, respectivamente; p=0.6773)
(Quadros 6 e 7; Figura 19).

Figura 15. Imunomarcacdo para a forma selvagem da isocitrato desidrogenase 1 em

astrocitoma, IDH mutante, grau 2 da OMS. Em A e B, campos histolégicos de espécimes diferentes
imunopositivos para IDH1 R132H, cujos maiores aumentos sdo apresentados em C e D,
respectivamente. As setas amarelas indicam as mesmas células observadas nos campos histol6gicos
correspondentes de maior e menor magnitude. Observa-se positividade em padrdo citoplasmatico,
forte e difuso, o qual também foi verificado em espécimes imunonegativos para IDH1 R132H. A — D)
Imunoperoxidase e contracoloragdo com hematoxilina. Barras de escala: 100 ym (A e B); 50 um (C e
D).
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Figura 16. Imunomarcacdo para a forma selvagem da isocitrato desidrogenase 1 em

glioblastoma, IDH-selvagem, grau 4 da OMS. Em A e B, campos histol6gicos de espécimes
diferentes, cujos maiores aumentos sdo apresentados em C e D, respectivamente. As setas amarelas
indicam as mesmas células observadas nos campos histolégicos correspondentes de maior e menor
magnitude. Observa-se positividade em padréo citoplasmatico, forte e difuso, o qual também foi
verificado em espécimes imunopositivos para IDH1 R132H. A — D) Imunoperoxidase e
contracoloragdo com hematoxilina. Barras de escala: 100 ym (A e B); 50 ym (C e D).
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Figura 17. Imunomarcacdo para a forma selvagem da isocitrato desidrogenase 2 em

astrocitoma, IDH mutante, grau 2 da OMS. Em A e B, campos histol6gicos de espécimes diferentes
imunopositivos para IDH1 R132H, cujos maiores aumentos sdo apresentados em C e D,
respectivamente. As setas amarelas indicam as mesmas células observadas nos campos histolégicos
correspondentes de maior e menor magnitude. Verifica-se positividade em padrao citoplasmético, forte,
granular e difuso (setas amarelas em C e D) ou com distribuigao preferencial na periferia do citoplasma.
Tal padréo foi verificado de forma similar em espécimes imunonegativos para IDH1 R132H. A — D)
Imunoperoxidase e contracoloracdo com hematoxilina. Barras de escala: 100 um (A e B); 50 um (C e
D).
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Figura 18. Imunomarcacgao para a forma selvagem da isocitrato desidrogenase 2 em astrocitoma
grau 4 da OMS. Em A e B, campos histoldgicos de espécimes diferentes, cujos maiores aumentos séo
apresentados em C e D, respectivamente. As setas amarelas indicam as mesmas células observadas
nos campos histolégicos correspondentes de maior e menor magnitude. O padrao de marcagéao foi
citoplasmatico, forte, granular e difuso, por vezes com distribuicdo preferencial na periferia do
citoplasma (setas azuis em C), sendo que nao foi observada diferenga entre espécimes com
imunopositividade ou imunonegatividade para IDH1 R132H. Nesta figura, A e C correspondem a um
astrocitoma, IDH mutante, grau 4 da OMS. B e D correspondem a um astrocitoma, sem outras
especificagdes, grau 4 da OMS (lesdo imunonegativa para IDH1 R132H em individuo com 25 anos de
idade, ndo sendo possivel excluir mutagdo nao-canbnica da IDH1). A — D) Imunoperoxidase e

contracoloragcao com hematoxilina. Barras de escala: 100 um (A e B); 50 um (C e D).
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Figura 19. Representacdes graficas das avaliagbes semiquantitativas das imunomarcacdes
para a forma mutante R132H da IDH1 e formas selvagens da IDH1 e IDH2 em preparados
histolégicos de astrocitomas grau 2 ou grau 4 da OMS. Em A, apresentam-se 0s tumores
separados em grupos de baixo ou alto grau histoldgico, ou seja, grau 2 ou 4 da OMS, respectivamente.
Em B, apresentam-se apenas o0s tumores de baixo grau histolégico agrupados conforme a
imunopositividade (mut IH +) ou negatividade (mut IH —) para IDH1 R132H. Para cada grupo, estdo
apresentadas as médias dos percentuais expressao (percentual de pixels positivos considerando-se
0 numero total de pixels em cada campo histologico avaliado) por individuo. Os graficos de disperséo
estdo apresentados por mediana no eixo horizontal e intervalo interquartil no eixo vertical. Detalhes
sobre as diferengas entre 0s grupos séo apresentados no texto (teste de Mann-Whitney; *p < 0.05; **p
< 0.001).
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4.2.5. Expresséo das isoformas 1 e 2 da IDH com base no status da mutacéao

IDH1R132H nos tumores de baixo grau

Especificamente, no grupo baixo grau, 50% das amostras mostraram
imunopositividade para a forma mutante R132H da IDH1. A titulo de validacdo da
técnica empregada aqui para analise semiquantitativa, a média dos percentuais de
expressao (distribuicdo tecidual) mostrou diferenca significativa entre as amostras
com e sem a mutacéo (10,35 = 0,74 e 0,00 £ 0,0, respectivamente; p<0,0001).

Em seguida, procedeu-se a analise comparativa da média dos percentuais de
expressao (distribuicdo tecidual) das isoformas selvagens da IDH1 e IDH2 nos
tumores de baixo grau, considerando as lesbes com e sem a mutagdo. N&o foi
verificada alteracdo na expressdo da IDH1 (com mutacdo: 14,40 = 2,30%; sem
mutacdo: 14,10 = 0,90%; p=0,2963) nem da IDH2 (com mutacado: 15,60 = 1,0%; sem
mutacao: 14.70 + 2.40%; p=0,8345) (Quadro 6; Figura 19).

O estudo da expresséao (distribuicdo tecidual) das isoformas selvagens 1 e 2
em fung&o da expressao ou ndo da IDH1R132H n&o foi realizado para as lesdes de
alto grau. De fato, apenas duas amostras deste grupo apresentaram

imunopositividade para esta forma mutante da IDH1, inviabilizando andlise estatistica.

4.2.6. Correlacao entre a expressao da forma mutante IDH1R132H e a expressao

das isoformas selvagens 1 e 2 da IDH

Para avaliacdo da correlacdo entre a expressao da forma mutante IDH1R132H
e das isoformas selvagens 1 e 2 da IDH foram consideradas, inicialmente, todas as
lesbes de baixo e alto grau (n=7) positivas para a mutagdo. Nao foi encontrada
correlacéo entre as expressdes da forma mutante e da selvagem da IDH1 (coeficiente
de correlacdo de Spearman (r)=0,17857; p=0,7017), assim como entre a forma
mutante da IDH1 e a selvagem da IDH2 (r=-0,07143; p=0,8790).

Ao se considerar apenas 0s tumores de baixo grau imunopositivos para
IDH1R132 (n=5), também n&o foi verificada correlagdo entre a expresséo das formas
mutante e selvagem da IDH1 (r=0,20000; p=0,7471) ou entre a IDH1R132H e a forma
selvagem da IDH2 (r=0,60000; p=0,2848).
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5. DISCUSSAO

Na presente casuistica, verificamos uma razdo de homens para mulheres de

0,43:1 nas lesBes de baixo grau e de 2:1 nas lesdes de alto grau. Em relatos prévios,
baseados principalmente em critérios diagndsticos prévios a WHO CNS5, a razédo de
homens para mulheres acometidos por glioblastoma (incluindo lesées com IDH
comprovadamente selvagem) varia de 1,28 a 1,6:1 (78-79). Esta razao foi semelhante
aquela observada em nossa casuistica para lesdes de alto grau. Todavia, para os
astrocitomas com mutacdo da IDH e de grau 2 ou 3, observa-se leve predomino
masculino em relatos prévios (80). Tal observacédo nao foi constatada em nosso grupo

de baixo grau, o que pode ser consequente a amostragem pequena.

Quanto a idade de apresentacao, relatos prévios indicam que a mediana para
0s astrocitomas, IDH-mutantes, graus 2 ou 3 é de 38 anos. Tal idade é semelhante
aguela verificada em nossa casuistica para as lesdes de baixo grau 35,1 + 8,9 anos
(média + desvio-padrao) (80-81). Além disso, sabe-se que gliomas difusos de maior
grau se apresentam em individuos mais velhos (81). De fato, o pico de incidéncia de
glioblastoma, IDH-mutante é entre 55 e 85 anos de idade, uma faixa etaria que inclui
a média das idades dos pacientes do nosso grupo de alto grau, ou seja, 52,2 + 15,6
anos (82). E possivel que as lesdes de alto grau ocorram em individuos mais idosos
pois (1) esses pacientes tém mais tempo de acumular mutacfes necessarios para as
lesbes de maior grau ou (2) h4 maior tempo para progresséao de lesées de baixo grau

para alto grau (83).

Levando-se em conta o tempo de sobrevida apds o diagndstico histoldgico, foi
verificado na presente casuistica maior sobrevida no grupo com astrocitomas de baixo
grau (grau 2 da OMS; 1007,44 = 139,41 dias), quando comparado com o grupo dos
astrocitomas de alto grau (grau 4 da OMS; 345,30 = 54,54 dias; p=0,0118). Este
achado é esperado uma vez que o grau da lesédo tem relacao inversa com o tempo de
sobrevida (84-86). Ainda, é notavel que tanto para astrocitomas IDH-mutantes quanto
para glioblastomas IDH selvagem, pacientes mais jovens tendem a apresentar maior
sobrevida (85,87-89). Dessa forma, € possivel propor que a menor idade ao
diagndstico no grupo baixo grau tenha contribuido com maior tempo de sobrevida, em

comparag¢ao com o grupo alto grau.

Antes da progressao da discussao é importante observar um ponto importante

relativo & nomenclatura das les6es. Os diagndsticos e especificacdes histoldgicas e
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moleculares da presente casuistica foram feitos levando em conta os critérios da WHO
CNS5 de 2021. Todavia, as referéncias citadas cuja data antecedem a publicacao
desses critérios se basearam em recomendacfes mais antigas da OMS para o
diagnostico anatomo patoldgico. Dessa forma, € possivel que haja pequenas
diferencas entre as classificacdes adotadas no presente trabalho e nas referéncias

pré 2021 aqui citadas.

Como abordado previamente no presente trabalho, o estudo da mutacao da
IDH se tornou imprescindivel para a adequada classificacdo dos gliomas difusos do
tipo adulto a partir da WHO CNS 5 (2). Dessa forma, o presente trabalhou buscou
caracterizar a expressao da forma mutante mais comum da IDH1 assim como das
formas selvagens da IDH1 e IDH2 em amostra de gliomas humanos difusos do tipo

adulto em instituicdo terciaria brasileira.

Especificamente, realizamos a avaliagdo qualitativa da imunopositividade para
a mutacdo R132H da IDH1. Neste sentido, considerando-se a identificagdo da forma
mutante mais comum da proteina IDH1, notou-se frequéncia maior no grupo de baixo
grau (50,0%) do que no grupo de alto grau (13,3%). Tais dados sdo compativeis com
agueles apresentados por outros autores e indicam relagao inversamente proporcional
entre a ocorréncia de mutacdo da IDH1 e o grau dos gliomas difusos em adultos.
Especificamente, Mellinghoff et al. (2021) relataram que astrocitomas difusos IDH-
mutante, oligodendrogliomas IDH-mutante, 1p/19g-codeletados, astrocitomas difusos
IDH-selvagem e glioblastomas apresentam mutagéo da IDH em cerca de 80% e 17%
dos casos de baixo e alto grau, respectivamente (a época de avaliacdo indicados
como grau I, lll e IV da OMS) (90-95).

Uma possivel hipotese para o0 encontro de tais frequéncias de
imunopositividade para IDH1R132H em lesbes de baixo e alto grau decorreria do fato
de que a mutacdo da IDH parece ser um evento precoce na fisiopatogénese de
gliomas difusos humanos de baixo grau (96). Nesse sentido, astrécitos imortalizados
expressando IDH1R132H apresentam niveis elevados de 2-hidroxiglutarato,
concentracdes reduzidas de NADPH, assim como aumento da proliferacéo celular,
sugerindo um fenétipo oncogénico (97). Entretanto, a formacao de gliomas in vivo em
modelos de camundongos so foi possivel com a inducdo de alteracbes genéticas
concomitantes a mutacdo IDH1R132H, incluindo inativacdo do ATRX (97). Dessa

forma, é possivel notar que, a despeito do fato de a mutacdo da IDH1 ser associado
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a oncogénese em gliomas de baixo grau, ela parece nao ser suficiente por si s e
deve ser associada a outras alteracbes genéticas (98-99). Nesse sentido,
aproximadamente 90% dos gliomas de baixo grau com mutacdo da IDH1R132H e
sem codelecdo 1p/19q também apresentam mutacdes da p53 e inativacdo do ATRX
(99). Ainda, é notavel que os gliomas com perda de ATRX apresentam alongamento
alternativo dos telébmeros (ALT), permitindo alongamento anémalo dos telémeros e
inibindo a senescéncia celular (97-100). Dessa forma, lesdes de baixo grau
apresentariam mais comumente imunopositividade para IDH1R132H do que lesdes
de alto grau, pois na génese das primeiras tal mutacéo ocorreria como um dos eventos
iniciais mais frequentes. Por sua vez, a gliomagénese das lesdes de alto grau
envolveria a participacdo de alteragbes moleculares adicionais e posteriores
caracterizando lesdes molecularmente distintas daquelas de baixo grau (101).

Progredindo a avaliacdo da mutacdo da IDH1R132H, foi realizada avaliacdo
semiquantitativa de sua expressao por meio do software ImageJ. Nesse sentido, a
média do percentual de area marcada para as lesbes de baixo grau foi de 5,20 +
5,60%, enquanto que para as lesdes de alto grau foi de 1,80 + 4,80%. N&o houve
diferenca estatistica entre esses dois valores (p=0,1234). Apesar da auséncia de
significancia estatistica, a tendéncia para uma maior expressédo da IDH1R132H em
lesGes de baixo grau pode ser explicada com base em vias diferentes de oncogénese
ao se comparar com as lesdes de alto grau. Especificamente, lesdes de baixo grau
seriam mais dependentes da mutacao da IDH1 para sua patogénese, enquanto que

as de alto grau constituiram um grupo com génese molecular mais complexa (101).

hY

Um ponto relativo & mutacdo da IDH1 é que essa cursa com aumento do
consumo celular de NADPH levando a diminuicdo de seus niveis celulares (97).
Especificamente, a forma selvagem da IDH gera a forma reduzida NADPH a partir de
NAP+, enquanto que a forma mutante consome tal NADPH interferindo no equilibrio
oxidativo da célula (97-101,18). Nesse sentido, nota se uma relacdo funcional entre
as formas selvagem e mutante da IDH intermediada pelo sistema NADPH/NADP+.
Assim, no presente trabalho optamos por estudar a imunomarcacdo das formas
selvagens da IDH1 e 2 e avaliar se a presenca da mutacdo IDH1R132H interferiria em

suas distribui¢cdes teciduais.

Quanto a IDH1 selvagem, os resultados da presente investigacao evidenciaram

que sua distribuicdo tecidual varia conforme o grau da lesdo. Especificamente, a
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expressao semiquantitativa da IDH1 foi significativamente menor no grupo baixo grau
(14,20 = 1,70%) do que no grupo alto grau (16,40 = 1,60%; p=0.0051). Isso
provavelmente se explica pelo fato de que lesbes de baixo grau sao as que
apresentam maior frequéncia de mutagdes da IDH1, seja a variedade estudada no
presente trabalho, ou formas mais raras (90-92, 94). Logo, com o gene mutado, é
possivel propor que ocorreria uma producao significativamente menor da proteina
selvagem. Particularmente, em nossa casuistica, apesar de uma tendéncia a maior
expressdo da IDH1R132H nas lesdes de baixo grau, tal achado ndo alcancou
significancia estatistica pelo n limitado. Por sua vez, a IDH2 nédo teve alteracdo em
seus valores de expressao tecidual ao se levar em conta o grau das lesdes (baixo
grau: 15,10 £ 1,80%, alto grau: 14,90 £ 2,0%; p=0.6773). Tal achado provavelmente
se deve ao fato de que a mutacao IDH1 é muito mais prevalente do que a mutacdo da
IDH2, independente do grau da lesdo (102). Dessa forma, com a baixa incidéncia de
mutacdo da IDH2 em gliomas de forma geral, tanto em gliomas de alto quanto baixo
grau, ambas as lesdes de baixo e alto grau apresentariam o gene da proteina integro,

permitindo sua expressdo sem diferencas semiquantitativas.

Também foi realizada a comparacdo da expressdo da IDH1 e 2 selvagens ao
se levar em conta exclusivamente os gliomas de baixo grau e a presenca ou auséncia
de imunopositividade para a mutacdo IDH1R132H. Especificamente, ndo houve
alteracdo da expresséo da IDH2 ao se comparar 0s grupos com mutacao (15,60 *
1,0%) e sem mutacdo (14.70 + 2.40%; p=0,834). Tal achado poderia ser explicado a
partir da hip6tese considerada anteriormente, ou seja, a muta¢éo no gene IDH1 nao
interferiria na expressao do IDH2 e da proteina por ele codificada. Todavia, também
nao houve diferenca na expresséao da IDH1 selvagem, ao se considerar a presenca
ou auséncia da forma mutante IDH1R132H (com mutacdo: 14,40 + 2,30%; sem
mutacéo: 14,10 £ 0,90%; p=0,2963). Tal achado sugere que a mutacao IDH1R132H
nao leve a diminuicdo da expresséo da forma selvagem da IDH1 nos astrocitomas de
baixo grau. Neste contexto, é possivel propor que (i) mecanismos celulares levariam
a um aumento da expressao do gene IDH1 selvagem e/ou (ii) o alelo ndo mutado

ainda seria o suficiente para garantir a producéo da enzima em niveis fisiologicos

Ainda, foi avaliado nesse presente trabalho a presenca de possivel correlacdo
entre a expressdo de IDH1R132H e as isoformas selvagens IDH1 e 2.

Especificamente, ndo foi encontrada nenhuma forma de correlacdo, nem no total de
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lesbes IDH1R132H imunopositivas, nem somente naquelas de baixo grau. Isso
suporta a nocdo de que, a despeito da relacdo funcional entre essas enzimas, nao
parece haver repercusséo tecidual na expressao de cada uma devido a mutacdo da
IDH1R132H. Isso pode se dever ao fato discutido anteriormente, de que mesmo com
a mutacao teriamos um gene funcionante para expressar a IDH1 e ambos 0s genes
funcionantes para expressar a IDH2, assim a expressao tecidual dessas enzimas néo

seria afetada pela mutagéo da IDH1R132H.

E importante notar, todavia, que o presente trabalho, em sua forma atual,
apresenta limitac6es. Especificamente, a nomenclatura esta parcialmente incompleta
para alguns casos devido a possibilidade de haver (i) mutacdo mais rara do IDH1 em
individuos com menos de 55 anos ao diagndstico e/ou com leses de alto grau e perda
da expressdo nuclear de ATRX, (i) alteracdo do CDKN2A/B nas lesdes com
caracteristicas morfoldgicas de baixo grau. Particularmente, no caso das lesfes grau
2 da presente casuistica, o termo SOE foi atribuido pois a pesquisa de formas
mutantes mais raras da IDH é recomendada para quem tiver idade inferior a 55 anos
ao diagnostico. Somente apds a investigacdo complementar e conclusiva da presenca
ou auséncia de mutacéo da IDH é que o diagnéstico final pode ser confirmado. Com
relacdo as lesbes de grau 4 da presente casuistica, o termo SOE foi atribuido pois a
pesquisa de formas mutantes mais raras da IDH é indicada para os individuos com
menos de 55 anos ao diagndstico, imunonegatividade para a forma mutante R132H
da IDH1 e/ou perda da expressao nuclear de ATRX. Somente apds a investigacao
complementar e conclusiva é que o diagnéstico final (astrocitoma, IDH-mutante ou
glioblastoma, IDH-selvagem) pode ser estabelecido. Por fim, no presente trabalho,
estudamos a repercussdo da forma mutante mais comum da IDH1 (R132H). No
entanto, por ora, ndo podemos excluir se os presentes resultados independem das

mutac¢des mais raras, tanto da IDH1 quanto da IDH2.

Tendo estas presentes limitacdes em mente, analises futuras mais completas
serdo realizadas por nosso grupo de pesquisa, na presente casuistica, para a
exclusdo destas duvidas, bem como associar esta reavaliagdo mais precisa e
detalhada da nomenclatura/classificacdo das lesbes com outras enzimas

funcionalmente relacionadas com as formas selvagens da IDH 1 e 2.
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6. CONCLUSOES

1) Na casuistica do presente servico terciario brasileiro, considerando os achados
histologicos, imuno-histoquimicos e de hibridacdo in situ, em gliomas difusos de
adulto, as lesGes de baixo grau foram classificadas como: astrocitoma, IDH-mutante,
grau 2 da OMS (50%) ou astrocitoma, SOE, grau 2 da OMS (50%). Por sua vez, 0s
tumores de alto grau foram classificados como: glioblastoma IDH-selvagem, grau 4
(60%) ou astrocitoma, SOE, grau 4 da OMS (40%).

2) O padrao de imunomarcacédo para IDH1R132H, IDH1 selvagem e IDH2 selvagem
foi citoplasmatico e com distribuicdo difusa. Nado sendo observadas diferencas
morfologicas qualitativas entre as lesdes de alto e baixo grau. Além disso, néo
observamos diferencas com relagcdo aos tumores com e sem a forma mutante
IDH1R132H.

3) O uso do software ImageJ permitiu semiquantificar a expresséo da IDH1 e IDH2
selvagens, bem como da forma mutante mais comum (IDH1R132H). Comparando os
grupos de baixo e alto grau, houve diferenca significativa entre as médias percentuais
de expressao (distribuicéo tecidual) da IDH1 selvagem, sendo menor nas lesbes de
baixo grau. Nao houve diferenca com relacéo a distribuicdo da IDH1R132H e da IDH2
selvagem. Especificamente, considerando as lesbes de baixo grau, ndo houve
diferenca na expresséo da IDH1 ou da IDH2 em funcdo da imunopositividade para
IDH1R132.

4) Além da auséncia de diferengas com relacdo ao padréo de imunopositividade para
IDH1R132H, IDH1 selvagem e IDH2 selvagem entre os dois grupos, ndo houve
correlacédo entre a expressao (distribuicéo tecidual) da IDH1R132H e da IDH1, assim
como da IDH1R132H e da IDH2. Tais achados foram verificados ao serem
consideradas conjuntamente as lesdes de alto e baixo grau ou apenas aquelas de
baixo grau. Desta forma, é possivel que a forma mutante mais comum da IDH n&o
interfira com as expressdes das duas isoformas selvagens e/ou que o alelo ndo

mutado do IDH1 garanta a sintese proteica em niveis fisiol0gicos.
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Introducao:

Gliomas séo os tumores cerebrais mais comuns e correspondem a cerca de 70% das
neoplasias primarias do sistema nervoso central (SNC). Estes tumores surgem a partir
de células gliais, sendo que aqueles que possuem caracteristicas histoldgicas que
remetem a linhagem astrocitaria sdo considerados como astrocitomas. De acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os astrocitomas podem ser classificados em
quatro graus histolégicos (I — IV), os quais guardam relacdo estreita com o
comportamento biologico da lesdo, tempo de sobrevida do paciente e resposta a
abordagem terapéutica. O astrocitoma pilocitico, ao qual é atribuido grau I, € bem
delimitado, de crescimento lento e acomete predominantemente criancas e adultos
jovens. Seu padrdo histolégico bifasico € caracteristico: areas compactas,
constituidas por células bipolares associadas a fibras de Rosenthal, que se misturam,
em propor¢des variadas, com areas frouxas contendo células multipolares e
estruturas microcisticas ou arredondadas granulares eosinofilicas.
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Via de regra, a conduta € cirargica e o prognostico, favoravel (Louis et al., 2016).Por
sua vez, os astrocitomas graus I, Ill e IV ocorrem principalmente em adultos e séao
considerados gliomas difusos, pois se infiltram de forma irrestrita na substancia
branca, tornando impossivel sua delimitacdo precisa. Do ponto de vista morfolégico,
a classificacao destes tumores baseia-se nos seguintes achados histolégicos: atipias
nucleares, mitoses, proliferacdo microvascular e necrose. O astrocitoma grau Il
(astrocitoma difuso de baixo grau) apresenta apenas um dos achados, sendo o0 mais
comum atipia nuclear. O tumor grau lll (astrocitoma anaplasico) exibe dois dos
achados microscopicos listados, sendo atipia nuclear e mitoses os mais freqiientes.
No astrocitoma grau IV (glioblastoma; GBM), sdo observados ao menos trés dos
achados histolégicos. A partir desta graduacédo histolégica, os astrocitomas difusos
podem ser categorizados em baixo (Il) ou alto (Ill e IV) grau. A excisdo cirargica
apenas, ainda que nao permita a retirada completa da lesdo, é a abordagem proposta
para os tumores grau Il. Os tumores graus lll e IV recebem ainda radioterapia e/ou
quimioterapia adjuvante. O tempo de sobrevida dos pacientes € inversamente
proporcional ao grau histolégico dos astrocitomas (Louis et al., 2016). GBM € o tumor
cerebral primério mais frequente, correspondendo a aproximadamente 70 % dos
astrocitomas e 15 % de todas as neoplasias intra-cranianas. Cerca de 90 % dos GBMs
sdo classificados como primarios. Tais lesbes acometem principalmente idosos
(média de 62 anos), tém rapida evolucdo (menos de trés meses) e ndo apresentam
evidéncias clinicas ou histopatologicas de lesédo precursora. Por outro lado, GBMs
secundarios acometem individuos mais jovens

(média de 45 anos) e progridem de forma lenta a partir de astrocitoma difuso de menor
grau. Histologicamente indistinguiveis entre si, as duas formas de GBM apresentam
progndéstico sombrio. Pacientes com GBM primario apresentam sobrevida mediana
aproximada de cinco meses e aqueles com a forma secundaria, de oito meses (Ohgaki
et al., 2009).A analise histolégica tem papel importante para a definicdo do tipo de
uma neoplasia astrocitaria. Porém, dificuldades diagnésticas podem surgir em funcéo
da heterogeneidade do tumor, sobreposicdo com aspectos morfolégicos de outros
gliomas ou amostragem parcial da lesdo. Em funcdo disso, nas ultimas décadas,
foram conduzidos diversos estudos empregando prioritariamente técnicas
moleculares objetivando-se encontrar marcadores biolégicos com relevancia
diagndstica, progndstica e/ou que permitam melhor compreensao do funcionamento
das células neoplasicas. Especificamente, a investigacdo da codelecdo 1p/19qg tem
permitido realizar diagnostico diferencial em casos de gliomas difusos de baixo grau
(grau 1), uma vez que as células tumorais podem apresentar caracteristicas
morfologicas que sugerem diferenciacao astrocitaria (astrocitoma) ou oligodendroglial
(oligodendroglioma). Neste contexto, tais tipos de gliomas difusos que apresentam a
codelecéo sdo diagnosticados como
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oligodendrogliomas, independentemente de suas feicdes microscépicas. Na auséncia
da codelecéo, estabelece-se o diagnostico de astrocitoma difuso de baixo grau. Por
sua vez, a codelecdo 1p/19q pode estar associada com mutacdo nos genes IDH1 e
IDH2 nos tumores oligodrendrogliais. Neste sentido, a mutacdo, além de contribuir
com o diagnostico da neoplasia, também ¢é informacdo relevante para
estabelecimento do progndstico de pacientes. De fato, individuos com glioma difuso
de baixo grau, astrocitoma anaplasico ou glioblastoma com a forma mutante dos
genes IDH apresentam melhor prognostico (Nikiforova et al., 2011; Louis et al., 2016).
Estudos recentes estimam que de 70% a 90% dos gliomas difusos de baixo grau com
mutac&o no gene IDH, apresentam regulacéo alterada do genoma, contribuindo com
a génese tumoral (Sanson et al.,, 2009; Yan et al., 2009; Watanabe et al., 2009;
Hartmann et al., 2009; Duncan et al., 2012; Noushmehr et al., 2010; Heather et al.,
2015). Ainda, observou-se recentemente que a perda de expresséo da proteina ATRX
detectada em astrocitomas difusos ndo ocorreria simultaneamente a codelegéo 1p e
19q, sendo que esta Ultima alteracdo génica (codelecdo 1p/19q) é considerada
assinatura molecular de neoplasias oligodendrogliais. Desta forma, foi proposto que a
investigagdo da expresséo da ATRX, juntamente com aquela de IDH1 R132H, serviria
como forma alternativa para a classificagao da linhagem do glioma (Karsy et al., 2017).
Especificamente, a partir da analise da expressao da proteina ATRX, em havendo
manutencao da sua expressao, seria alta a probabilidade de ocorréncia da codelecéo
1p/19q, sugerindo o diagndstico de oligodendroglioma. Por sua vez, se constatada a
perda de expressdao da proteina ATRX, o diagndstico seria de astrocitoma ou
glioblastoma secundario, ou seja, uma neoplasia ndo-oligodendroglial. Com relagéo a
IDH-1, sabe-se que esta é a isoforma citosélica da IDH e promove a conversao
reversivel de isocitrato a alfa-cetoglutarato (CG), em uma rea¢éo associada a reducao
de uma molécula de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP+). A alteracéo
mais comum no gene da IDH-1 determina a substituicdo de um aminoacido arginina
por histidina que se localiza no sitio de ligacdo do isocitrato (R132H). Tal mutacao
altera a atividade enzimatica normal e reduz sua capacidade de sintetizar CG e reduzir
NADP+, tornando a célula mais suscetivel ao estresse oxidativo. Outra consequéncia
dessa mutacdo se refere a nova capacidade funcional da enzima para converter
NADPH e CG a NADP+ e D-2-hidroxiglutarato (2HG) que, produzido em excesso, é
considerado um metabdlito oncogénico por induzir a regulacdo aberrante da
expressdo génica. Essa reducdo na quantidade de NADPH favoreceria estresse
oxidativo, além de alterar a regulacdo de fatores de transcricdo nuclear (Wallace et
al., 2012; Ronchi et al., 2013). Aléem disso, 0 aumento da producdo de 2HG elevaria
0os niveis de HIF-1 alfa (do inglés, hypoxia-inducible fator — 1 alfa), um fator de
transcricdo que aumenta a expressao do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e favorece a angiogénese (Cohen et al., 2013).Outra fonte importante de
NADPH no citosol € a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD). Tal enzima é uma
molécula chave para a geracdo de NADPH, o qual contribui para a manutengdo da
glutationa reduzida (GSH). Esta ultima participa da eliminagdo de espécies reativas
de oxigénio, o que pode proteger as células neoplasicas de danos oxidativos (Ju et
al., 2017). Além disso, a alta expressdo de G6PD foi relatada em tumores humanos
como cancer de ovario, prostata, bexiga, estdbmago, colorretal, mama e rim (Yi et al.,
2015; Tsouko et al., 2014; Wang et al., 2015; Ju et al., 2017; Pu et al., 2015; Zhang et
al.,2017). Especificamente, nos tumores gastrico, colorretal, mamario e renal, a alta
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expressdo de G6PD esta relacionada com a progressdo da neoplasia e mau
progndstico, sendo assim um potencial alvo terapéutico metabdlico (Wang et. al, 2012;
Ju etal., 2017; Pu et al., 2015; Zhang et al., 2017).Especificamente em gliomas (Li et
al., 2008), verificou-se que a intensidade da imunomarcacéo para G6PD relaciona-se
positivamente com o grau da neoplasia, sendo que n&o ocorre expressado do marcador
em tecido cerebral sem neoplasia. Além disso, Yang et al. (2018) propuseram que a
expressao génica aumentada de G6PD seria um fator preditor de maior risco e de pior
progndéstico em gliomas de baixo grau, mas ndo em glioblastoma.Nas mitocéndrias,
uma das enzimas que participa de mecanismos de reducéo do estresse oxidativo é a
transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida (NAD(P)+ transidrogenase; NNT),
localizada na membrana interna desta organela. Especificamente, a NNT utiliza o
gradiente de prétons através da membrana mitocondrial interna para prover a energia
necessaria para a producado de NADPH a partir de NADP+. Para a realizacéo deste
processo, a NNT promove a transferéncia de um hidreto para o NADP+, sendo que
tal hidreto é proveniente da oxidacdo de NADH a NAD+, catalisada pela mesma
enzima. Nas mitocondrias, o0 NADPH pode ser utilizado pela forma selvagem da
isocitrato desidrogenase-2 (IDH2), promovendo a carboxilagdo redutiva de CG a
isocitrato e este pode ser convertido a cis-aconitato e, posteriormente, a citrato pela
aconitase mitocondrial. O citrato pode ser exportado da mitocondria para o citosol por
um carreador de citrato, participando de vias de biossintese ou sendo convertido a
cis-aconitato e isocitrato pela aconitase citosodlica.As enzimas malicas (EMs) também
tém sido estudadas por sua relacdo com crescimento e proliferacdo celular em
diferentes neoplasias. A enzima malica 1 (EM1), isoforma citosolica desta proteina, é
encontrada no citosol e converte malato a piruvato concomitante a reducdo de NADP+
a NADPH. Estudos da expressdo da EM1 em tumores como carcinoma de células
escamosas oral e de nasofaringe, cancer de mama, pulméo e gastrico relacionam a
expressdo da EM1 com tamanho do tumor, grau histolégico, progndstico ruim e
sobrevida baixa. (S Murai et al., 2017; Chie Nakashima et al., 2018; Zheng et al., 2012,
Ruocen Liao et al., 2018; Chakrabarti et al., 2015; Yanyan Shi et al., 2019). Por sua
vez, a inibicdo da expressdo de ME1, por manipulacdo genética in vitro de células
neoplasicas, resulta em reducdo do crescimento celular e aumento dos niveis de
espécies reativas de oxigénio (Zheng et al.,, 2012). Desta forma, infere-se que, a
diminuicdo da expressdo de EM1 contribuiria com maior suscetibilidade celular a
estresse oxidativo.A enzima malica 2 (EM2), localizada na mitocondria, € responsavel
pela descarboxilacdo oxidativa de malato, para produzir CO2 e piruvato,
simultaneamente a reducdo de NADP+ e de NAD+ a, respectivamente, NADPH e
NADH. Ren et al. (2015) descreveram que EM2 é fortemente expressa em muitos
tumores solidos, inclusive carcinoma pulmonar do tipo ndo pequenas ceélulas. Neste
tipo de neoplasia, a deplecdo de EM2 levou a inibig&do da proliferagéo celular e indugéo
de morte. Tais achados seriam decorrentes da deplecao da sintese do antioxidante
NADPH e do consequente aumento dos niveis de ROS. Especificamente, Cheng et
al. (2016) demonstraram envolvimento da EM2 com 0 crescimento e invasédo de
células de GBM, bem com identificaram relacéo entre o nivel de expressdo da EM2 e
a graduacdo do tumor, isto é, maior expressdo de enzima em astrocitomas de alto
grau. Tais autores evidenciaram também que o0 aumento de espécies reativas de
oxigénio na mitocondria, induzido por inibicdo da expressao (knockdown) de EM2,
poderia levar ao acumulo e maior frequéncia de mutac6es nas células neoplésicas.
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Ainda que o mecanismo fisiopatogénico de tal acimulo ndo esteja claro, ele estaria
associado a producdo diminuida de ATP e contribuiia com o aumento da
agressividade do comportamento biolégico do tumor. Com relacdo a enzima malica 3
(EM3), também mitocondrial, sabe-se que esta proteina promove a reducdo do
NADP+ a NADPH em reacéo similar aquela catalisada pela EM2. Desta forma, a EM3,
assim como outras enzimas mencionadas previamente, poderia ter sua expressao
influenciada pela mutacédo da IDH-1. Até onde sabemos, ndo ha estudos voltados a
expressdo de EM3 em neoplasias e sua possivel participacdo na fisiopatogénese
destas lesdes.Até onde sabemos, ndo ha relatos prévios na literatura a respeito da
avaliacdo da expressado/distribuicdo tecidual da IDH-1 mutante (R132H) e das
enzimas NNT, G6PD, EM1, EM2 e EM3 em amostras histolégicas de astrocitomas
humanos de alto ou baixo grau. Pretendemos, portanto, a partir de cortes histolégicos
de espécimes cirlrgicos e técnica imunoistoquimica, obter informacfes originais
sobre estas expressdes, uma vez que as reacOes catalisadas por este conjunto de
enzimas parecem estar relacionadas. Além disso, visamos contribuir com a melhor
compreensdo do funcionamento/metabolismo das células neoplasicas gliais, bem
como relacionar os dados morfolégicos com o grau histolégico da leséo e a evolucéo
clinica dos individuos.

Hipotese: A forma mutante da IDH1 R132H estaria associada com alteracdo da
distribuicdo/expressdo tecidual de enzimas funcionalmente relacionadas com a
sintese de NADPH (NNT, G6PD, EM1, EM2 e EMS3). Objetivo Primério: Avaliar a
distribuicao tecidual de proteinas relacionadas a sintese de NADPH em astrocitomas
difusos de baixo grau e glioblastoma, bem como eventual associa¢do com o status da
mutacdo da IDH-1. Objetivo Secundario: Avaliar a distribuicdo tecidual, através de
imunoistoquimica, da enzima NNT em astrocitomas difusos de baixo grau e
glioblastoma e eventual repercussdo da proteina mutante IDH1 R132H.Avaliar a
distribuicéo tecidual, através de imunoistoquimica, da enzima G6PD em astrocitomas
difusos de baixo grau e glioblastoma e eventual repercussao da proteina mutante
IDH1 R132H.Avaliar a distribui¢do tecidual, através de imunoistoquimica, das enzimas
EM1, EM2 e EM3 em astrocitomas difusos de baixo grau e glioblastoma e eventual
repercussao da proteina mutante IDH1 R132H.Relacionar os achados morfologicos e
imunoistoquimicos com dados moleculares diagnosticos de astrocitomas difusos de
baixo grau e glioblastoma. Metodologia Proposta: O presente estudo se baseia em
analise retrospectiva de espécimes cirurgicos obtidos de pacientes submetidos a
cirurgia para tratamento de glioma e que tiveram acompanhamento clinico e cirirgico
no Hospital de Clinicas (HC) da Unicamp, no periodo de 2010 a 2018. O material
analisado correspondera a cortes histologicos obtidos dos espécimes cirdrgicos
incluidos em blocos de parafina, os quais estdo arquivados no Departamento de
Anatomia Patolégica (DAP) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp
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(vide autorizacdo em anexo). Para selecdo dos espécimes cirargicos, as laminas
histologicas j4 existentes de cada caso serdo revistas. Tais laminas foram
confeccionadas previamente e avaliadas para elaboracéo do diagndstico de rotina. As
laminas mais representativas de cada caso serao identificadas e o0s respectivos blocos
selecionados para o estudo histolégico e molecular (vide itens 3.4 e 3.5). O numero
total de espécimes a serem estudados (n) dependera da aplicacdo dos critérios de
inclusdo e exclusdo (vide abaixo), especialmente do estado de conservacdo dos
blocos de parafina. A principio, estima-se um valor de 25 individuos (n=25) com
glioma. Ainda, dos pacientes submetidos a cirurgia, serdo obtidos dados clinicos
através de pesquisa nos respectivos prontuarios médicos (idade ao diagnoéstico
histoldgico, idade no momento da cirurgia e idade ao Obito, quando for o caso, e
topografia da leséo). Critério de Inclusdo: Pacientes adultos (maiores de 18 anos), de
ambos os sexos, com diagnéstico de glioma difuso de alto ou baixo grau, sem histéria
prévia de qualquer neoplasia e/ou tratamento oncologico, e cujos espécimes
cirirgicos estejam contidos em blocos de parafina em adequado estado de
conservacdao. Critério de Exclusao: Qualquer paciente com diagndstico de astrocitoma
difuso de alto ou baixo grau e cujas caracteristicas clinicas, ou do espécime cirtrgico
correspondente, ndo sejam contempladas nos critérios de incluséo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério: Avaliar a distribuicdo tecidual de proteinas relacionadas a sintese
de NADPH em astrocitomas difusos de baixo grau e glioblastoma, bem como eventual
associacdo com o status da mutacdo da IDH-1. Objetivo Secundario: Avaliar a
distribuicdo tecidual, através de imunoistoquimica, da enzima NNT em astrocitomas
difusos de baixo grau e glioblastoma e eventual repercussao da proteina mutante
IDH1 R132H.Avaliar a distribuicédo tecidual, através de imunoistoquimica, da enzima
G6PD em astrocitomas difusos de baixo grau e glioblastoma e eventual repercussao
da proteina mutante IDH1 R132H.Avaliar a distribuicdo tecidual, através de
imunoistoquimica, das enzimas EM1, EM2 e EM3 em astrocitomas difusos de baixo
grau e glioblastoma e eventual repercussdo da proteina mutante IDH1
R132H.Relacionar os achados morfolégicos e imunoistoquimicos com dados
moleculares diagndsticos de astrocitomas difusos de baixo grau e glioblastoma

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:
Segundo informacgdes do pesquisador:

Riscos: O presente estudo ndo implicara risco aos participantes uma vez que as
amostras a serem analisadas serao obtidas a partir de material arquivado na colegéo
do Blocério de Anatomia Patolégica do HC Unicamp. O material refere-se ao espécime
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cirdrgico que foi removido previamente de cada individuo e incluido em bloco(s) de
parafina para realizacédo de diagnoéstico. Desta forma, o presente estudo ndo implicara
coleta de qualquer tipo de amostra biologica adicional do individuo cuja amostra sera
avaliada através de coloragdes especiais e estudo imunoistoquimico. Beneficios: Nao
ha beneficios diretos. Os beneficios previstos referem-se a obtencao de conhecimento
relacionado a fisiopatogénese de gliomas.

Comentarios e Consideracfes sobre a Pesquisa:

Este projeto esta baseado na andlise retrospectiva de exames de anatomo patologia
de pacientes que foram submetidos a cirurgia para remocéo de glioma no Hospital
das Clinicas da UNICAMP no periodo de 2010 a 2018. Os exames estao atualmente
arquivados no departamento de patologia do HC. O pesquisador responsavel € o Dr
Fabio Rogério e o presente estudo embasara a tese de mestrado da Dra Arethusa de
Souza. A instituicdo proponente é a FCM / UNICAMP. H& previsdo orcamentéria de
R$15.000,00 cujo financiamento é Fapesp. O cronograma apresentado tem previsao
de inicio em 02/2021 e término em 08/2022. Esta inserido na Grande Area 4/ ciéncias
da saude. O estudo sera feito com a andlise de 25 pacientes.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoria:

Foram analisados os seguintes documentos de apresentacao obrigatoria:

1-Folha de Rosto Para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos: arquivo
"FabioRogerio_Glioma_FolhaRostoAssinada.pdf" - ADEQUADO

2-Projetode Pesquisa: Foram analisados osdocumento
s :

"PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO_1536360.pdf'e
"FabioRogerio_Glioma_Projeto.pdf":

ADEQUADO

3-Orgcamento financeiro e fontes de financiamento: Informagbes sobre orgamento
financeiro incluidas no documento
"PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO_1536360.pdf"' - No projeto consta
gue o financiamento sera da Fapesp

4-Cronograma: Informacdes sobre o cronograma incluidas no documento: "

PB_INFORMACOES BASICAS_DO_PROJETO_1536360.pdf" : ADEQUADO
5-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Foi apresentado o documento :

"FabioRogerio_Glioma_TCLE.pdf: RECOMENDACOES
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6-Curriculo do pesquisador principal e demais colaboradores: "Curri¢,culo do Sistema
de Curri¢culos Lattes (Fa¢bio Roge¢rio).pdf': SOMENTE DO PESQUISADOR
PRINCIPAL

7-Documentos necessarios para armazenamento de material biolégico humano em
biorrepositorio conforme a Resolucdo CNS 441/11, itens 2.ll e 6, Portaria MS
2.201/11, Capitulo 1, Artigos 5° e Capitulo Ill, Artigo 8 e Norma Operacional CNS N°
001/2013 anexo II: N/A

8- Foram ainda analisados 0s seguintes arquivos:
"FabioRogerio_Comprovante_Vinculo_Institucional.pdf" +
"FabioRogerio_Glioma_AutorizacaoDAPFCM.pdf"

Recomendacdes:
1-Substituir no TCLE o item "Vantagens" por "Beneficios".

2-No item "Ressarcimento e Indeniza¢do" do TCLE acrescentar a frase: "N&o havera
ressarcimento, pois vocé nao tera gastos para participar da pesquisa".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Aprovado com RECOMENDAGCOES (Vide item acima "Recomendacées")
Considerac0fes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, naintegra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de
retirar seu consentimento emqualquer fase da pesquisa, sem penalizacédo alguma e
sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado. Se o pesquisadorconsiderar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser
justificada e somente ser realizada apos analise das razbes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP quanto a
descontinuacdo, exceto quando perceber risco ou dano n&o previsto ao participante
ou quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica
oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de
acao imediata com intuito de proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes
que alterem o curso normal doestudo. E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
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em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara esucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e
suas justificativas e aguardando a aprovacdo do CEP para continuidade da pesquisa.
Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o
pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer
aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis
meses apos a data desteparecer de aprovacdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item Xl.2 letra e, “cabe ao
pesquisador apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer
momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob
sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postagem |Autor Situacéo

Documento

Informacbes |PB_INFORMACOES BASICAS_DO_P |09/04/2020 Aceito

Basicas do|ROJETO_1536360.pdf 17:35:40

Projeto

Outros FabioRogerio_Comprovante_Vinculo_In[{09/04/2020 | Fabio Aceito
stitucional.pdf 17:34:59 |Rogerio

QOutros FabioRogerio_Glioma_AutorizacaoDAP |07/04/2020 | Fabio Aceito
FCM.pdf 17:29:53 |Rogerio

TCLE / Termos|FabioRogerio_Glioma_TCLE.pdf 07/04/2020 | Fabio Aceito

de 17:27:44 |Rogerio

Assentimento /

Justificativa de

Auséncia




97

Projeto FabioRogerio_Glioma_Projeto.pdf 07/04/2020 | Fabio Aceito

Detalhado / 17:27:28 |Rogerio

Brochura

Investigador

Folha de Rosto|FabioRogerio_Glioma_FolhaRostoAssin|07/04/2020 | Fabio Aceito
ada.pdf 17:26:40 |Rogerio

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

CAMPINAS, 11 de Maio de 2020

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))



