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RESUMO

Introdugado: No mundo foram diagnosticados em 2014, 256.000 novos casos de
tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) e no Brasil, estima-se 11.320 novos casos
em 2018. Os gliomas correspondem a 20% dos casos e a 80% dos tumores malignos.
Mutagdes no gene da Isocitrato Desidrogenase 1(IDH1) estdo presentes em mais de
80% dos oligodendrogliomas e oligoastrocitomas graus Il, lll e glioblastomas
secundarios e conferem maior sobrevida global aos pacientes. A radioterapia
desempenha um papel fundamental no tratamento dos gliomas e as evidéncias
sugerem que os pacientes mutados tém um aumento na sensibilidade a radioterapia.
Metodologia: O estudo avaliou 20 pacientes com diagnostico de glioma difuso
submetidos a radioterapia no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia entre os anos de 2005 a 2016. Blocos de histologia com tecido tumoral
dos pacientes foram submetidos a técnica de TMA, seguida de coloragdo HE para
confirmacéao histologica e exame de imuno-histoquimica para observagéao do status
da mutacao IDH1. Estatisticamente, foi utilizado um nivel de significancia de 5% (p
<0,05), as curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e
Regressao de Azares proporcionais de Cox, utilizando o software SPSS v.21.
Resultados: A mutacdo IDH1 foi encontrada em 45% dos pacientes. A analise das
variaveis mostrou no modelo univariado sem ajustes que as variaveis associadas ao
obito foram: idade avangada, diagndstico de glioma infiltrativo de alto grau, dose de
radioterapia <3060 cGy e auséncia de mutacao no IDH. A presenca da mutacao IDH1
foi identificada como fator de protecédo na analise univariada, conferindo beneficio de
sobrevida aos pacientes mutados (p = 0,020), mas ndo permaneceu como variavel
independente na avaliagdo multivariada. Nao foi identificada diferenga significativa
entre o sexo, a localizagado anatdbmica da lesao e a extensao da ressecc¢ao cirurgica
em relagdo a sobrevida global. Houve um aumento do risco de morte em pacientes
que receberam baixas doses de radioterapia (p = 0,001).

Conclusao: Pacientes mutados que foram submetidos a doses altas de radioterapia
apresentaram tendéncia de melhor sobrevida se comparado com pacientes sem a

mutacao e que receberam doses baixas de radioterapia.

Palavras chaves : Gliomas, mutagédo IDH1, sobrevida, radioterapia



ABSTRACT

Introduction: In 2014, 256,000 new cases of Central Nervous System (CNS) tumors
were diagnosed, in Brazil estimated 11,320 new cases were diagnosed in 2018.
Gliomas accounted for 20% of cases and 80% of malignant tumors. Mutations in the
isocitrate dehydrogenase 1 (HDH1) gene are present in more than 80% of the
oligodendrogliomas and oligoastrocytomas grades Il, Ill and glioblastomas and have
been found more comprehensively in patients. Radiotherapy has played a key role in
the treatment of gliomas and as an antihypertensive therapy.

Methodology: The study evaluated 20 patients diagnosed with glioma after
radiotherapy at Hospital de Clinicas Federal University of Uberlandia between 2005
and 2016. Histological blocks with tumor tissue of the patients were submitted to the
TMA technique, followed by HE staining for histological confirmation and
immunohistochemistry to observe the status of the IDH1 mutation. Statistically, a
significance level of 5% (p <0.05) was used, the survival curves were estimated using
the Kaplan-Meier method and Cox proportional azar Regression using SPSS software
v.21.

Results: The IDH1 mutation was found in 45% of the patients. The analysis of the
variables did not present more univariate without adjustments than the variables
compatible with the were: advanced age, diagnosis of high grade infiltrative glioma,
radiotherapy dose <3060 ¢ and absence of mutation in the HDI. Identification of the
IDH1 mutation was identified as an updating factor in the univariate analysis, conferring
survival benefit to the mutated patients (p = 0.020), but did not remain as an
independent variable in the multivariate evaluation. What is a way of making a
difference between sex, an anatomical location of the lesion, and an extent of surgical
resection in relation to overall survival. There was an increased incidence of death in
patients receiving low doses of radiotherapy (p = 0.001).

Conclusion: Mutated patients who were submitted to high doses of radiotherapy
showed a trend of better survival when compared to patients without the mutation and
who received low doses of radiotherapy.

Keywords: Gliomas, IDH1 mutation, survival, radiotherapy
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1.1  Epidemiologia

O céancer € hoje uma das principais causas de morte em todo o mundo, segundo a
Organizagao Mundial de Saude (OMS). Dados do World Cancer Report. revelaram que no
ano de 2012 foram diagnosticados aproximadamente 14 milhdes de novos casos no mundo;
8,2 milhdes de pessoas morreram vitimas da doenga. As figuras 1 e 2 mostram a
distribuicdo da incidéncia e da mortalidade por cancer no mundo. A previsao para as duas
préximas décadas é de 23,6 milhdes de novos casos de cancer no mundo, representando
um aumento de 68% em comparacgao com o ano de 2012 (STEWART, BERNARD W; WILD,
2014). No Brasil, segundo estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) o numero
estimado de novos casos de cancer no biénio 2018-2019 € de 600 mil casos para cada ano

(Estimativa 2018: Incidéncia de Cancer no Brasil, 2017).

Incidéncia ASR
Ambos os sexos

Todos canceres excluindo cancer de pele ndo melanom

 2szoe

Bl 17222420
Bl 1z7s517z23
1 10131375

[ <013

Sem dados

Figura 1. Incidéncia de cancer no mundo, em 2012, segundo a OMS(STEWART, BERNARD W; WILD,
2014).
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Mortalidade ASR

Ambos os sexos =
-45-'::-‘_-
e

Todos canceres excluindo cancer de pele ndo melanom:

N 1ics+
B 0051168
B =706

[ 723807
[ <22

Sem dados

Figura 2. Mortalidade de cancer no mundo, em 2012, segundo a OMS (STEWART, BERNARD W;
WILD, 2014).

Os tipos de cancer mais diagnosticados no mundo em 2014, foram os canceres de
pulméo, mama, coélon retal, prostata e estbmago, representando cerca de 40% de todos os
casos (figura 3). Distribuicdo semelhante acontece no Brasil (tabela 1), com predominio de
tumores de mama em mulheres e de prostata em homens (STEWART, BERNARD W;
WILD, 2014 )(Estimativa 2018: Incidéncia de Cancer no Brasil, 2017)

Qutros
4969280 (35,32%)

Bexiga
7 429793 (3,06%)
Esbfago

455784 (3,24%)

Colo Uterino
527624 (3,75%)

Figado
782451 (5,56%)

stbmago
951594 (6,76%)

1671149 (11,88%)

Colo 1094916 (7,78%)

1360602 (9,67%)

Figura 3. Estimativa do numero de casos, por sitio, nos dois sexos, no mundo (Total 14067.894)
(STEWART, BERNARD W; WILD, 2014).
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Tabela 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes estimados para 2018 por sexo,
exceto pele ndo melanoma (Estimativa 2018: Incidéncia de Cancer no Brasil, 2017).

Localizagao Primaria casos % Homens Mulheres Localizagao Primaria casos %
Préstata 68.220 31,7% Mama feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Brénquio e Puimao 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%
Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do utero 16.370 8,1%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bréonquio e Pulméao 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Eso6fago 8.240 3,8% Estdomago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Oviério 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7 %
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.660 2,4%

* niUmeros arredondados para multiplos de 10.

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) sao consideradas neoplasias raras,
correspondendo aproximadamente a 2% de todas as neoplasias malignas, com uma
estimativa de 256.000 novos casos por ano no mundo (STEWART, BERNARD W; WILD,
2014). No Brasil, conforme demostrado na tabela 1, os tumores do sistema nervoso ocupam
a décima posicao na incidéncia dos tumores para os homens e a nona posicao para as
mulheres e para o ano de 2018, estima-se 5.810 casos novos em homens (2.7%) e 5.510
casos em mulheres (2.3%). Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,62
casos novos a cada 100 mil homens e 5,17 para cada 100 mil mulheres (Estimativa 2018:
Incidéncia de Cancer no Brasil, 2017).

Esses tumores apesar de raros, sao alvo de grande interesse cientifico devido ao
impacto na estrutura social que provocam o seu diagnéstico e tratamento. Apresentam, em
geral elevada morbidade e mortalidade, com sequelas psicolégicas em pacientes e
familiares, desestruturacao da organizacao social e coletiva e perda de material humano
economicamente produtivo. Os tumores cerebrais ainda acometem aproximadamente 20%
de todos os tumores em individuos menores de 21 anos de idade, sendo o segundo tipo de
cancer mais comum nas criangas e o terceiro mais frequente em adolescentes, tornando o
seu diagnéstico ainda mais sombrio (RICKERT; PAULUS, 2001) (WARD et al., 2014).

Avaliactes de estatisticas raciais e geograficas dos tumores do SNC sao dificultadas
pelas inconsisténcias das notificagdes. Os paises desenvolvidos apresentam maiores taxas
de incidéncia de cancer de SNC, o que pode ser explicado pelo melhor acesso a saude,
aos métodos diagndsticos mais eficientes e ao adequado sistema de notificacdo da doenca,
além da elevada taxa de expectativa de vida da populacdo; a taxa de mortalidade é
proporcional, seguindo o mesmo ambito das melhores condi¢cbes e acesso aos tratamentos.

Nos paises subdesenvolvidos a incidéncia desses tumores € menor, mas a mortalidade é
23



proporcionalmente mais acentuada, devido a precariedade dos sistemas e acesso a saude
(Figura 4) (STEWART, BERNARD W; WILD, 2014).

Cérebro, sistema nervoso - ASR (W) por 100.000, todas idades

Homem Mulher

Norte da Europa

Sul da Europa

America do norte

Eutralia / Nova Zelandia
Asia Ocidental

Europa central e Oriental
regidbes mais desenvolvidas
América do Norte

América do Sul

América Central

Asia Ocidental

Mundo

Caribe

Regido menos desenvolvidas
Sudeste

Asia Oriental sul
Asia central sul
Africa do Sul
Africa Oriental
Polinésia
Melanésica
Micronésia
Africa Central
Africa Ocidental

[ 1 1
8 76 543210123456 78

- Incidéncia
- Mortalidade

Figura 4. Distribuicdo dos tumores do SNC por 100.000 individuos, segundo o IDH (STEWART,
BERNARD W; WILD, 2014).

Os tumores do SNC apresentam uma média de idade ao diagndéstico aproximada de
54 anos, mas existem diferengas relacionadas com fatores etioldgicos e histologicos. Pode-
se observar na figura 5 que os meningiomas aumentam sua incidéncia com a idade, com

um declinio apds os 85 anos de idade. Os astrocitomas e glioblastomas (GBMs)
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apresentam um pico de incidéncia do diagnostico entre 65 e 74 anos de idade e os
oligodendrogliomas entre 35 e 44 anos (WRENSCH et al., 2002).

1007

—&— Todos Tumores Cerebrais
—&— Astrocitoma Pilocitico

—4A— Astrocitoma

—wv— Ependimoma

—4&— Glioblastoma

—<— Glioma Mistos

—»— Meningioma

—&— Meduloblastoma/embrinarios
—*— Oligodendroglioma

0,14

Numero de casos por 100.000 individuos
1

0,01 T T T T T T T 1
0-19  20-34 3544 4554 5564 65-74 7484 85+

Idade do grupo

Figura 5. Incidéncia de tumores do sistema nervoso central segundo a faixa etaria (WRENSCH et
al., 2002) .

Dos tumores do SNC, os ndo malignos correspondem a 68,4% dos casos e destes,
0s meningiomas correspondem a histologia mais comum (36.7%). Os tumores malignos
representam 31.5% dos casos e destes os gliomas s&o aproximadamente 80% (OSTROM
etal., 2015)(OSTROM et al., 2016) (WRENSCH et al., 2002). Os astrocitomas sao o subtipo
histologico mais comum dos gliomas, com um predominio estatistico dos astrocitomas de
alto grau, seguido dos tumores oligodendrogliais (YAN et al., 2009). A distribuicdo destes

tumores pode ser vista na figura 6.
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_ Gliomas g 5% a 4%, néc malignos
ndo-malighos  Todos Tumores dos
Qutros Gliomas R outros nervos periféricos
15 0% I ndo malignos nio malignos

Figura 6. Distribuicdo dos subtipos de tumores do SNC (WRENSCH et al., 2002).

1.2 Classificagao e patogénese

Os gliomas sao tumores resultantes de processos errbneos de proliferagédo e
diferenciacdo de células que compde a neurdglia. Em condigbes normais, estas células
ocupam 0s espacgos entre os neurdnios e tem como principal fungao oferecer suporte
nutricional, sanguineo, estrutural e de defesa aos neurdnios (DANGELO, J.G; FATTINI,
2007). A neuroglia pode ser classificada em dois grandes grupos distintos morfologica e
funcionalmente, de acordo com sua origem embriolégica: a micrdglia e a macrdglia
(RANSOM; KETTENMANN, 1990). A micréglia tem como principal fungao a defesa imune
do SNC, sendo, em geral, recrutada apoés infecgoes, lesdes ou doengas degenerativas do
SNC. A macroglia compreende os oligodendrécitos, responsavel pela mielinizacdo dos
axdénios, os ependimdcitos, células que revestem os ventriculos encefalicos e o canal
central da medula; as células epiteliais pigmentares da retina; e as células do plexo coroide,
presentes no interior dos ventriculos e que produzem o liquido cefalorraquidiano e os
astrécitos, que desempenham uma série de fungdes essenciais para a homeostase do
SNC, incluindo manutencéo dos niveis idbnicos do meio extracelular; captacao e liberacao
de diversos neurotransmissores; participacdo na formagao da barreira hematoencefalica;

secrecao de fatores tréficos essenciais para a sobrevivéncia e diferenciacao dos neurdnios,
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direcionamento de axénios e formacdo e funcionamento das sinapses (GOMES;
TORTELLI; DINIZ, 2013).

Os gliomas eram classificados até o ano de 2016 em graus de diferenciagao,
variando de Grau | a IV. Essa classificagdo em graus é baseada nas caracteristicas
histopatolégicas das células tumorais, como indice mitotico, atipia nuclear, proliferagdo
microvascular, caracteristicas invasivas e capacidade de necrose. Os gliomas de grau | e
I, chamados de baixo grau apresentam baixas taxas de proliferacdo e capacidade
invasivas, enquanto os gliomas graus lll e IV, também chamados de alto grau possuem alta
capacidade proliferativa e de invasdo de tecidos adjacentes e sdo altamente
indiferenciados, o que lhes conferem, em geral, maior agressividade e pior prognostico
(LOUIS et al., 2007).

A nova classificagdo da OMS para os tumores do SNC, publicada em 2016,
representada na tabela 2, diferenciou os tumores de acordo com sua origem embrionaria,
em tumores astrociticos difusos e oligodendrogliais, outros tumores astrociticos, tumores
ependimais, tumores do plexo coroide, tumores neurais e neuro gliais , tumores da regiao
pineal e embrionarios, tumores de nervos craniais e para-espinhais, meningiomas, tumores
mesenquimais, tumores melanociticos, linfomas, tumores histiociticos, tumores de células
germinativas, tumores da regido selar e tumores metastaticos. Fatores moleculares foram
acrescentados a nomenclatura dos gliomas, com a inser¢do da mutagdo da isocitrato
desidrogenase (IDH) e da Co delegcao do cromossomo 1p19q, renomeando os tumores em
astrocitomas pilociticos (grau I); astrocitomas anaplasico IDH mutado (grau Ill) glioblastoma
IDH tipo selvagem (grau V), glioblastoma IDH mutado (grau V), glioma difuso de linha
média, H3K27M mutado (grau V), oligodendrogliomas IDH mutado e 1p19q codeletados
(grau Il) e astrocitomas anaplasicos IDH mutados e oligodendrogliomas anaplasico IDH
mutados, 1p19q codeletados (grau lll), (LOUIS et al., 2016).
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Tabela 2. Classificagdo da OMS para os tumores do SNC (LOUIS et al., 2016).

Astrocitomas difusos e tumores oligodendrogliais

Astrocitoma Anaplasico, IDH mutado

Gangliocitoma displasico de cerebelo

Ganglioglioma e astrocitoma infantil desmoplasico

Hemangioblastoma

Tumores da regiao selar
Craniofaringeoma

Tumor de célula granular
Pituicitoma

Oncocitoma de células do eixo

Glioblastoma, IDH tipo selvagem \Y Tumor Glioneural papilar |
Glioblastoma, IDH mutado [\ Tumor Glioneural Rosett-forming |
Glioma Difuso de linha média, H3K27M mutado v Neurocitoma Central Il
Oligodendroglioma, IDH mutado e 1p19q codeletado 1l Neurocitoma extra ventricular 1l
S(Liggg?;ggoglioma Anaplasico, IDH mutado e 1p19q 1] Liponeurocitoma cerebelar 1l
Outros tumores Astrociticos Tumores da regiao pineal
Astrocitomas Pilociticos | Pineocitoma |
Astrocitoma subependimomas de células gigantes 1] Tumores do parénquima pineal ou diferenciagado intermediaria el
Xantoastrocitoma pleomorfico 1l Pineoblastoma \
Xantoastrocitoma pleomérfico anaplasico n Tumor papilar da regido pineal Ilou Il
Tumores Ependimais Tumores Embrionarios
Subependimoma | Meduloblastoma \
Ependimoma mixopapilar | TU embr com multiplas camadas C19MC alterado \
Ependimoma n Meduloepitelioma \%
Ependimoma RELA fuso positivo 1/ Tumor embrionario do SNC, NOS \%
Ependimoma anaplasico 1] Tumor teratoide/rabidoide atipico \%
Tumor embr. com fatores rabidoides v
Outros Gliomas
Glioma Angiocéntrico | Tumores de nervos espinhais e paraespinhais
Glioma Coroéide do terceiro ventriculo 1] Schawannoma |
Neurofibroma |
Tumores do Plexo cordide Perineurinoma |
Papiloma do plexo coroide | TU maligno da bainha do nervo periférico 11, lll ou IV
Papiloma do plexo coroide atipico 1l
Carcinoma do plexo coroide n Meningiomas
Meningioma |
Tumores gliais neuronais e mistos neuronais Meningioma atipico I
Tumor neuroepitelial desembrioblastico [ Meningioma anaplasico n
Gangliocitoma |
Ganglioglioma | TU mesenquimais, ndo meningoepiteliais
Ganglioma Anaplasico 1] TU fibroso solitario/Hemangiopericitoma I, Moulll

Os GBMs sao a forma mais indiferenciada dos gliomas e podem ser subdivididos em
primarios ou secundarios, segundo a sua origem histoldgica (figura 7). Os GBMs primarios

surgem de novo, a partir de uma célula sem previamente componente tumoral
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desenvolvido, ou seja, sem evidéncias histolégicas de lesdo precursora. Os GBMs
secundarios se desenvolvem de uma lesao preexistente e progridem lentamente de les6es
com graus de malignidade inferiores. Varias alteragcbes genéticas importantes sao
determinantes para o desenvolvimento dos GBMs. Dados de The Cancer Genome Atlas
Research forneceu informacgdes sobre a patogénese e expressao molecular de genes dos
GBMs e subdividiu em subtipos classicos, mesenquimatosas, proneurais € neurais, de
acordo com alteragcbes genéticas e moleculares apresentadas. GBMs primarios, ocorrem
em cerca de 85 % dos casos, sao mais frequentes em pacientes acima de 50 anos de idade,
tem uma histéria de duracao curta e apresentam pior prognostico. Os GBMs secundarios
acometem individuos jovens, com longos periodos de evolugdo natural da doenca e
apresentam melhor prognostico, se comparados aos primarios (HANIF et al., 2017), (THE
CANCER GENOME ATLAS RESEARCH, 2008).

A *  EGFR mutado (>65%) P
*  PDGFA/PDFGFR-a. superexpresso (60%) Célulade
Expressdo OLIG2 origem
i iE Glioblastoma - EGRFamplificado (-40%)
de baixo grau EInario *  EGRF superexpresso (-60%)
LOH19q (-50%) (Grau I) P L o mutado (25%)
NRBmutadol 25%) * MOM2 amplificado (-10%)
*  CDK4 amplificado (-15%) . LOH10q (-70%)
MDM2 superexpresso (10%) Astrocitoma + PTEN mutado (-40%)
*  P16INK4 o /P14ARF (-4%) . i
. LOH11p (-30%) Anapla5|co P13K mutado/amplificado (-20%)
P16/INKa /P14ARF loss (-30%)
(Grau I") R3 mutado
*  VEGF superexpresso
*  LOH19q (-70%) Glioblastoma
*  PTEN mutado (-10%) 2 N
*  P13K mutado/amplificado (-10%) (—,7 secundario *  Aproximadamente 85% de
*  VEGF superexpresso (Grau IV) > todo :
*  PDFGRa amplificado (-10%) (e ETEeeTs
Prognéstico ruim
*  Aproximadamente 15% de
tod?sgllo!alastomas
Pacientes jovens
Bom prognéstico
PRONEURAL MESENQUIMAL
IDH1 mutado PTEN loss/mutado
PDGFRA amplificado NF1 loss/mutado
P53 muatdo *  TP53 loss/mutado
INK4A/ARF loss < MET, CD44, CHI3LI superexpresso
PTEN loss Familia TNF e via NFKB ativa
Marcadores progenitores/proneurais
expressos
HIF1c,P13K e PDGFRA
NEURAL
EGFR superexpresso
HER2 superexpresso CLASSICO
Marcadores neuronais expressos EGFR mutado e amplificado
«  Assinatura genética similarao PTEN loss

cérebro normal

INK4A/ARF loss
Nestin superexpresso
*  Ativagdo da via Notch e SHH

Figura 7. Patogénese Genética e Molecular de GBM. (A) alteragdes envolvidas em GBMs primarios e
secundarios. (B) Subtipos de GBMs primarios e secundarios. Adaptado de (HANIF et al., 2017)
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Os gliomas apresentam variadas taxas de morbidade e mortalidade, segundo a
Cancer Research UK, cerca de 3 em cada 20 pessoas (14%) diagnosticadas com cancer
de SNC na Inglaterra e no Pais de Gales sobrevivem a sua doenga por dez anos ou mais,
aproximadamente um quinto (19%) sobrevivem a sua doenga por cinco anos ou mais. A
sobrevida é maior nos homens do que nas mulheres no primeiro ano, mas similar em cinco
e dez anos, geralmente diminui com a idade mais avangada no momento do diagnostico e
criangas e adultos jovens geralmente tém melhor sobrevida para a maioria das histologias
(OSTROM et al., 2015). As taxas de sobrevida para os astrocitomas pilociticos (grau I) em
cinco anos € de 94,2 % e para o GBM é de 5.1%, com uma sobrevida mediana de 14 meses
(RIEMENSCHNEIDER et al., 2010). Estudo do Radiation Therapy Oncology Group (RTOG)
9404 demonstrou grandes diferengas na sobrevida dos diferentes graus tumorais. A figura
8 mostra as curvas de sobrevida dos diferentes graus de gliomas, com sobrevida média

longa nos tumores de baixo grau e curta nos GBMs (PRADOS et al., [s.d.]).

Sobrevida Glioma RTOG 9404
100

80+
Astrocitoma (Grau Il)

60

%

40 Astrocitoma (Grau Ill)  \__

20
Glioblastoma Multiforme

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Anos

Figura 8. Curvas de sobrevida de pacientes com tumores cerebrais, segundo os diferentes graus de
malignidade - RTOG 9404(PRADOS et al., [s.d.]).

1.3 Tratamento

O tratamento dos gliomas é baseado em 3 pilares terapéuticos: a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia, que isolados ou em associagdo conferem variadas taxas de
resposta aos diferentes graus tumorais.

A ressecgao cirurgica € considerada padrao para o tratamento, varios estudos
retrospectivos avaliaram o papel da extensdo da resseccao tumoral sobre a resposta

clinica, porém resultados de estudos randomizados controlados ndao s&o possiveis pela
30



impossibilidade ética do desenvolvimento da pesquisa, porém os dados sugerem que o
grau de resseccao representa um impacto positivo na sobrevida e na histéria natural da
doenga, podendo ser um fator preditor independe de sobrevida.

Estudo prospectivo publicado na década de 90 do século passado, revelou que
pacientes com volumes tumorais pré-operatérios de 10 a 30 cm?® tinham uma taxa de
recorréncia de 13,6% e tempo de progressao do tumor de 58 meses, enquanto tumores
maiores de 30 cm? tiveram recorréncia de 41,2% e 30 meses de tempo para progressao
tumoral (p=0,016) e revelou ainda que os pacientes que foram submetidos a ressecgéao
cirurgica completa ndo apresentaram recorréncia no seguimento (média de 54 meses),
enquanto que a taxa de recorréncia aumentou a medida que a porcentagem da ressecgao
diminuiu. Pacientes com doenca residual superior a 10 cm?® apresentaram maiores taxa de
recorréncia e menor tempo de progressao tumoral, se comparados com pacientes com
volume residual tumoral menor que 10 cm3. Dos pacientes com volume de doenca residual
de mais de 10 cm3, 46% tiveram recorréncia com tumor de maior grau histoldgico, e isso foi
significativamente mais frequente do que os pacientes com um volume de doencga residual
inferior a 10 cm?® (p= 0.0009)(BERGER et al., 1994) .

Outra publicagcdo demonstrou que pacientes com extensdo de ressecgao cirurgica
maior de 90% apresentam taxas de sobrevida global em 5 anos de 93%, enquanto aqueles
com resseccao entre 70 e 90% apresentam sobrevida de 84% e os com resseccdes
menores que 70% sobrevida de 41%% em 5 anos (DELGADO-LOPEZ et al., 2017). Assim
guidelines europeus sugerem para os gliomas de baixo grau tratamento cirirgico com
ressecgao tumoral maxima e precoce (SOFFIETTI et al., 2010).

A radioterapia tem papel fundamental no tratamento dos pacientes com diagnéstico
de glioma, sendo considerada o tratamento adjuvante padrao para os gliomas de baixo grau
de alto risco, assim como no tratamento das recidivas ou no tratamento primario dos
tumores irressecaveis de baixo e alto grau, isolada ou associada a quimioterapia
(LECAVALIER-BARSOUM; QUON; ABDULKARIM, 2014); (KARIM et al., [s.d.]); (RYKEN
et al., 2015).

Comparando a realizagdo de radioterapia adjuvante e nenhum tratamento pos
cirurgico e considerando os efeitos adversos secundarios da radioterapia a longo prazo e a
taxas de recorréncia e sobrevida, os pacientes com maior probabilidade de progressao
(idade acima de 40 anos, tamanho pré-operatério do tumor maior que 5 cm3, ressecgao
parcial, histologia astrocitica, falta de colegao de 1p19q e falta de mutagao IDH) parecem
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beneficiar-se melhor da radioterapia do que pacientes de baixo risco (BUCKNER et al.,
2016).

Diversos estudos avaliaram as doses de radioterapia adjuvante para os gliomas de
baixo grau e os resultados mostraram que altas doses de radiagao estao relacionadas com
altas taxas de necrose, sem consequente beneficio em sobrevida com doses acima de 54
Gy (KARIM et al., [s.d.])(PIGNATTI et al., 2002)(SHAW et al., 2002). O padréo para
adjuvancia em gliomas de baixo grau de alto risco (idade acima de 40 anos, ressecg¢ao
parcial, histologia astrocitica, tumor pré operatdrio maior que 5 cm e baixo KPS) é
radioterapia precoce, com dose de 54 Gy, o que determina aumento de sobrevida livre de
progressao (5.3 anos versus 3.4 anos) se comparado a observagao pos cirurgica, sem
diferenga no tempo de sobrevida global(KARIM et al., [s.d.])(VAN DEN BENT et al., [s.d.])

O papel da quimioterapia nos pacientes de baixo grau esta definido para os casos
de alto risco (menos de 40 anos de idade e ressecgao cirurgica parcial). Dados do RTOG
9802, que comparou pacientes submetidos a radioterapia isolada versus radioterapia
associada a quimioterapia com Procarbazine, CCNU e Vincristina (PCV) mostraram que
pacientes que receberam radioterapia associada a quimioterapia tiveram sobrevida global
mediana mais longa do que aqueles que receberam radioterapia isolada (13,3 anos versus
7,8 anos, razao de risco para a morte, 0,59; P = 0,003). Em 10 anos, a taxa de sobrevida
livre de progressao foi de 51% no grupo que recebeu radioterapia associada a quimioterapia
versus 21% no grupo que recebeu radioterapia isolada; as taxas correspondentes de
sobrevida global aos 10 anos foram de 60% e 40% (BUCKNER et al., 2016). Esquemas de
quimioterapia com PCV e Temozolamida (TMZ) produzem taxas similares de resposta e
duragéao da resposta (10-24 meses), com um menor perfil de toxicidade favorecendo a TMZ
(SOFFIETTI et al., 2010).

Para os pacientes com diagnostico de gliomas de alto grau, a atual recomendacgao &
de expandir a terapéutica para além do tratamento especifico, oferendo precocemente
efetivo suporte clinico e de controle de sintomas (HANIF et al., 2017). Tratamento especifico
para GBM envolve ressecgao cirurgica, radioterapia e quimioterapia com TMZ (200 mg/m2
nos dias 1-5 durante 28 dias por 6 ciclos combinada com radioterapia hipofracionada (34
Gy em fragdes de 3.4 Gy durante 2 semanas ou radioterapia padrao (60 Gy administrada
em fragdes de 2.0 Gy durante 6 semanas. A associagdo de radioterapia com TMZ
demonstrou sobrevida média de 14,6 meses versus 12,1 meses no tratamento com

radioterapia isolada e taxa de sobrevida em 2 anos de 26,5% versus 10,4% (p<0.001)
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comparando a combinac&o e a radioterapia exclusiva (WELLER et al., 2005)(MALMSTROM
et al., 2012).

1.4 Diagnostico

Avangos nas técnicas de neuroimagem proporcionaram especial atengdo aos
tumores cerebrais. Embora os gliomas possam ser vistos em exame de tomografia
computadorizada (TC), as lesbes aparecem como imagens hipointensas e mal definidas. A
ressonancia magnética de encéfalo (RM) é o método de escolha para a avaliagédo
imagiolégica dos gliomas cerebrais. Gliomas de baixo grau sado vistos na RM como imagens
hipointensas na sequéncia T1 e hiperintensas em sequencias T2 / FLAIR. Os gliomas de
alto grau, se mostram na sequéncia T1 hipointensos se comparados ao tecido cerebral
normal, se contrastam apds a infusdo do gadolinio e frequentemente revelam edema peri
lesional nas sequencias T2 ou Flair (KAO et al., 2013) (PUROHIT; KAMLI; KOLLIAS, [s.d.])

Sequencias funcionais de RM como espectroscopia protdnica, difusdo e perfusao,
traduzem alteracbes bioquimicas, estruturais e vasculares inerentes a transformacao
neoplasica, permitindo melhorar a caracterizagao da fisiologia e metabolismo dos tumores
de forma néo invasiva, melhorando os diagndsticos e a detecgao de recorréncia precoce,
determinando de forma mais exata o grau de malignidade, além de permitir exatiddo na
localizagdo de alvos para bidpsias extereotaxicas e tratamentos com radio cirurgias
(GRACA et al., 2003).

O exame histopatolégico foi considerado por longo tempo padrdao para a
classificagdo e graduagcao dos gliomas, no entanto, estes possuem um comportamento
clinico variavel e grandes diferengas com relagdo ao progndstico e a sobrevida dos
pacientes. A necessidade de se correlacionar as caracteristicas das células tumorais com
0 prognostico e estabelecer uma melhor adequacéo terapéutica promoveu avangos nos
estudos sobre alteracbes genéticas e epigenéticas apresentadas por essas neoplasias
(WRENSCH et al., 2002) (WU et al., 2015).

Assim Como a maioria dos tumores, as células dos gliomas apresentam alteragbes
genéticas que se acumulam com o decorrer da progressao tumoral, incluindo delegdes e
amplificagcbes de regides cromossOmicas, mutacbes genéticas, metilacbes ou
desmetilagcbes de acido desoxirribonucleico (DNA) e de histonas (RIEMENSCHNEIDER et
al., 2010). A supressao do gene Tumor protein 53 (TP 53) na maioria dos astrocitomas, a

delecdo combinada do cromossomo 1p/19q nos oligodendrogliomas e a hipermetilagao da
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regido promotora do gene Metillguanina DNA-metiltransferase (MGMT) nos glioblastomas
séo alteragbes ja bem conhecidas e estudadas (BRANDNER; VON DEIMLING, 2015)
(JENKINS et al., 2006).

A partir da década de 80 do século passado, as descobertas acerca do papel da
Isocitrato Desidrogenase (IDH) e de outras moléculas no mecanismo funcional de alguns
gliomas alterou a maneira de se avaliar, classificar e predizer resultados sobre os gliomas.
A classificacdo tumoral além de histopatolégica, atualmente apresenta um componente
molecular e genético, capaz de avaliar com melhor precisdo as caracteristicas de cada
lesdo neoplasica (LOUIS et al., 2016). Os gliomas podem ser classificados e diagnosticados
segundo perfis moleculares (figura 9).

A avaliagao da status da mutacao IDH1 pode ser determinada por métodos de DNA
ou por exame de imuno-histoquimica. As vantagens da imuno-histoquimica se dao pela facil
implementagao na maioria dos laboratérios de patologia, tempo e eficiéncia de custos, com
alto poder de especificidade e resultados. A imuno-histoquimica € um método diagnéstico
de interagao entre antigenos e anticorpos. Anticorpos monoclonais podem ser usados para
a imuno-histoquimica da mutagao isocitrato desidrogenase (antiYIDH1-R132H) e os
resultados se apresentam como coloragdes citoplasmaticas diversas na presenga ou na

auséncia da interagao entre o antigeno e o anticorpo
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Histologia Astrocitoma Oligoastrocitoma Oligodendroglioma Glioblastoma
|

Status IDH IDH mutante IDH tipo selvagem IDH mutante IDH tipo selvagem
o \\
1p/19q r * -
,‘9 Zoneon L. i |(ZSS Colectividadelp/19q N2
pardmetros genéticos Mutacdo TP53*

¢ Glioblastoma, IDH mutante

—

Y

* Glioblastoma, IDHmutante | * Glioblastoma, IDH tipo selvagem

Teste genético ndo

¢ Oligodendroglioma, IDH mutante e colectividade 1p/19q
realizado ou inconclusivo

Apds exclusdo de outras entidades:
* Astrocitoma difuso, IDH tipo selvagem
* Oligodendroglioma, NOS

Y
* Astrocitoma difuso, NOS
* Oligodendroglioma, NOS
*=caracteristico mas ndo conclusivo * Oligoastrocitoma, NOS
para o diagnéstico. * Glioblstoma, NOS

Figura 9. Algoritmo para classificagéo e diagnostico dos gliomas difusos baseado em fatores histolégicos e
genéticos (LOUIS et al., 2016).

1.5 Mutagao IDH1 e tumorigénese

Importantes informacdes sobre o papel do gene da IDH nas vias metabdlicas celulares
e consequentemente no complexo desenvolvimento das neoplasias estdo sendo relatadas.
Mutagbes na codificagdo do gene humano da IDH estdo aparentemente relacionadas com
o intricado mecanismo de desenvolvimento de alguns tumores cerebrais (PARSONS et al.,
2008).

Esta mutacdo é encontrada em 90% dos astrocitomas grau Il, 84% dos
oligodendrogliomas grau Il, 100% dos oligoastrocitomas grau Il. Nos tumores alto grau, esta
presente em 73% dos astrocitomas anaplasicos (grau lll), 94% dos oligodendrogliomas
anaplasicos (grau lll), 100% dos oligoastrocitomas anaplasicos (grau Ill) e em 85% dos
GBMs secundarios. Raramente é observada nos GBMs primarios (5% dos casos) e néo é
encontrada em astrocitomas grau | e ependimomas (YAN et al., 2009).

Sao codificadas cinco proteinas IDH no genoma humano (IDH1, IDH2, IDH3A, IDH3B
E IDH3G). O gene da proteina IDH1 € localizado no cromossomo 2g33.3 e o gene da IDH2
é localizada no cromossomo 15926.1 (GUPTA et al., 2011). A proteina IDH1 é encontrada

nos peroxisomos, citoplasma e reticulo endoplasmatico, enquanto as IDH2 e IDH3 sao

35



encontradas nas mitocéndrias (GEISBRECHT; GOULD, 1999). Aproximadamente 90% das
mutagdes que ocorrem no gene IDH s&o vistas no gene da IDH1 e 3 a 5% no gene da IDH2
(GUPTA et al., 2011).

Na mutagdo da IDH1 ocorre uma alteragdo da base nitrogenada guanina por uma
adenina na posi¢ao 395 da transcrigao IDH1 (G395A), conduzindo a substituicdo de um
arginina por uma histidina no residuo de aminoacido 132 da proteina (R132H) (PARSONS
et al., 2008). Na proteina IDH2, que apresenta um funcionamento similar a IDH1, a mutagao
ocorre na sequéncia de aminoacidos R172 (CHEN et al., 2016).

O complexo de proteinas IDH atua no mecanismo do Ciclo de Krebs, catalisando a
descarboxilagdo oxidativa da isocitrato em a-cetoglutarato (a-KG), resultando na produgao
de NADPH reduzido (Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato) a partir de NADP+. Em
condigdes normais, os efeitos da reagado da IDH1 previnem danos celulares decorrentes de
estresse oxidativo, regula modificagbes epigenéticas e estabiliza desmetilacbes de
histonas, favorecendo o controle de proliferagdo celular. A mutagéo da enzima, desregula
estas reacgbes, causando reducado dos niveis de NADPH, aumentado os niveis de D2-

hidroxiglutarato, como demostrado na figura 10.

NADP+ NADPH NADPH NADP+

Isocitrato Ma-cetoglutarato (aKG) MD-2-hidroxiglutarato(DZHG)

IDH1 selvagem IDH1 mutada

Figura 10. Formas ativas da atividade das enzimas IDH1 selvagem e IDH1 mutada (WAITKUS; DIPLAS; YAN,
2016).

A mutacdo IDH1 é um evento precoce na tumorigénese, ocorre antes de outras
mutagdes, como a mutacdo TP53 e a codelegao do cromossomo 1p19q. Ainda permanece
desconhecido se a mutacao IDH1 por si é capaz de desencadear o processo tumoral ou se
sd0 necessarios outros eventos para iniciar a tumorigénese, sabe-se que ha um longo
periodo de laténcia e penetrancia incompleta de tumores, sugerindo que apenas a mutagao
IDH1 nao seja suficiente para dirigir o processo neoplasico (WAITKUS; DIPLAS; YAN,
2016)

O NADPH é fator essencial para a restauragdo da glutationa, um tripeptideo com
fungdo antioxidante vital no organismo humano. A presenca de radicais livres esta

relacionada com varios processos fisioldgicos celulares e o desequilibrio entre a formacao
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e a remogao desses radicais livres, decorrente da diminuigdo dos antioxidantes endégenos
ou do aumento da geracéo de espécies oxidantes, gera um estado pro-oxidante chamado
de estresse oxidativo que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas
e estruturas celulares, incluindo o aumento de lesbes em niveis de bases de DNA. O
funcionamento adequado das reagbes da glutationa € fundamental para os mecanismos
enzimaticos de defesa contra os agentes radicalares (JUNIOR et al., 2001). Na presenca
da mutacgao IDH1, ocorre diminuigao da produ¢céo do NADPH, que por sua vez reduz a agao
da glutationa, com consequente reduc¢ao dos processos anti-oxidantes, elevagao dos danos
celulares oxidativos, contribuindo para processos mutagénicos e desenvolvimento de
tumores. A capacidade de producdo de NADPH, pela atividade de IDH1, foi estimada em
65%, contudo, a presenca da mutacéo reduz essa producgéao para 38% somente (BLEEKER
et al., 2010).

A a-KG é imprescidinvel para a enzima prolil hidroxilase promover a estabilizagdo da
HIF-1a (Fator indutor de hipdxia), que induz a expressdo de Glut1 (transportador de
glicose1), VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) e PGK1 (Cinase 1
Fosfoglicerato), que sao importantes fatores na expressdao de genes envolvidos no
metabolismo da glicose, angiogénese, motilidade celular e invasdo, assim como, genes
envolvidos em vias de sinalizagao, criticos para o crescimento das células. A presenca da
mutacao IDH1 desestabiliza o HIF-1a, resultando em proliferacédo celular e predisposicao a
formagao de tumores (GUPTA et al., 2011).

O D2HG é considerado um oncometabdlito responsavel por muitos efeitos biolégicos
da mutagao IDH1. Ele regula modificagdes epigenéticos, que estao relacionadas a reagdes
nas fitas do DNA, garantindo corretos processos de duplicagédo e replicagédo. Com a
mutacao IDH1 reduz-se a producao de a-KG e a atividade da enzima mutada neoformada
leva a producdo de D2HG. Altas concentragdes deste oncometabdlito inibem
competitivamente as enzimas metilase histona lisina e a familia das enzimas TET
metilcitosina hidroxilase que sdo fundamentais para o processo de regulagdo das
alteragdes epigenéticas intranucleares, elevando as probabilidades de alteragcdes genéticas
e desenvolvimento de células neoplasicas. Além disso, o aumento da D2HG altera também
a estabilizagdo do HIF-1a por meio de endostatinas, induzindo alteragdes oncogenéticas
(GUPTA et al., 2011)(POLLARD; RATCLIFFE, 2009).

Assim pessoas com deficiéncia na enzima IDH1 apresentam leucoencefalopatias e
tém um risco aumentado de desenvolvimento de tumores cerebrais devido a varias

alteragdes, como a diminuigdo da geracdo de NADPH, a reducdo dos niveis de a-KG,
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desestabilizacdo de HIF-1a e acumulo de D-2-hidroxiglurato no tecido cerebral (ZHAO et

al., 2009) (BLEEKER et al., 2010)

O mecanismo exato pelo qual as mutagdes em IDH1 e IDH2 alteram a oncogénese

nos gliomas ainda € motivo de muitos estudos. A figura 11, expde o complexo mecanismo

das vias metabolicas que envolvem a proteina IDH1 e os efeitos da presenca da enzima

selvagem e mutada na fisiologia celular.
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Figura 11. Representagéo da fungdo normal (A) e mutada (B) da IDH1 no ciclo de Krebs (GUPTA et

al., 2011).

O classico estudo do Dr. Parson (2008) demonstrou que a mutagdo IDH1 em

pacientes com GBM é um fator de progndstico favoravel, determinando aumento de

sobrevida global média, de 1.1 ano nos pacientes sem a mutagdo e de 3.8 anos em
pacientes mutados (P<0.001) (PARSONS et al., 2008). Estudos subsequentes, analisando

todo o espectro de gliomas difusos, ressaltaram a associagdo entre a mutacado IDH1 e

melhor progndstico, revelando-se com um forte e independente marcador progndstico
favoravel em gliomas mutados (NOBUSAWA et al, 2009),(SANSON et al.,

2009);(DUBBINK et al., 2009). Recente revisao sistematica e meta analise publicada por

um grupo chinés que avaliou 165 estudos, concluiu que pacientes com GBM com a mutagao
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IDH apresentam melhor progndstico com melhor sobrevida global do que pacientes sem a
mutacao (CHEN et al., 2016).

O papel prognostico da mutagdo IDH1 nos astrocitomas difusos e nos
oligodendrogliomas foi também avaliado por lwadate et al, que avaliaram noventa e quatro
pacientes por um periodo médio de 8,5 anos. Para os astrocitomas difusos a presenca da
mutacdo IDH1 foi significativa para a sobrevida global. No entanto, para tumores
oligodendrogliais nenhum dos parametros foi significativo para sobrevida livre de
progresséo ou sobrevida global (IWADATE et al., 2015).

Permanece desconhecida a resposta sobre como a presenca da mutagdo IDH1
confere, por si s6 um melhor prognéstico aos pacientes. Uma das teorias possiveis € que
a reducao dos niveis de NADPH, provocada pela mutagdo, com sua consequente elevagao
de estresse oxidativo, promova danos ao DNA da célula tumoral recém-formada, induzindo
apoptose e morte celular, impedindo a multiplicagado e proliferacdo das células neoplasicas.
Este conceito, tem sido conhecido como a grande controvérsia da mutagéo IDH1, podendo
ser traduzida como “bater e correr”, ou seja, o NADPH parece ser o fator que contribui para
a iniciacdo da tumorigénese, mas também é responsavel por interromper o processo de
desenvolvimento tumoral, fornecendo aos pacientes com glioma mutados menores taxas

de proliferagao celular e assim melhores taxas de sobrevida (HAN; BATCHELOR, 2017)

1.6  Mutagao IDH1 e tratamento com radioterapia

Varios estudos tém sido desenvolvidos para avaliar a relagdo da mutacéo IDH1 e o
tratamento adjuvante. Sichen Li et al estudou a expressdao da mutacdo IDH1(R132H) e
IDH2(R172K) em células de GBM e demonstrou aumento da sensibilidade a radiacéo e
supressao do crescimento e migragao das células tumorais mutadas, fornecendo conceitos
sobre possiveis mecanismos de resposta ao tratamento com radioterapia em pacientes com
IDH1 / 2 mutados (WRENSCH et al., 2002) (LI et al., 2013).

Foi também demonstrado que niveis elevados de D-2-hidroxiglurato em alguns
gliomas tornam as células mais vulneraveis a quimioterapia e a radiagdo (DANG et al.,
2009)(GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013) (FU et al., 2010). A deficiéncia de IDH1 ou IDH2
leva a aumento da peroxidagao lipidica, aumenta danos oxidativos ao DNA , aumenta a
geracado de peroxido intracelular e diminuiu a sobrevivéncia de linhagens celulares de
fibroblastos apds a exposicdo a agentes oxidantes. (LEE et al.,, 2002)(CHEN et al.,
2016)(ZHAOQ et al., 2009)
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A avaliacdo da mutacdo do gene IDH1 e a sensibilidade da radioterapia em
condicdes de hipdxia constatou que em situacdes de hipdxia, que sabidamente aumenta a
radio resisténcia, a presenca da mutagao também é um fator de radiosensibidade (JIANG
et al., 2017); (WANG et al., 2014). A mutacao influencia a proliferagdo, crescimento de
células em cultura, migracéo, sobrevivéncia e radio sensibilidade in vitro das células sob
condigdes de normoxia (21 % de O2) e hipdxia (< 1 % de O2), a sobre expressdo da mutagao
em células de glioma resulta em ligeiro decréscimo da proliferagao e migragao celular, além
demonstrar um consistente aumento da radio sensibilidade nos gliomas (IWADATE et al.,
2015) (KESSLER et al., 2015).

Permanece em investigagdo o papel exato da relagdo entre a mutagéo IDH1 e o
aumento da sensibilidade a radiagao ionizante e estudos tem sido desenvolvidos para a
elucidacao desta questao.

A radioterapia tem sua acgao terapéutica através de dois efeitos radiobiologicos. O
efeito direto da radiacdo, que representa 30% da acdo, se constitue da interacdo da
radiacao diretamente com a fita de DNA, proteinas e lipideos. O efeito indireto da radiagao,
que representa 70% do mecanismo radiobioldgico, ocorre pela interagao de elétrons livres
com as moléculas do meio, principalmente com a agua, produzindo radicais livres
oxidantes. Essas espécies reativas interagem com as proteinas, alterando sistemas de
transducdo de sinais mediados por enzimas, interagem com 0s cromossomos causando
aberragdes cromossdmicas e com as membranas celulares causando peroxidagao lipidica
com o enfraquecimento e rompimento de membranas plasmaticas, resultando em morte
celular(HAN; BATCHELOR, 2017).

O aumento da sensibilidade a radiagado nos gliomas mutados parece ser explicado
por dois fatores associados. Primeiro, sabe-se que a mutagao IDH1 reduz a producéao de
NADPH, diminui a sintese de glutationa e reduz a protecdo das células contra o stress
oxidativo, predispondo a morte celular tumoral. Segundo as células de glioma submetidas
a radioterapia apresentam aumento dos niveis de radicais livres, decorrentes da radiagao
ionizante. Assim, nas células mutadas irradiadas, ha grande aumento do estresse oxidativo
associado a reduzida capacidade de atividade antioxidante resultando em mortalidade
celular tumoral com melhora dos resultados ao tratamento (YAN et al., 2009).

Tendo em vista as atuais descobertas de que os tumores gliais tém em geral melhor
prognostico quando a mutacao IDH1 esta presente e que a mutacéo € potencialmente um
marcador de melhor resposta ao tratamento com radioterapia, o presente estudo pretende

contribuir de forma cientifica para a avaliagao prognostica da presenca da mutagao IDH1 e
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sua relagao no tratamento com a radioterapia, iniciando discussdes que contribuirdo para
o desenvolvimento de futuros protocolos e condutas terapéuticas embasadas na resposta

tumoral desses tumores ao tratamento com radioterapia
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2 JUSTIFICATIVA
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O presente estudo se justifica pelo grande impacto social que o diagnostico de glioma
traz aos pacientes, familiares e esfera social, com uma reducao de capacidade produtiva
emocional e financeira dos doentes envolvidos. Altos custos de diagndstico e tratamento
sao imbuidos a esses tumores, sem, no entanto, grandes avangos nas taxas de resposta e
sobrevida. Assim sendo, estudos que avaliem o papel de um fator, que interfira na evolugao
natural desta doenca se torna imprescindivel. Os conhecimentos acerca do papel da
mutacao IDH1 e sua associagao com a sobrevida e com a radioterapia podem ser usados
para desenvolvimento de manejos clinicos, com individualizacdo dos tratamentos,
baseados em fatores moleculares, resultando em resultados terapéuticos mais eficazes

para esses pacientes.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar se ha alteracdo na sobrevida global dos
pacientes submetidos ao tratamento com radioterapia, de acordo com o status da mutacgao
IDH1.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1) Identificar o perfil epidemiolégico dos pacientes, determinando sexo, idade, exame
realizado para o diagndstico, subtipo histoldgico, a localizagao topografica das lesdes e a
extensdo da ressecgao cirurgica.

2) ldentificar a presenga da mutagao IDH1 nos diferentes subtipos de glioma, de baixo ou
de alto grau.

3) Avaliar se ha associacao entre a presenca da mutacao IDH1 e a localizagdo anatémica
das lesdes.

4) Avaliar se a sobrevida esta relacionada com a dose de radioterapia nos pacientes com

a mutagao.
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4 MATERIAIS E METODOS
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41 Coleta de dados

A presente pesquisa, trata-se de um estudo retrospectivo, quantitativo, a partir da
avaliacdo e coleta de dados obtidos em revisbes de prontuarios e laudos
anatomopatolégicos de pacientes diagnosticados com glioma (CID C71) no HC-UFU, no
periodo de janeiro de 2005 a julho de 2016.

Foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da UFU, sendo
aprovado em 21 de margo de 2017 com o Numero de Parecer: 1.974.468. No concernente
aos principios éticos da pesquisa, este trabalho ndo comprometeu a integridade fisica,
moral ou social dos participantes. Um Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)
— (Anexo 8.1) foi fornecido aos participantes que ainda estdo em acompanhamento no Setor
de Oncologia, solicitando autorizagédo para a consulta ao prontuario e informando sobre a
pesquisa, seus beneficios e riscos. Todos os custos financeiros da pesquisa foram de
responsabilidade dos pesquisadores e ndo ha nenhum conflito de interesse, além do
conhecimento cientifico para o desenvolvimento do presente estudo.

Por se tratar de estudo retrospectivo, através da coleta e analise de prontuarios
médicos e laudos anatomopatoldgicos existia o risco de identificacdo do participante, que
foi minimizado pela nao utilizagcado e divulgagcao do nome, endereco, numero de prontuario
ou numero da biopsia do participante. Os participantes foram identificados através de
numeros cardinais, de forma aleatéria, sem qualquer correspondéncia com sua
identificacdo. Toda a equipe de pesquisadores esta ciente do exposto no Artigo 75 do
Capitulo IX — Sigilo Profissional, do Cédigo de Etica Médica (CFM, 2009), garantindo que
de maneira alguma os dados de identificacdo dos participantes sejam revelados ou
publicados.

Nos prontuarios analisados, foram coletadas informagées como sexo, idade, subtipo
histologico, localizagao anatémica da lesao tumoral, realizagao de radioterapia e tempo de
sobrevida dos pacientes apds o diagnéstico. Do total de prontuarios, foram utilizados como
critérios de incluséo para a anélise da hipdtese, os casos de pacientes com diagnédstico de
glioma, com a lamina e o bloco de histologia disponiveis para analise e que foram
submetidos a tratamento com radioterapia no HC-UFU. Foram excluidos da amostra os
pacientes que ndo tinham diagndstico de glioma, os que ndo possuiam prontuario médico,
bloco ou Iamina de histologia disponiveis, os que faleceram por causas nao relacionadas a
progressao tumoral, os pacientes que realizaram radioterapia em outro servigo de saude e

os pacientes que fizeram quimioterapia em algum momento do tratamento. Os informes
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patolégicos que necessitaram de complementacao dos dados, foram submetidos a revisao
(releitura) das laminas para confirmacéo da classificagado da lesao glial, assim como para a
identificacdo do status da mutacao IDH1.

Os pacientes foram submetidos a tratamento com radioterapia exclusiva, em
Acelerador Linear de elétrons CLINAC 600C da Varian® ou Acelerador Linear de elétrons
PRECISE da Elekta®, com energia de emiss&o de fétons de 6 MV, com técnica isocéntrica,

em planejamentos convencionais (2D) ou conformacionais (3D).

4.2 Anadlise histopatolégica e imuno-histoquimica

Os blocos e as laminas de histologia dos participantes foram separados e
demarcados em cada uma delas, nas regides de maior predominio de células neoplasicas,
duas areas circulares de 1 mm cada, como demonstrado na figura 12.A. As laminas e os
blocos com as demarcagdes foram enviados para o Laboratério de Patologia do Hospital
Amaral Carvalho- SP, onde foi realizada a técnica de Tissue Microarray Technology (TMA).
Com a técnica do TMA, os fragmentos tumorais de todos os pacientes, extraidos das
demarcacgdes nos blocos, além de uma amostra tecidual para controle, foram incluidos em
uma unica lamina, permitindo avaliar de forma rapida e menos dispendiosa todas as
amostras. A TMA, é uma ferramenta que permite analisar alteragdes genémicas, de RNA e
padrdes de expressao de proteinas, interpretando inumeros conjuntos de dados, em curto
periodo de tempo, determinando uma caracterizagao imuno-histoquimica muito detalhada
dos tecidos (PACKEISEN et al., 2003). A figura 12.B mostra o bloco de TMA com os 20

fragmentos de tecidos tumorais dos pacientes da amostra.

A TR S B

Figura 12.A). Bloco de histologia de um tecido cerebral de um dos pacientes, com a regido da
alteracao celular tumoral delimitada com um circulo vermelho. B). Bloco apds a realizagdo do TMA,
com os fragmentos de todos os 20 casos participantes.
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ApoOs realizado o bloco de TMA, uma lamina foi desenvolvida e submetida a
coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) para confirmagdo histolégica das lesdes
amostradas. posteriormente, outra lamina foi submetida a técnica de imuno-histoquimica
para a pesquisa da alteragdo genética da mutagdo IDH1. Inicialmente, houve a
desparafinagdo da lamina em xilol, com hidratacdo em solugdes aquosas de etanol, foi feita
a recuperagao antigénica com solugédo em acido citrico 10 mm? e ph 6.0 em trés ciclos de
cinco minutos, em forno de micro-ondas, em poténcia maxima. Apos resfriamento e
lavagem em agua destilada, foi realizado o bloqueio da atividade da peroxidase enddgena
com peroxido de hidrogénio, em dois banhos de dez minutos cada, seguidos por lavagens
em agua destilada e novos banhos em solugédo salina tamponada com fosfato. Entéo, os
cortes foram incubados com o anticorpo primario IDH1, conforme apresentado na tabela 3,
diluido em solugao de albumina bovina a 1% em camara umida por 18 horas, a 4°c. Apos
a incubacdo com o anticorpo primario, foi realizada trés lavagens em solugdo de TRIS,
seguindo-se por incubagdo com sistema de amplificagdo conjugado com peroxidase
(LSAB+, DAKO) por 30 minutos em temperatura ambiente, seguindo-se trés lavagens em
tampao TRIS. Em seguida, a reacao foi revelada com substrato cromogénico pré diluido
(3,3’ diaminobenzidina, Sigma) por 5 minutos em temperatura ambiente, seguido por
lavagens em agua corrente e finalmente em agua destilada. As amostras na Iamina foram
entdo contra coradas com hematoxilina de Harris por 5 minutos e lavadas em agua corrente.
Finalmente, os cortes foram desidratados em trés banhos de alcool absoluto, seguido pela
diafanizagao em xilol por 10 minutos, mais 10 minutos em novo xilol e montagem das

laminulas com balsamo de Canada.

Tabela 3. Especificagdo do anticorpo a ser utilizado para identificagdo da mutagéo.

Especificidade Clone Caracteristica bioldgica Hipdtese para presenca da mutagdo

IDH1 Anti-IDH1 Interesse primdrio Positividade citoplasmatica

A figura 13.A mostra a ldamina de histologia com as amostras obtidas da técnica do
TMA, apo6s a coloracdo com HE. A figura 13.B mostra a lamina apds a reagao imuno-
histoquimica para a identificacdo da presenga da mutagao IDH1.
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Figura 13.A). Lamina corada em HE com cortes obtidos do bloco de TMA. B). La&mina corada pela
técnica de imuno-histoquimica com reagao para IDH1, com cortes obtidos do bloco de TMA.

Para a analise da reatividade imuno-histoquimica foi utilizado um microscépio de luz,
sendo considerada como reagao positiva a presenga da coloragéo acastanhada escura no
citoplasma. A figura 14 mostra uma reacado imuno-histoquimica positiva para a mutagao
IDH1, com a coloragao acastanhada no citoplasma. A figura 15 mostra a reagao negativa
para a mutacdo IDH1, onde ndo de evidencia a coloracdo citoplasmatica acastanhada

escura.

Figura 14. Reagao imuno-histoquimica positiva para a mutagéo IDH1.
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Figura 15. Reagao imuno-histoquimica negativa para a mutagao IDH1.

4.3 Analise estatistica

A amostra foi calculada utilizando o Sistema G Power* 3.1.9.2, com um tamanho de
efeito de 0.5, considerado probabilidade de erro de 0.05 e poder de teste de 90%. As
variaveis quantitativas foram descritas por média e desvio padrao e as qualitativas por
frequéncias absolutas e relativas. Para comparar médias, o teste t-student foi aplicado. Na
comparacgao de proporgoes, os testes qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher foram
aplicados. As curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e as
variaveis associadas ao 6bito foram analisadas de forma univariada e multivariada pela
Regressao de azares proporcionais de Cox. O critério para a entrada da variavel no modelo
multivariado foi que a mesma apresentasse um valor p<0,20 na analise univariada. O nivel
de significancia adotado foi de 5% (p<0,05) e as analises foram realizadas no programa
SPSS versao 21.0.
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5 RESULTADOS
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Foram avaliados 185 (cento e oitenta e cinco) prontuarios medicos de pacientes com
diagnéstico de glioma que receberam tratamento entre janeiro de 2005 a dezembro de 2016
no HC-UFU. Foram resgatadas informacgdes sobre sexo, idade, diagnostico histopatoldgico,
localizacédo anatbmica da lesdo, extensdo da resseccao cirurgica, realizacao de
radioterapia, dose de radioterapia e sobrevida global dos pacientes.

Dos 185 prontuarios identificados, 38 tinham diagnéstico de tumores que néo foram
caracterizados como gliomas. Do total de biépsias mencionadas, 64 foram realizadas em
servico de saude externo ao HC-UFU. Vinte e dois pacientes nao tinham biopsia anexadas
ao prontuario, 16 pacientes realizaram tratamento com radioterapia fora do HC-UFU e 97
pacientes foram submetidos a tratamento com quimioterapia associada a radioterapia ou a
informacéo sobre a quimioterapia ndo era conhecida, 52 participantes apresentaram 2 ou
mais dos critérios de exclusdo. Considerando os critérios de inclusao e exclusao citados na
metodologia foram selecionados para investigacao e analise das hipéteses diagndsticas 20

pacientes, como demonstrado na figura 16.

185 prontuarios
identificados

52 participantes apresentaram 2 ou

38 ndo eram mais dos fatores de excluséo.
glioma difuso

64 biopsias foram
realizadas em
outro servigo

22 pacientes nao 16 realizaram RT

. . . 97 realizaram QT
realizaram biépsia em outro servigo

20 pacientes
elegiveis para
analise

Figura 16. Diagrama de selegao da populagao do estudo.
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A tabela 4 mostra as caracteristicas dos pacientes analisados e a associacdo com a

mutacgéo IDH 1.

Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes amostrados e associagées com a mutacio IDH1.

Variaveis Com Sem mutacao P
mutacao IDH1 IDH1
(n=9) (n=11)
Idade (anos) — Média = DP 449+ 154 51,8 £15,3 0,328
Sexo —n (%) 1,000
Masculino 6 (66,7) 7 (63,6)
Feminino 3(33,3) 4 (36,4)
Diagnostico —n (%) 0,050
Glioma difuso de alto grau 4(44.4) 10 (90,9)
Glioma difuso de baixo grau 5 (55,6) 1(9,1)
Localizacdao* — n (%)
Frontal Direito 4(44.4) 3(27,3) 0,642
Parietal Direito 1(11,1) 3(27,3) 0,591
Temporal Direito 2(22,2) 0(0,0) 0,189
Frontal Esquerda 2(22,2) 19,1 0,566
Parietal Esquerdo 2(22,2) 3(27,3) 1,000
Temporal Esquerdo 0(0,0) 19,1 1,000
Occipital Esquerdo 2(22,2) 19,1 0,566
Dois hemisférios 0(0,0) 19,1 1,000
Outros 0(0,0) 1(9,1) 1,000
Ressecc¢do cirtrgica — n (%) 0,431
Biopsia 3(33,3) 2 (18,2)
Parcial 4 (44.4) 8 (72,7)
Total 2(22,2) 1(9,1)
Dose radioterapia (cGy) —n (%) 0,010
<3060 1(11,1) 8 (72,7)
>3060 8 (88,9) 3(27,3)
Obito — n (%) 6 (66,7) 11 (100) 0,074

* questdo de mdltipla resposta. *Localizagdo anatémica da lesdo tumoral no parénquima cerebral.

A tabela 4 demonstra as variaveis que se relacionaram ou ndo com a mutacao IDH1.
A amostra foi constituida principalmente por pacientes do sexo masculino e idade média de
48,7 anos. A mutacao IDH1 estava presente em 45% dos participantes. Dos pacientes
mutados, 55,6% eram gliomas infiltrativos de baixo grau. Os tumores se localizaram em
diversas regides do parénquima cerebral, com predominio das lesbes mutadas no lobo
frontal direito (44,4%), enquanto as lesbes sem a mutagao se localizaram igualmente no
lobo frontal direito, parietal direito e parietal esquerdo (27,3%). A ressecgao parcial foi a
abordagem cirurgica mais comum tanto nos pacientes mutados quanto nos pacientes IDH
selvagens. Verificou-se na tabela 4 que nao houve associacao das variaveis idade, sexo,

localizagdo do tumor e ressecgao cirurgica com a presenga da mutagao (p >0,05). Na
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analise univariada, houve uma tendéncia de significancia entre o ébito e a auséncia da
mutacgéo (p=0,074) e evidenciou-se uma associagao significativa entre o diagnostico e a
mutacao (p=0,05) e entre a dose de radioterapia e a mutagao IDH1 (p=0,01).

A tabela 5, mostra as analises das variaveis que se associaram ou nao com o o6bito.

Tabela 5. Analise de Regressdo de Cox univariada e multivariada para avaliar fatores
independentemente associados ao obito.

Univariada Multivariada
Variaveis Hazard IC 95% P Hazard IC95% p
Ratio Ratio
Idade (anos) 1,06 1,02-1,09 0,004 1,02 0,95-1,09 0,562
Sexo Masculino 1,15 0,40-3,29 0,792 - - -
Diagnéstico
Glioma difuso de alto grau 3,81 1,18-12,3 0,026 10,4 0,84-128 0,068
Glioma difuso de baixo 1,00 - - 1,00 - -
grau
Localizacio
Frontal Direito 0,59 0,21-1,67 0,318 - - -
Parietal Direito 1,60 0,51-5,04 0,424 - - -
Temporal Direito 1,06 0,24-4,74 0,943 - - -
Frontal Esquerda 1,12 0,25-5,09 0,879 - - -
Parietal Esquerdo 0,86 0,28-2,67 0,791 - - -
Temporal Esquerdo 1,88 0,23-15,1 0,553 - - -
Occipital Esquerdo 0,50 0,11-2,24 0,363 - - -
Dois hemisférios 1,02 0,13-7,93 0,982 - - -
Ressecc¢do cirtrgica
Biopsia 4,90 0,52-46,4 0,166 30,9 0,53-1807 0,098
Parcial 4,00 0,51-31,6 0,188 12,6 0,47-339 0,132
Total 1,00 - -
Dose radioterapia (cGy)<3060 8,52 2,44-29.7 0,001 1,52 0,20-11,7 0,688
Sem mutagdo IDH 0,28 0,09-0,82 0,020 0,63 0,13-2,93 0,694

No modelo univariado sem ajustes, notou-se que as variaveis associadas com obito
foram: idade avancgada, diagndstico de glioma difuso de alto grau, dose de radioterapia
<3060 cGy e auséncia da mutacao IDH. N&o foi identificada associagao da sobrevida com
a localizagao da lesao tumoral ou com a extensao da ressecgao cirurgica, € apos o ajuste
pelo modelo multivariado, nenhuma variavel manteve associagao significativa com o oébito.
Os pacientes com diagnéstico de glioma difuso de alto grau apresentaram 3,81 vezes mais
chance de morrer do que os pacientes com glioma de baixo grau (p=0,026). A analise das
sobrevidas médias obtidos por método de Kaplan- Meier, mostrou que nos gliomas grau ll,
a sobrevida média foi de 52,75 meses, os pacientes com GBM apresentaram sobrevida

meédia de 13,22 meses e os gliomas grau lll de 11,33 meses.
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Com relagao a radioterapia, as doses de tratamento variaram de 360 cGy a 6120
cGy, com dose média de 4218 cGy. 45% dos pacientes receberam doses de radiagao
menores que 3060 cGy, como demonstrada na figura 17. Aproximadamente 90% dos
pacientes com a mutagao receberam doses maiores que 3060 cGy enquanto que dos
pacientes sem a mutacado 27% receberam doses acima deste valor. A analise univariada
da dose, mostrada na tabela 2, revela aumento do risco de morte 8,52 vezes nos pacientes
que receberam dose de radioterapia menor que 3060 cGy (p=0,001). Identificou-se que a
meédia de sobrevida dos pacientes que receberam doses menores que 3060 cGY foi de
4,833 meses versus 42,709 meses dos pacientes que receberam doses maiores que 3060
cGy. A mediana também demonstrou beneficio com sobrevida mediana de 3 meses versus
48 meses para os pacientes que receberam doses maiores, entretanto na observagao

multivariada essa razao nao se manteve estatisticamente significativa (p=0.688).
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Figura 17. Distribuicdo das doses de radioterapia realizadas, utilizando como dose de referéncia o valor
médio entre 0 e 6120 cGy (3060 cGY).

A presenca da mutagdo IDH1 foi identificada como um fator protetor na analise
univariada, conferindo beneficio de sobrevida aos pacientes mutados (HR 0,28; IC 0,09-
0,82; p=0,020), mas a analise multivariada ndo manteve esta varidvel como fator
independente (p=0,694). As curvas de sobrevida dos pacientes com e sem a mutagao sao
apresentadas na figura 18. Na figura 18A sao demonstrados ainda os pacientes
censurados, ou seja, os pacientes que ainda estao vivos e cuja taxa de sobrevida ndo ainda
ser calculada.

64



047

Sobrevivéncia acumulativa

021

T T
200 400 €00 50,0 1000

tempo (meses)

- 1gem mutagio

—Teom mutagdo

O sem mutagsio-censurado

—com mutagfo-censurado

057

0,64

0,47

Sobrevivéncia acumulativa

=]
Foa
1

--"5em mutagao
—Mgom mutagdo

tempo (meses)

Figura 18. Curva de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier conforme mutagédo IDH sem ajuste (A) e com
ajuste pelo modelo multivariado (B)
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A interagao entre a dose de radioterapia, a mutacao e a sobrevida foi testada e os

dados apresentados na tabela 6. Quando avaliada a interagdo, sem ajuste, os pacientes

com alta dose e com a mutagdo apresentaram menos chance de o6bito e foram

considerados como referéncia, os pacientes com baixa dose (<3060 cGy) e com mutagao

apresentaram um risco 10,8 vezes — (HR 10,8;IC 2,62-44,5; p 0,001) maior de ébito quando

comparados com os com dose >3060 cGy e com mutagdo. Também aqueles com baixa

dose e sem mutagao apresentaram um risco 21,3 vezes — (HR 21,3; IC 1,73-2,63; p 0,017)

maior de obito quando comparados com os com dose mais elevada e com mutacdo. No

entanto, apds o ajuste, as associagdes ndo permaneceram significativas.

Tabela 6. Analise de Regresséo de Cox univariada e multivariada para avaliar fatores independentemente
associados ao 6bito considerando interagao entre dose da radioterapia e mutagao.

Univariada Multivariada
Variaveis Hazard IC 95% | Hazard IC95% p
Ratio Ratio
Idade (anos) 1,06 1,02-1,09 0,004 1,03 0,95-1,12 0,455
Sexo Masculino 1,15 0,40-3,29 0,792 - - -
Diagnéstico
Glioma difuso de alto grau 3,81 1,18-12,3 0,026 8,41 0,63-112 0,107
Glioma difuso de baixo 1,00 - - 1,00 - -
grau
Localizacio
Frontal Direito 0,59 0,21-1,67 0,318 - - -
Parietal Direito 1,60 0,51-5,04 0,424 - - -
Temporal Direito 1,06 0,24-4,74 0,943 - - -
Frontal Esquerda 1,12 0,25-5,09 0,879 - - -
Parietal Esquerdo 0,86 0,28-2,67 0,791 - - -
Temporal Esquerdo 1,88 0,23-15,1 0,553 - - -
Occipital Esquerdo 0,50 0,11-2,24 0,363 - - -
Dois hemisférios 1,02 0,13-7,93 0,982 - - -
Ressecg¢ao cirdrgica
Biopsia 4,90 0,52-46,4 0,166 17,5 0,18-1671 0,219
Parcial 4,00 0,51-31,6 0,188 9,51 0,31-293 0,198
Total 1,00 - - 1,00 - -
Dose (cGy) x Mutagao
Dose>3060 e com mutacido 1,00 - - 1,00 - -
Dose>3060 e sem mutacdo 2,21 0,49-9,96 0,303 2,22 0,30-16,3 0,433
Dose<3060 e com mutacao 10,8 2,62-445 0,001 2,37 0,35-15,9 0,375
Dose<3060 e sem mutacdo 21,3 1,73-263 0,017 2,66 0,16-45,0 0,499

A figura 19 mostra as curvas de sobrevida dos pacientes, conforme a interacao entre

a dose de radioterapia (< 3060 cGy ou maior que 3060 cGy) e o status da mutagao IDH, na

avalicdo univariada (A) e multivariada (B).
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Figura 19. Curva de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier conforme interacdo entre dose da radioterapia

e mutacdo sem ajuste (A) e com ajuste pelo modelo multivariado (B).
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As curvas de sobrevida dos pacientes, conforme a interagdo entre a dose de
radioterapia (< 3060 cGy ou maior que 3060 cGy) e o status da mutacédo IDH demostram
no modelo univariado o aparente ganho de sobrevida nos pacientes que receberam doses
maiores e que tinham a mutagao IDH1 e ao contrario a reduzida sobrevida nos pacientes
que receberam doses baixa e n&o apresentaram a mutagdo. Na figura 19A nota-se as
distancias entre as curvas, evidenciando um risco de 2,21 mais chance de morrer nos
pacientes submetidos a altas doses, mas sem a mutagcdo. Demonstra ainda que
comparando pacientes com a mutacdo, mas que receberam doses menores de
radioterapia, a chance de morre foi 10,8 vezes maior. As curvas do modelo ajustado ainda
mantém uma tendéncia de beneficio para os pacientes que receberam maior dose e com a

presenga da presencga da mutagao, porém agora sem significancia estatistica.
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6 DISCUSSAO
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Neste estudo os pacientes apresentaram dados epidemiolégicos semelhantes aos
descritos na literatura, como o predominio dos tumores no sexo masculino e idade média
aproximada de 50 anos ao diagndstico (Estimativa 2018: Incidéncia de Cancer no Brasil,
2017) (OSTROM et al., 2015). Nao houve diferenga significativa na sobrevida entre homens
e mulheres em relagcéo ao status da mutacédo IDH1 e a idade demonstrou ser um fator de
risco na analise univariada, porém sem correspondéncia na avaliacdo multifatorial.

A localizagao topografica das lesdes em pacientes com GBM segundo a presenca
da mutagdo IDH1 foi observada em um estudo retrospectivo e observou-se que nos
pacientes sem a mutagao IDH1, 43% das lesdes se localizavam em regido temporal, 35%
frontal, 20% parietal e 2% occipital. Nos pacientes com a mutagcédo IDH1 o predominio foi
de 50% em regido temporal, 36% em regido frontal e 14% em regido parietal (DE
QUINTANA-SCHMIDT et al., 2015). Semelhante ao descrito por Jiang at cols, nos tumores
com a mutacdo IDH1 as lesdes foram mais frequentes nos lobos frontais, porém nao foi
encontrada qualquer associacdo entre a localizagdo das lesdes e a sobrevida nesta
pesquisa (JIANG et al., 2017).

Alguns estudos retrospectivos citam a extensdo da ressecgéo cirurgica como fator
prognostico favoravel, afirmando que ressecgdes maiores que 90% conferem maior
sobrevida global e menor taxa de recorréncia (DELGADO-LOPEZ et al., 2017). Nosso
estudo n&o evidenciou papel significativo estatistico da extenséo cirurgica em relagéo a
sobrevida.

A dose padrao para a radioterapia adjuvante em gliomas de baixo grau é de 4500
cGy a 5400 cGy (VAN DEN BENT et al., [s.d.]) e de 6000 cGy em gliomas de alto grau (
(NELSON et al., 1988) (KARIM et al., [s.d.]). Neste estudo, 45% dos pacientes receberam
doses abaixo de 3060 cGY. A analise univariada da dose demonstrou melhora da sobrevida
em pacientes que foram submetidos a doses maiores que 3060 cGy (p=0,001), porém a
avaliagdo multivariada ndo manteve esta relagao (p=0,373). Em geral, doses equivalentes
a 3000 cGy sao destinadas a pacientes com quadro clinico muito deteriorado e com
prognostico de vida reservado (ROA et al.,, 2004). Sabendo que quase metade dos
pacientes recebeu doses proximas a esse valor e considerando que o perfil clinico é
sabidamente um fator de risco (ndo avaliado neste estudo por deficiéncia de informagdes
nos prontuarios) pode-se talvez inferir que os mesmos apresentavam condig¢ao clinica muito
ruim ao diagndstico e que mesmo na presenca da mutagao IDH1 o beneficio esperado da
sobrevida n&o tenha se expressado.
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Assim como descrito na literatura a sobrevida média e mediana relacionada com a
mutacdo mostrou uma tendéncia de melhora nos pacientes mutados. Estudos prévios
demonstraram média de sobrevida em pacientes com GBMs mutados de 31 meses versus
15 meses nos pacientes sem a mutacdo (PARSONS et al., 2008) (COHEN; HOLMEN;
COLMAN, 2013), nos pacientes deste estudo a sobrevida média foi de 36.16 meses nos
IDH1 mutados versus 17.35 meses nos IDH1 selvagens. Avaliando de forma univariada a
presenga da mutacao IDH1, confirmou-se a mutagdo como um fator de protecao para os
pacientes mutados.

Apesar dos dados conflitantes entre a analise univariada e multivariada da interagao
entre a dose de radioterapia, a mutagao e a sobrevida, parece que a alta dose € a variavel
que mais influéncia na sobrevida, visto que mesmo pacientes sem a mutagdo, mas que
receberam doses altas apresentaram sobrevida maior que pacientes que receberam doses
baixas e que, pacientes com a mutacdo que receberam doses baixas apresentaram
sobrevida menor do que aqueles com a mutagao que receberam doses altas. No entanto,
como a significancia ndo se manteve no modelo ajustado, provavelmente pelo pequeno
numero amostral, é necessario cautela para tal conclusao.

Algumas consideragbes devem ser analisadas nesse estudo; primeiramente o
tamanho da amostra pode ter influenciado nos resultados. A populacdo estudada se
constitui de diagnostico com baixa incidéncia, dificultando o alcance de numero elevado de
participantes para a amostra. A populagdao que foi estudada é originaria de um hospital
universitario de referéncia regional, e varios pacientes foram encaminhados ao hospital com
resultado histopatoldgico ja realizado em outro servigo, ao qual os pesquisadores nao
tiveram acesso, sendo excluidos da amostra, no entanto, o ponto fundamental para a
reducdo do universo amostral do estudo foi a associacdo da radioterapia com a
quimioterapia. A modalidade combinada de tratamento € o tratamento padrao para esses
tumores e assim a grande maioria dos pacientes foram submetidos ao tratamento com
quimio-radiagao, ndo podendo assim ser incluidos para a avaliagdo. Estudos multicéntricos
futuros permitirdo avaliagdbes com numero maior de participantes e avaliagdes cientificas
mais detalhadas.

Deve-se considerar também o carater retrospectivo do presente estudo, com as
limitagdes inerentes da propria linha metodologica, como as deficiéncias no registro
hospitalar, anotagcdes inadequadas em prontuarios médicos e as dificuldades de localizagao

das informagoes.
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Dos resultados obtidos foi possivel avaliar as caracteristicas dos pacientes admitidos
na instituicdo e a caracteristica da assisténcia terapéutica disponibilizada para essa
populagdo em nosso servigo. A epidemiologia se assemelha a outros estudos de parecida
estrutura epidemiolégica, porém foi notério a necessidade da melhora na disponibilidade de
realizacdo de RM encéfalo para um diagnostico mais preciso, no controle pds-operatorio
imediato, para o planejamento do tratamento radioterapico e para o seguimento padrao
desses pacientes. Faz-se necessario ainda melhorias das estruturas cirurgicas para que
quantidade maior de paciente possa ser submetida a resse¢des adequadas, com
consequente melhoria de sobrevida, resguardando é claro, a qualidade de vida dos doentes
pos operados. Uma condicdo sinequanom identificada pelo estudo, é a necessidade
imediata da disponibilizagdo de testes imuno-histoquimicas para o diagnodstico e
classificagdo das lesdes gliais de acordo com alteragdes moleculares, assim como
determina a OMS, permitindo assim caracterizar melhor os diagnosticos e avaliar melhor
os fatores de progndstico dos pacientes.

Analisando os dados deste estudo, € possivel tragar discussdes sobre o impacto
social que a realizagao de testes moleculares pode desencadear. Ja se sabe que pacientes
com a mutagao IDH apresentam melhores taxas de sobrevida do que pacientes sem a
mutacao e este estudo concluiu que ha uma tendéncia de melhora da sobrevida naqueles
pacientes mutados e que sao submetidos a altas doses de radioterapia. Talvez a utilizagao
desses resultados seja importante para triar que paciente seria um candidato mais habil
para se submeter ao tratamento radioterapico com doses altas.

Deve-se analisar os altos custos financeiros do tratamento com radioterapia, o
deslocamento para a realizagdo de um tratamento diario e o desgaste clinico e emocional
gerados no paciente e nos familiares, considerando as baixas taxas de sobrevida dos
pacientes sem a mutagao e que recebem doses baixas de radioterapia, talvez pela condigao
clinica ja deteriorada ao diagnéstico. Ao contrario, pacientes com a mutagédo, em bom perfil
clinico, seriam candidatos mais propicios a receber investimentos de alto custo com a
radioterapia, ja que apresentam melhora de sobrevida com altas doses de radioterapia. Nao
se trata de escolher quem ou ndo ser submetido ao tratamento, mas sim em individualizar
as agbes, proporcionando a cada paciente uma abordagem singular, respeitando as
apresentacdes da doencga, sua evolucdo natural e os impactos socioeconbmicos e

emocionais que o diagndstico apresenta.
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7 CONCLUSAO
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O presente estudo concluiu que os pacientes com diagnéstico de glioma difusos
submetidos a radioterapia no HC-UFU no periodo de 2005 a 2016 apresentaram
caracteristicas semelhantes aos dados da literatura, como predominio no sexo masculino,
idade média ao diagnéstico aproximada de 50 anos, a histologia mais comum foi o GBM e
melhor sobrevida em pacientes com diagnostico de tumores de baixo em comparagéo aos
gliomas de alto grau. Ndo foi identificado diferenca significativa entre idade, sexo,
localizacdo anatdbmica da lesdo e a extensdo da ressecgao cirurgica com relacdo a
sobrevida global e a presenca da mutagcdo. De maneira univariada, pacientes mais idosos,
com diagnéstico de glioma de alto grau, pacientes que receberam doses de radioterapia
menores que 3060 cGy e os pacientes sem a mutagédo IDH1 apresentam menores chances
de sobrevida. A interacao entre a dose, a mutacao e a sobrevida nao foi significativa, porém
parece que a dose de radioterapia € a variavel que se relaciona mais acentuadamente com

a sobrevida global dos pacientes.
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8 ANEXOS
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8.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Mutagéo IDH1 e a relagdo com o progndstico e a
sensibilidade ao tratamento com radioterapia em gliomas”, sob a responsabilidade dos pesquisadores da Universidade
Federal de Uberlandia, Ana Cristina de Araujo Lemos da Silva, Roseane Eloiza Maximo Silva, Marcelo Batista Chiovato
dos Santos, Paula Philbert Lajolo Canto e Andrea de Martino Luppi.

A pesquisa tem como objetivo observar se pacientes com diagndstico de Glioma apresentam ou ndo uma alteragéo
especifica no DNA de suas células e avaliar se essa alteracao tem melhor beneficio para o tratamento com radioterapia.
Ira também demonstrar o perfil dos pacientes que sao tratados no Setor de Oncologia da UFU com diagndstico de Glioma.
O TCLE seré obtido pela pesquisadora Roseane Eloiza Maximo Silva, nas dependéncias do Setor de Oncologia, antes
das consultas médicas dos pacientes que ainda estdo em acompanhamento no Setor.

Na sua participagdo, vocé sera informado que sera feita uma avaliagdo dos dados de seu prontuario médico, em busca
de informagdes importantes para a pesquisa. Vocé ndo sera submetido a questionarios, coletas de sangue ou exames.
Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade
sera preservada. Vocé ndo tera nenhum gasto nem ganho financeiro por participar da pesquisa.

Existe o risco de identificagdo do participante, no entanto este risco sera minimizado pela ndo utilizagdo e divulgacdo do
nome, enderego, numero de prontuario ou nimero da biépsia. De maneira alguma os dados de identificagdo dos
participantes seréo revelados ou publicados pela equipe pesquisadora.

A pesquisa tem como beneficios aos participantes e a populagao, oferecer o conhecimento sobre a relagédo entre a
presencga da alteragdo na célula e a resposta ao tratamento com radioterapia.

Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer prejuizo ou coagao. Até o momento
da divulgacao dos resultados, vocé também é livre para solicitar a retirada dos seus dados, devendo o pesquisador
responsavel devolver-lhe o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado por vocé. Uma via original deste Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé.

Em caso de qualquer duvida ou reclamagao a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora
Roseane Eloiza Maximo Silva, pelo telefone (34) 3291-6173 ou na Av. Amazonas, 1996 - Jardim Umuarama, Uberlandia
- MG, CEP 38405-302. Vocé podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres
Humanos na Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves de Avila, n°® 2121, bloco A, sala 224,
campus Santa Ménica — Uberlandia/MG, 38408-100; telefone: 34-3239-4131. O CEP é um colegiado independente criado
para defender os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir para o

desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos conforme resolugdes do Conselho Nacional de Saude.
Uberlandia, __ /|

Assinatura da pesquisadora

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa
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8.2 Dados dos participantes analisados segundo o status da mutagao IDH1.

IDADE GRAU DOSE RT SOBREVIDA STATUS
CASO (anos) SEXO LOCAL NEOPLASICO (cGy) (meses) IDH1
Frontal,
01 66 M parietal e Grau ll 5580 48 POSITIVO
temporal D
02 63 M Temporal D GBM 5940 6 POSITIVO
03 61 F Parieto, GBM 3000 1 NEGATIVO
occipital E
04 28 M Tdlamo Grau lll 5580 10 NEGATIVO
esquerdo
Parietal
05 34 M . Grau lll 6120 12 NEGATIVO
direita
Temporal
06 65 M occipital GBM 2900 3 NEGATIVO
esquerda
L
L3
07 65 F Frontal GBM 2700 3 POSITIVO P AT
esquerdo | 24 ?
F 9@ | o
. w ..
r :‘— -~
Frontal .
34 F Grau ll 5400 Seguimento POSITIVO IMAGEM INDISPONIVEL
08 esquerdo
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Dois

09 60 P GBM 2340 15 NEGATIVO
hemisférios
Frontal

10 40 . Grau lll 5400 12 POSITIVO
direito

11 33 Frontal GBM 5940 Seguimento | POSITIVO
direito
Frontal

12 60 parietal GBM 2700 2.5 NEGATIVO
direito

13 76 Corpo caloso GBM 2800 3 NEGATIVO
Occipital

14 30 parietal Grau ll 5400 73 POSITIVO
esquerda
Parietal

15 47 GBM 360 4 NEGATIVO
esquerda
Frontal

16 31 L Grau ll 5400 50 NEGATIVO
direito
Frontal

17 43 o Grau ll 5400 40 POSITIVO
direito
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Frontal,

18 55 parietal GBM 3000 8 NEGATIVO
esquerda
Temporal
19 53 direita e GBM 3000 4 NEGATIVO
frontal
esquerda
. POSITIVO o \ A
Parieto (REACAO COM :,‘ - - P
20 30 occipital Grau ll 5400 Seguimento FUNDO, POREM _y & "'ﬁ e
esquerda POSITIVIDADE = P i ,
RARA E FORTE) - ® 1
-
> e -
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