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RESUMO

Introducéo: Os gliomas sdo os tumores primarios mais comuns do Sistema Nervoso Central
(SNC), com o glioblastoma multiforme (GBM) sendo a forma mais maligna e agressiva. Apesar
do tratamento, a sobrevida global desses pacientes varia de 15 a 23 meses. Recentes avancos
na caracterizagdo molecular dos gliomas tém permitido o uso dessas caracteristicas para prever
progndsticos, guiar tratamentos individualizados e refinar a classificacdo dos tumores. A
bidpsia liquida, que detecta DNA tumoral circulante (DNAct) no liquor, tem se mostrado
promissora para o diagndstico precoce de recidivas, identificacdo de mutacGes tumorais e
distincdo entre alteracfes causadas pela radioterapia e a progressao da doenga. No Brasil, ndo
ha registros de tentativas anteriores de extracdo de DNAct a partir do liquor em pacientes com
gliomas, representando uma lacuna significativa no manejo molecular desses tumores.
Materiais e Métodos: Esta é uma série de casos prospectiva de pacientes com quadro clinico-
imaginoldgico de glioma de alto grau. Os pacientes foram submetidos a coleta de material
bioldgico, incluindo liquor, e utilizado duas técnicas de baixo custo para obtencdo de DNAct.
Para analise de sobrevida, foi utilizada a curva de Kaplan-Meier. Resultados: Este estudo
prospectivo incluiu 16 pacientes com tumores cerebrais, dos quais 13 foram diagnosticados
com gliomas. A idade média dos pacientes foi de 52,1 £ 15,4 anos, com uma mediana do KPS
de 80%. A analise de Kaplan-Meier revelou uma alta mortalidade entre os pacientes com
gliomas, com apenas 46,2% de sobrevida em 5 meses. Os protocolos utilizados para extragdo
de DNAct foram negativos. Concluséo: Este estudo destaca a primeira tentativa documentada
no Brasil de extrair DNAct do liquor em pacientes com gliomas, evidenciando os desafios
inerentes a essa abordagem. Embora os resultados iniciais tenham sido negativos, a criacao de
um banco de material biologico representa um recurso valioso para a continuidade das
pesquisas, principalmente em um cenario onde a sobrevida é extremamente baixa quando
comparadas com paises desenvolvidos.

Palavras-Chaves: Tumor cerebral, Biopsia liquida, liquor, biomacardores tumorais, DNA
tumoral.



ABSTRACT

Introduction: Gliomas are the most common primary tumors of the Central Nervous System
(CNS), with glioblastoma multiforme (GBM) being the most malignant and aggressive form.
Despite treatment, the overall survival of these patients varies from 15 to 23 months. Recent
advances in the molecular characterization of gliomas have allowed the use of these
characteristics to predict prognoses, guide individualized treatments and refine the
classification of tumors. Liquid biopsy, which detects circulating tumor DNA (ctDNA) in CSF,
has shown promise for early diagnosis of relapses, identification of tumor mutations and
distinction between changes caused by radiotherapy and disease progression. In Brazil, there
are no records of previous attempts to extract ctDNA from the CSF in patients with gliomas,
representing a significant gap in the molecular management of these tumors. Materials and
Methods: This is a prospective case series of patients with clinical and imaging findings of
high-grade glioma. The patients underwent collection of biological material, including CSF,
and two low-cost techniques were used to obtain ctDNA. For survival analysis, the Kaplan-
Meier curve was used. Results: This prospective study included 16 patients with brain tumors,
of which 13 were diagnosed with gliomas. The mean age of the patients was 52.1 + 15.4 years,
with a median KPS of 80%. Kaplan-Meier curve revealed high mortality among patients with
gliomas, with only 46.2% survival at 5 months. The protocols used for ctDNA extraction were
negative. Conclusion: This study highlights the first documented attempt in Brazil to extract
ctDNA from CSF in patients with gliomas, highlighting the challenges inherent to this
approach. Although the initial results were negative, the creation of a bank of biological
material represents a valuable resource for continuing research, especially in a scenario where
survival is extremely low when compared to developed countries.

Keywords: Brain tumor, Liquid biopsy, cerebrospinal fluid, tumor biomarkers, tumor DNA.



Gréfico 1:

Gréfico 2:

Figura 1:

Figura 2:

LISTA DE ILUSTRACOES

Distribuicdo de todos os tumores primarios do SNC e outros tumores do
SNC por comportamento--=-=-=-==========mmmmmmmmm oo

Distribuicdo de todos os tumores priméarios do SNC e outros tumores do
SNC (malignos e benignos), por A) Sitio B) Histologia--------------------

Aplicacdes clinicas de CTCs e ctDNA como bidpsia liquida para
medicina personalizada. Amostras de sangue podem ser testadas
repetidamente para prever recaida em pacientes M 0 ou progressdo
metastatica em pacientes M 1, monitora a eficacia das terapias e entende
0s possiveis mecanismos de resisténcia. Antes da terapia, 0s pacientes
podem ser estratificados para os medicamentos mais eficazes, enquanto
apos o inicio do tratamento persistem aumentos de CTCs/ctDNA indica
resisténcia a terapia, e esta informacdo pode permitir uma mudanca
precoce para um regime mais eficaz antes que a carga tumoral seja
excessiva e incuravel MT, mutacdo; CM, cancer de mama; PC, cancer de

prostata; CCR, cancer colorretal, ------------

Visdo geral do uso de Biopsia liquida nos Glioblastomas. As células
tumorais do GBMs produzem vesiculas extracelulare, CTCs,
cfDNA/RNA, os quais atravessam a BHE e caem na corrente sanguinea.
Uma porcdo desses biomarcadores permanecem no Liquor. Biopsia
liguida analisa o liquor ou o sangue em busca desses biomarcadores por
meio de PCR, sequenciamento genético e protedmica. Os dados
resultantes podem ser usados para caracterizar a genética tumoral,
quantificar a resposta ao tratamento, e proporcionar opgdes terapéuticas

individualizadas. ------------

14

14

22

24



Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Potenciais aplicagdes de CtDNA-----=-=--mmmmmmmmmm oo

Esquema mostrando a propagacdo de DNA das células tumorais de

tumores primario do encéfalo e medula espinhal para o liquor. -----------

a. Pacientes com glioblastoma, resseccdo pds-cirirgica e
quimiorradiagdo, sdo monitorados usando imagens seriadas de
ressonancia magnética. Uma lesdo realcada por gadolinio na ressonancia
magnética (MRI) com contraste realcado pode ser uma doenca
progressiva (DP) verdadeira ou efeitos de radiagdo, como
pseudoprogressdao ou necrose por radiacdo (RN). Estratégias de bidpsia
liquida, incluindo células tumorais circulantes (CTCs), DNA livre
circulante (CfDNA), vesiculas extracelulares (EVs) podem fornecer
modalidades minimamente invasivas de monitoramento de tumores
cerebrais. b. A abordagem de monitoramento em trés frentes usando a
integracdo do estado clinico, modalidades de imagem e estratégias de
bidpsia liquida pode ser uma solucdo potencial para rastrear a evolugédo
do tumor ao longo do tempo e da terapia. Imagem de vasos sanguineos
da Smart Servier. ------m-m-mmemm e
As quatro localizacbes mais prevalentes de acordo com o lobo cerebral
dos tumores cerebrais estudados na amostra, representado por sua
POFCENE GBI === == = = o o e e e oo
Curva de Kaplan-Meier dos pacientes diagnosticados com glioma

cerebral e sua sobrevida até o desfecho 6bito--------=--==-mmmmmmmmemmeeee

Curva de Kaplan-Meier dos pacientes diagnosticos com glioma cerebral
e do status do IDH como analise de sobrevida-----------------====-=-=--=----
PCR convencional do LCR----=-==-==nmmm o m e oo oo

27

30

33

35

40



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

LISTA DE TABELAS

Genes, moléculas, vias e/ou combinagdes na maioria dos tumores do SNC- 18

Graus do SNC OMS de tipos selecionados, abrangendo entidades para as
quais ha uma nova abordagem de classificagdo-------------=======mmemmuu- 20

Caracteristicas clinicas dos pacientes estudados-----------=-=-=======nmnueu-- 34
Caracteristicas tumorais da biopsia sélida (histopatologia) dos pacientes- 36

Participantes com gliomas cerebrais, Status do IDH e o tempo de sobrevida

ALE O BDILO-==-==m e o e e e e 37



%
SNC
BHE
GBM
LCR
DNAct
NGS
CTC
INCA
OMS
WHO
CDC
EUA
CBTRUS
NCI
DNA
RNA
IDH 1
IDH 2
a-KG
NADH
NADPH
VE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Porcentagem
Sistema nervos central
Barreira hematoencefalica
Glioblastoma
Liquido Cefalorraquidiano
DNA tumoral circulante
Sequenciamento de nova geracao
Células tumorais circulantes
Instituto Nacional de Cancer
Organizacdo Mundial da Saude
World Health Organization
Central for Disease Control and Prevention
Estados Unidos da America
Central Brain Tumor Registry of the United States
National Cancer Institute
Acido desoxirribonucleico
Acido Ribonucleico
Isocitrato de desidrogenase 1
Isocitrato de desidrogenase 2
a-cetoglutarato
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato

Vesiculas extracelulares



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ......o oottt en st n s 10
2. REFERENCIAL TEORICO ....cooiiieeee ettt 13
2.1 Tumores Malignos CereDIaAIS ........coiuviiiieiiieiie et 13
2.1.1 Epidemiologia, Classificagdo e BIomarcadores............ccoovverveiiieiineenieeiniienieeninens 13
2.1.2 Glioblastoma (IDH SEIVAgEM) .....cc.eiiiiiiiieiii i 18
2.2 BIOPSIA TQUITA ...ttt 20
2.2.1 DNA tumoral circulante (DNACL)........coiiiiiiieiieeie e 24
2.3- Biopsia Liquida N0 SNC........cciiiiiieiieiee et 27
S-OBJETIVOS ..ot e e e e e e st e et e e e e e s et e e aeee e e e annnrees 31
3.1 OBJELIVO GEIAL ...t 31
3.2 ODBJetiVOS ESPECITICOS ......viiiiiiiiieiiiieiee ettt 31
4- MATERIAIS E METODOS ... ..ottt ettt 32
4.1 TIPO A8 ESTUAD ...ttt ettt ettt 32
4.2 Local do Estudo e Analise das AMOSEIAS ........c.coiuiirieeiiieiieiiee e 32
4.3 ASPECLOS ETICOS ...v.vveieieeeeieeee ettt s ettt ettt et n st ee ettt ettt e s s e e 32
4.4 Criterios de INCIUSEOD.........oeiiiiiiiiiie e 32
4.5 Criterios de EXCIUSAO........coiiiiiiiiiieiii e 33
4.6 Organizacdo, coleta e analise dos dados ..........ccccocvuveeiiiieeiiiee e 33
4.6.1- Processamento de amostras de LCR .........cooviiiiiiiiiiie e 33
4.6.2- Extracdo de &cido nucleico a partir de LCR .......cccoviiveiiiie e 33
4.6.3 — Extracédo de acido nucleico a partir de amostras de tecido tumoral, camada
leucoplaquetaria € PIASIMA ..........ceeiiiieiie et 35
4.6.4 — Identificacdo de mutagdes N0 IDH por PCR.........cociveiiiie i 35
5- RESULTADOS ...ttt sttt sttt ettt be e nb e et e beeanae e 37
5.1 — Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da populacdo estudada...................... 37
5.2 — Analise da sobrevida dos pacientes com glioma ...........ccccccevvveeiie e, 39
5.3— EXtracdo do DNA CIFCUIANTE ........oooiiiiiiiee et 41
B = DISCUSSAOD.....coiiiiiiiieieie ettt 42
B - CONCLUSOES.......coiiiiieieieiieieie ettt 45
7= REFERENCIAS.......o oottt ettt n sttt an s 46
8- APENDICES ...ttt 49
8.1- EQUIPE DE PESQUISADORES ..ottt 49
G- ANEXOS .ttt r e E ettt nae e 50

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.............. 50



ANEXO B — CARTA DE ANUENCIA HUGV .......oooviiceieeceeeeee e
ANEXO C — CARTA DE ANUENCIA LABORATORIO .....cooovoveveeeeceeeeee e

ANEXO D - PARECER CEP



10

1. INTRODUCAO

O cancer do sistema nervoso cerebral (SNC) representa 1,4 a 1,8% de todos
tumores malignos no mundo e cerca de 88% desses tumores estdo localizados no cérebro. A
incidéncia mundial dos tumores cerebrais aumenta a cada ano e em paises desenvolvidos
representam a segunda principal causa de morte por cancer em homens adultos jovens.
(YUSOFF et al.,2015).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima-se que para
cada ano do triénio 2023/2025 mais de 11 mil novos casos serdo diagnosticados, estimando

mais de nove mil mortes anuais (INCA, 2023).

Os gliomas, tumores derivados do parénquima cerebral, representam cerca de
27% dos tumores primarios e 80% de todos os tumores malignos do SNC. O glioblastoma
(GBM), forma mais maligna dos gliomas, compreende 54%, a taxa de incidéncia aproxima-
se de 3,2 por 100 mil pessoas, com mediana de idade de 64 anos e afetando mais homens que
mulheres (PIPERI, et al, 2019).

Os GBMs sdo tumores cerebrais heterogéneos com interacGes complexas entre
si e com diferentes células, caracterizado por proliferacdo vascular, inflamacéo, necrose com
invasdo, e escape da resposta imune, dificultando dessa forma, tanto o diagndstico, a

confirmacdo do estagio inicial como o tratamento (PIPERI, et al, 2019).

Os tratamentos atuais incluem resseccao tumoral, irradiacdo e medicamentos
quimioterapicos e apesar dessas terapias invasivas, 0s tumores malignos cerebrais quase que
invariavelmente recaem devido & sua natureza altamente resistente e infiltrativa, sendo,
portanto, ineficazes na prevencao e progressao da doenca (BIELLI, et al, 2020; OSUKA, et
al, 2017).

Por isso 0 GBM, € considerado um tumor maligno altamente agressivo, com
sobrevida global que varia de apenas 15 a 23 meses, a despeito do tratamento utilizado
(YEKULA et al., 2020).
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O diagnéstico definitivo é alcancado através da obtencdo de uma amostra de tecido
tumoral por bidpsia intracraniana, que por muitas vezes O acesso € restrito e invasivo,
tornando-se um procedimento complexo e ndo isento de complicagdes (YEKULA et al.,
2020).

Além do mais, apesar da importancia da ressonancia nuclear magnética (RNM) para o
monitoramento do tratamento a longo prazo, a maioria dos pacientes que recebem
quimioradioterapia para 0 GBM, podem evoluir com alteracGes ocasionadas pela radioterapia,
como pseudoprogressdao ou necrose por radiacdo, tornando-se indistinguivel da real
progressao do tumor (YEKULA., 2020).

Com isso, a conduta atual nos pacientes que apresentam alteracdo na RNM de crénio
de controle pds tratamento com cirurgia e radioterapia é aguardar ou realizar novas biopsias
invasivas e debilitantes (YEKULA., 2020).

Estudos recentes tém demonstrado grande potencial para o uso do DNA tumoral
circulante (DNAct) coletados no sangue periférico ou no liquor, permitindo o diagnéstico
precoce de pacientes com recidiva, identificando mutacdes especificas em tumores cerebrais,
ou até mesmo diferenciando entre alteracfes da radioterapia e real progressdo da doenca de
forma minimamente invasiva e menos demorada, um método denominado biopsia liquida
(GATO, et al, 2021).

O termo biopsia liquida, € usado para designar uma coleta de tecido biolégico ndo
solido, extraido de sangue, liquido cefalorraquidiano, saliva, urina e outros fluidos corporais
(GINER, et al, 2018).

Tal procedimento, torna-se possivel pois o liquor cefalorraquidiano (LCR), circula no
SNC e tem uma grande interface com o cérebro e os tecidos malignos, com isso as células
tumorais e seus DNAs sdo liberadas no liquor e o DNA tumoral livre circulante pode ser
isolado, sem a necessidade de novas intervencdes (novas neurocirurgia para realizacdo de
bidpsia) (GINER, et al, 2018).

Na neurocirurgia, a unica forma de biopsiar um tumor cerebral é através de um
procedimento neurocirdrgico invasivo e que dependendo do status performance do paciente

torna-se dificil a realizag&o.
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Desse modo, a biopsia liquida, permite identificar pacientes cujos tumores apresentam
mutacdes especificas de forma minimante invasiva, tornando-se atualmente um verdadeiro
biomarcador dos tumores cerebrais (KWAPISZ et al., 2016).

A biopsia liquida em paciente com cancer tem como objetivo a extracdo de células
tumorais circulantes (CTC), DNA de células tumoral circulante (DNAct) e, eventualmente,
de outro material derivado de tumor (por exemplo, exossomos) (GINER, et al, 2018;
PERAKIS, et al, 2017).

Nesse contexto, em que 0 campo da oncologia espera que as abordagens terapéuticas
sejam ditadas e guiadas pelas caracteristicas gendmicas dos tumores, a biopsia liquida do LCR
pode fornecer um método minimamente invasivo para avaliar as alteracbes gendmicas dos
tumores primarios e redicivantes, ajudando a selecionar o tratamento ideal ditado pelas
caracteristicas moleculares do cancer cerebral.

O servigo de neurocirurgia da Universidade Federal do Amazonas, € o Unico centro de
referéncia em tumores cerebrais no estado e nas regides vizinhas, atendendo, diagnosticando
e tratando centenas de casos anuais de tumores cerebrais e no momento, carece de estudos

moleculares sobre o tema.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tumores Malignos Cerebrais

2.1.1 Epidemiologia, Classificagdo e Biomarcadores

Ao contrério de outros canceres que sdo estadiados e classificados por organizacGes
internacionais, 0s tumores cerebrais primarios e outros tipos de tumores cerebrais ndo sao
estadiados, sdo classificados de acordo com a classificagdo de tumores cerebrais do Sistema
Nervoso Central da OMS (WHO 2000), atribuindo um grau (grau 1 a grau 4) com base no
comportamento clinico previsto (OSTROM et al., 2023).

De todos os tumores malignos e ndo malignos no cérebro e outros tumores do SNC,
segundo o Central Brain Tumor Registry dos Estados Unidos (CBTRUS), em colaboragdo com
os Centros de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) e o Instituto Nacional do Cancer (NCI),
a taxa de incidéncia media anual dos tumores cerebrais ajustada a idade foi de 24,83 por 100.000
entre 2016 a 2020 (CBTRUS, 2023).

Houve 1.323.121 individuos previamente diagnosticado com tumores cerebrais
malignos e ndo malignos nos EUA em 31 de dezembro de 2019 (CBTRUS, 2023).

Houve 86.030 mortes atribuidas a tumores cerebrais malignos e outros tumores do SNC
entre 2016 e 2020. Isso representa uma taxa de mortalidade média anual de 4,42 por 100.000,
e uma media de 17.206 mortes por ano causadas por tumores malignos do cérebro e outros
tumores do SNC (CBTRUS, 2023).

O tumor maligno do cérebro mais comum € o glioblastoma (14,2% de todos os tumores
e 50,9% dos tumores malignos), e o tumor ndao maligno mais comum foi 0 meningioma (40,8%
de todos os tumores e 56,2% dos tumores nao malignos). O glioblastoma sdo mais comuns no

sexo masculino e o meningiomo no sexo feminino (CBTRUS, 2023).
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Os gliomas, sdo tumores que surgem de células gliais ou precursoras e incluem
astrocitoma (incluindo glioblastoma), oligodendroglioma, ependimoma, oligoastrocitoma
(glioma misto) e algumas histologias raras (OSTROM et al., 2021).

Atualmente o principal documento relacionado a classificacdo dos tumores cerebrais a
nivel mundial é a quinta edicdo da classificacdo da OMS de tumores do SNC, publicada
recentemente em 2021 que representa a sexta versao do padrao internacional para classificacao
de tumores do cérebro e da medula espinhal (LOUIS et al., 2021).

Com base na quarta edicdo atualizada de 2016 e no trabalho do Consércio para Informar
Abordagens Moleculares e Préticas a Taxonomia de Tumores do SNC, a quinta edi¢cdo de 2021
apresenta grandes mudancas que avangam o papel do diagnostico molecular na classificacdo de
tumores do SNC. Ao mesmo tempo, permanece ligado a outras abordagens estabelecidas para

o0 diagndstico de tumores, como histologia e imuno-histoquimica (LOUIS et al., 2021).

Os tumores primarios do cérebro sdo doengas com histologias altamente heterogéneas e
sua caracterizagdo ao longo do tempo foi refinada, pois a classificacdo dos tumores do SNC era

baseada exclusivamente nas caracteristicas histologicas (LOUIS et al., 2021).

Porém, certos marcadores moleculares podem fornecer informacgdes prognosticas
poderosas. Por esse motivo, 0s parametros moleculares agora foram adicionados como
biomarcadores de classificacdo e para estimar ainda mais o progndéstico dentro de varios tipos
de tumores (LOUIS et al., 2021).

Com o advento de novas tecnologias para caracterizar o DNA, RNA e metilacdo do
DNA levaram a descobertas dos chamados de biomarcadores, que de forma mais precisa sdo
usados para classificar, estimar o prognostico, grau de malignidade e outras caracteristicas com

mais especificidade que aparéncia histologica da lesdo (LOUIS et al., 2021).

Uma das primeiras descobertas foram as delecdes encontradas nos oligodendrogliomas,
que sdo partes ausentes do cromossomo, também conhecido como perda da heterozigosidade,
no braco curto do cromossomo 1 (1p) e no braco longo do cromossomo19 (19q), configurando
0 status 1p/19q (positivo ou negativo). Essas delecGes predizem significativamente a resposta
positiva a quimioterapia e radioterapia nesses tumores, tendo desse modo uma enorme
importancia clinica (REIFENBERGER et al., 2021).
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Outros biomarcadores encontrados principalmente em glioma de grau inferiores, como
2 e 3 da OMS, séo as mutacOes dos genes da isocitrato de desidrogenase 1 (IDH 1) e isocitrato
de desidrogenase 2 (IDH 2) que também estéo associados a um melhor prognéstico dos gliomas.
Né&o encontrado nos glioblastoma de acordo com a nova classificagdo da OMS de 2021 (LOUIS
et al., 2021).

De fato, sabe-se que a descoberta das mutacdes do IDH, constituiram um avanco chave
na compreensdo dos tumores cerebrais, pois numerosos estudos revelaram que a presenca
dessas mutac@es distingue os gliomas com biologias e comportamentos clinicos distintos, desse
modo, saber se o glioma é IDH positivo ou selvagem (negativo) é atualmente o principal método
para estratificar o prognostico do glioma, superando o0s critérios histologicos
(REIFENBERGER et al., 2021).

De fato, sabe-se que as mutacdes do IDH 1 e IDH 2 reduzem a capacidade enzimatica
destas proteinas de se ligar ao isocitrato, seu substrato e converté-lo em a-cetoglutarato (o.-
KG), gerando dioxido de carbono e repondo NADH e NADPH como produtos secundarios
(GREENBERG.,2020).

Este € um dos passos irreversiveis no ciclo do &cido tricarboxilico importante para a
respiracdo celular, e além disso, as enzimas IDH 1 (citoplasmatica) e IDH 2 (mitocéndrial)
também apresentam uma capacidade enzimatica modificada de converter (-KG em 2-
hidroxiglutarato (2-HG), um pequeno oncometabolito (GREENBERG.,2020).

Em resumo mutaces no IDH1 e IDH2 estratificam os individuos em subtipos
moleculares com resultados clinicos distintos, as mutagdes estdo associadas a astrocitomas de
grau mais baixo, oligodendroglioma e gliomas secundarios com melhor sobrevivéncia global,
sobrevida livre de progressao e quimiossensibilidade do que os GBMs do tipo selvagem para
ambos o0s genes (GREENBERG.,2020).

Outros biomarcadores podem fornecer informacdes diagnésticas adicionais, incluindo
perda de expressdo nuclear ATRX, mutacdo do promotor TERT, mutacdo BRAF ou fusdo e
mutacdo H3-G34 (REIFENBERGER et al., 2021).

O namero de biomarcadores de significancia preditiva para orientar o tratamento estao
aumentando, com associacao inclusiva a melhora da sobrevida, como no caso, do aumento da

metilacao (onde as moléculas de metil sdo ligadas ao DNA) na regido promotora do gene O-6-
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metilguanina- DNA metiltransferase (MGMT). O gene MGMT, atua codificando a proteina
MGMT cujo o papel é reparo do DNA, ou seja, atuando em nosso organismo como protetor do
DNA (REIFENBERGER et al., 2021).

A metilacao desta regido silencia efetivamente o gene e previne a transcricdo em RNA.
Como 0 MGMT ¢ uma proteina de reparo de DNA, e supdem-se que a diminui¢do nos niveis
dessa proteina aumenta a sensibilidade as quimioterapias alquilantes (por exemplo,
temozolomida) frequentemente usadas no tratamento de gliomas visando combater o
crescimento tumoral através de danos no DNA. Essa alteracdo ¢ comum no glioblastoma e

menos comum nos gliomas de grau inferior (REIFENBERGER et al., 2021).

Além disso, a classificagdo da OMS de 2021, utiliza o uso de sufixos NOS (né@o
especificado de outra forma) e NEC (ndo classificado em outro lugar) para separar 0S
diagnosticos padréo e bem caracterizados da OMS daqueles diagndsticos que resultam de falta
de informacdes diagnosticas necessarias (por exemplo, moleculares) ou ndo diagndsticas (ou

seja, para um diagnéstico da OMS) ou resultados negativos (LOUIS et al., 2021).

Com isso, adicionar um sufixo NOS indica que as informacbes de diagnostico
(histologicas ou moleculares) necessarias para atribuir um diagnostico especifico da OMS nédo
estdo disponiveis, fornecendo um alerta ao oncologista de que um trabalho molecular ndo foi
realizado ou falhou tecnicamente (LOUIS et al., 2021).

Um sufixo NEC, por outro lado, indica que o teste de diagnostico necessario foi
realizado com sucesso, mas que 0s resultados ndo permitem prontamente um diagnostico da
OMS; por exemplo, se houver uma incompatibilidade entre caracteristicas clinicas,
histoldgicas, imuno-histoquimicas e/ou genéticas (LOUIS et al., 2021).

Os diagnosticos NEC sdao o que os patologistas chamaram de “diagnosticos
Descritivos”, nos quais o patologista usa um diagnostico ndo-OMS para categorizar o tumor. A
este respeito, uma designacdo NEC fornece um alerta ao oncologista de que, apesar de um
trabalho patolégico adequado, o tumor ndo esta em conformidade com um diagndstico padréo
da OMS (LOUIS et al., 2021).
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Tipo de Tumor

Astrocitoma, IDH-mutante
Oligodendroglioma, IDH-mutante e 1p/19q-codeleted

Glioblastoma, IDH-tipo selvagem

Astrocitoma difuso, glioma angiocéntrico alterado por MYB ou MYBL1
Glioma Angiogénico

Tumor neuroepitelial polimorfo de baixo grau do jovem

Glioma difuso de baixo grau, via MAPK alterada

Glioma difuso de linha média, H3 K27 alterado

Glioma hemisférico difuso, mutante H3 G34

Glioma de alto grau difuso tipo pediétrico, tipo selvagem H3 e tipo
selvagem IDH Glioma hemisférico tipo infantil

Glioma Hemisférico do tipo infante

Astrocitoma pilocitico

Astrocitoma de alto grau com caracteristicas piloides
Xantoastrocitoma Pleomorfico

Astrocitoma subependimario de células gigantes

Glioma cordoide

Astroblastoma, tumores de células ganglionares alteradas por MN1
Tumores de células ganglionares

Tumor neuroepitelial disembrioplasico

Tumor glioneural difuso com caracteristica semelhante a
oligodendroglioma e aglomerados nucleares

Tumor papilar glioneural

Tumor glioneural formador de roseta

Tumor glioneural mixoide

Tumor glioneural leptomeningeo difuso

Tumor neuronal multinodular e vacuolizante

Gangliocitoma cerebelar displasico (doenca de Lhermitte-Duclos)
Neurocitoma extraventricular

Ependimomas supratentoriais

Ependimomas da fossa posterior

Ependimomas espinhais

Meduloblastoma, Meduloblastoma ativado por WNT, Meduloblastoma
ativado por SHH, ndo WNT/ndo SHH

Tumor teratéiderabddide atipico

Tumor embrionario com rosetas multicamadas

Neuroblastoma do SNC, ativado por FOXR2

Tumor do SNC com duplicacdo em tandem interna do BCOR
Tumor mixoide desmoplasico da regido da pineal, meningiomas
mutantes SMARCB1

Meningismo

Tumor fibroso solitéario
Tumores melandcitos meningeos

IDH1,IDH2, ATRX,,TP53,CDN2A/B
IDH1,IDH2,1p/19q, TERT promoter, CIC,FUBP11,
NOTCH1

IDH-wildtype, TERT promoter, cromossomo 7/10, EGFR
MYB,MYBL1

MYB

BRAF, FGFR family

FGFR, BRAF

H3.K27,TP53, ACVR1, PDGFRA, EGFR, EZHIP

H3 G34,TP53, ATRX

IDH-wildtype, H3-wildtype, PDGFRA, MYCN,EGFR

NTRK Family, ALK, ROS,, MET
KIAA1549-BRAF, BRAF, NF1
BRAF, NF1, ATRX, CDKN2A/B
BRAF, CDK2A/B

TSC1, TSC2

PRKCA

MN1

BRAF

FGFR1

Cromossomo 14

PRKCA

FGFR1,,PIK3CA, NF1
PDFGRA

KIAA1549-BRAF

MAPK

PTEN

FGFR

ZFTA, RELAYAP, MAML2
H3 K27me3,EZHIP
NF2,MYCN

TP53, PTCH1,SUFU,MYC,MYCM

SMARCB1, SMARCA4
C19MC,DICER1
FOXR2

BCOR

SMARCB1

NF2, AKT1,TRAF7,
SMO.PIKCA,KLF4,SMARCE1,BAP11,TERT promoter,
H3K27me3,CDKN2A/B

NAB2-STAT6
NRAS,GNAO,GNA11,PLCB4,CYSLTR2

Tabela 1 — Genes, moléculas, vias e/ou combinagdes na maioria dos tumores do SNC.

Fonte: Adaptado de Louis et al (2021).

2.1.2 Glioblastoma (IDH selvagem)

O GBM do tipo IDH selvagem sdo caracterizados por glioma de alto grau
predominantemente com diferenciacdo astrocitica, caracterizado por atipia nuclear,
pleomorfismo celular (na maioria dos casos), atividade mitdtica e tipicamente um padrdo de
crescimento difuso bem como proliferagdo e/ou necrose microvascular, e ndo possuindo
mutagOes nos genes do IDH de acordo com a nova classificagdo da OMS, 2021 (LOUIS et al.,

2021).
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O GBM do tipo IDH selvagem (IDH negativo), classificado como grau 4 da OMS, pode
surgir em individuos de qualquer faixa etaria, porém manifestam-se mais frequentemente em
pacientes acima de 50 anos de idade, com rapida evolucdo clinica, e sdo considerados primarios,
ou seja, sem glioma de baixo grau preexistente (REIFENBERGER et al., 2021).

Os GBM do tipo IDH selvagem também sdo caracterizados frequentemente por ganho
do cromossomo 7, monossomia 10, mutagdo ou homozigose delecdo de PTEN, delecdo
homozig6tica de CDKN2A e CDKN2B e mutagdo promotor TERT, outras menos comuns
incluem mutacdes em TP53, PIK3CA , PIK3R1 (codificagdo da subunidade 1 reguladora de
PI3K) (REIFENBERGER et al., 2021).

Em relacdo as amplificacbes génicas, 0 GBM do tipo IDH selvagem, sdo comumente
detectados os genes EGFR, PDGFRA e MET que codificam RTKs mitogénicos, dependente de
genes ciclina quinases CDK4 e CDK®6, que medeiam a transicdo da fase G1 para S do ciclo
celular, e MDM2 e MDM4 que codificam as proteinas que inibem a atividade de p53
(REIFENBERGER et al., 2021).

A amplificacdo do EGFR é detectada em 40% dos GBM do tipo selvagem, e outra
metade desses tumores abrigam um rearranjo genético que resulta na delecdo de EGFR. O
BRAF ¢é outra mutacdo, considerada rara do GBM selvagem que é detectavel em
aproximadamente 50% dos glioblastoma epitelioides (variantes do glioblastoma do tipo IDH
selvagem) (REIFENBERGER et al., 2021).

Desde a classificacdo da OMS 2016, também poderiamos classificar o glioblastoma
como IDH mutado, sendo responsavel por menos de 10% dos GBMs e geralmente se
manifestando em adultos jovens. Esses tumores, considerados glioblastomas secundarios se

desenvolveram por progressao de gliomas de baixo grau preexistentes (LOUIS et al., 2021).

Na classificacdo de 2016, os gliomas difusos comuns do adulto foram divididos em 15
entidades, em grande parte porque diferentes graus foram atribuidos a entidades diferentes, por
exemplo, o oligodendroglioma anaplasico, foi considerado um tipo diferente de
oligodendroglioma) e porque as designacfes NOS foram atribuidas a entidades distintas (por
exemplo, astrocitoma difuso, NOS) (LOUIS et al., 2021).
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Graus do SNC de tipos selecionados pela OMS

Astrocitoma, IDH-mutante 234
Oligodendroglioma, IDH-mutante e 1p/19g-codeleted 23
Glioblastoma, IDH-tipo selvagem 4
Astrocitoma difuso, MYB ou MYBL1 alterado 1
Tumor neuroepitelial polimorfo de baixo grau do jovem 1
Glioma hemisoférico difuso. H3 G34-mutante 4
Xantoastrociloma flomérfico 2,3
Tumor neuronal multinodular e vacuolizante 1
Ependimoma supratentorial 2,3
Ependimoma da fossa posterior 2,3
Ependimama mixonapilar 2
Meningioma X 12,3
Tumor de Fibrauis Solitario 1,2,3

Tabela 2 — Graus do SNC OMS de tipos selecionados, abrangendo entidades para as quais ha
uma nova abordagem de classificagdo

Fonte: Adaptado de Louis et al (2021).

Na classificacdo da OMS de 2016, os tumores astrociticos difusos IDH-mutantes foram
atribuidos a 3 tipos diferentes de tumores (astrocitoma difuso, astrocitoma

anaplasico e glioblastoma) dependendo dos parametros histologicos.

Na classificacdo atual, no entanto, todos os tumores astrociticos difusos IDH-mutantes
sdo considerados um unico tipo (Astrocitoma, IDH-mutante) e, em seguida, sdo classificados

de acordo com a OMS grau 2, 3 ou 4.

Além disso, a classificacdo ndo é mais totalmente histologica, jA que a presenca
de delecdo homozigdtica de CDKN2A/B resulta em um grau 4 da OMS, mesmo na auséncia de

proliferacdo ou necrose microvascular.

2.2 Biopsia liquida

A biopsia liquida ¢ um termo que se refere a amostragem de tecido biolégico néo sélido,
mas comumente de sangue e podendo ser de saliva, urina, liquido cefalorraquidiano e outros
fluidos corporais (GATO, et al, 2021).

A realizacdo da biopsia liquida em pacientes com cancer é usado principalmente para a
extracao de DNA livre de células, que sdo geralmente DNA derivados de processos fisioldgicos
do organismo, células tumorais circulantes (CTCs), DNA tumoral circulante (DNAct) e

eventualmente, outro material derivado de tumor (por exemplo, exossomos) coletado de sangue
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periférico, conforme realizado nas primeiras pesquisas sobre biopsia liquida (GINER et al.,
2018; ACETO., et al 2014). Figura 1

Morfologicamente as CTCs estdo presentes como células Unicas ou aglomerados de
células (clusters de CTCs), eliminadas na corrente sanguinea a partir de lesdes primarias e
metastaticas (GINER et al., 2018; ACETO., et al 2014).

Atualmente, a extracdo de CTC nas bidpsias liquidas permite a investigacao de varios
fendmenos associados ao cancer, como a presenca de mutacgdes, translocacdes, rearranjos
genéticos, perda de heterozigosidade, superexpressao e downregulation de genes, splicing
alternativo, expressdo de proteinas e sensibilidade a drogas (GINER et al.,2018).

Em contraste, 0 DNAct ¢é derivado de células tumorais em apoptose ou necrose, e
representa uma fracdo do total de DNA livre de células (DNACcT) que esta circulando no sangue
ou outros produtos bioldégicos como o liquor, sendo, portanto, derivado de eventos fisioldgicos
de remodelacéo tecidual (GINER et al., 2018; WAN et al., 2017).

De fato, o DNAct representa entre 0,1 a 10% do total de DNAcf detectavel no sangue
humano e uma quantidade que pode variar como consequéncia da carga tumoral, estado
inflamatdrio, renovacgéo celular e acessibilidade das células cancerosas aos vasos sanguineos
(GINER et al, 2018; WAN et al., 2017).

Curiosamente, pacientes com cancer tém niveis muito mais altos de DNAcf total do que
individuos saudaveis (GINER et al., 2018; ALIX-PANABIERES et al.,2016). Quando o0s
tumores aumentam de volume, 0 mesmo acontece com a renovagao celular e, portanto, o
namero de células apoptoticas e necroticas dentro do préprio tecido tumoral, levando a
liberacdo de DNAct na corrente sanguinea, misturado com DNAcf normal (GINER et al.,
2018).

A maioria dos fragmentos de DNA em circulacdo, incluindo DNAcf e DNAct, mede
entre 180 e 200 nucleotideos de tamanho, sugerindo que a apoptose provavelmente produz a
maioria dos fragmentos de DNA encontrados na corrente sanguinea (GINER et al., 2018; WAN
etal., 2017).

Fragmentos de DNAct mais curtos foram relatados em pelo menos alguns tipos de
tumores (por exemplo, carcinoma hepatocelular), bem como
grandes fragmentos de DNAcf de milhares de pares de bases, que provavelmente sdo o
resultado de necrose tecidual (GINER et al., 2018; JIANG., 2016). Figura 1
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Screening e detecgdo
precoce do cincer

EGFRmtin ctDNA (NSCLC
CTC counts (NSCLC)

Monitoramento da
terapia em tempo real

CTC counts (BC)

Estratificagio e ; &OFS q/4., KRAS mt on ctDNA (CRC)
intervencdo terapéutica §\> c& AR mt on ctDNA (PC) s
HER2 or ER expression ®

on CTCs (BC) .

CTC counts

(BC) - METABREAST trial
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CTC counts in solid tumors
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Alvos terapéuticos e
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Figura 1 — Aplicacdes clinicas de CTCs e ctDNA como bidpsia liquida para
medicina personalizada. Amostras de sangue podem ser testadas
repetidamente para prever recaida em pacientes M 0 ou progressao metastatica
em pacientes M 1, monitora a eficacia das terapias e entende 0s possiveis
mecanismos de resisténcia. Antes da terapia, 0s pacientes podem ser
estratificados para os medicamentos mais eficazes, enquanto ap6s o inicio do
tratamento persistem aumentos de CTCs/ctDNA indica resisténcia a terapia, e
esta informagdo pode permitir uma mudanga precoce para um regime mais
eficaz antes que a carga tumoral seja excessiva e incurdvel. mt, mutacdo; CM,
cancer de mama; PC, cancer de prostata; CCR, cancer colorretal.

Fonte: Adaptado de Alix-Panaieres et al (2016)

CTCs representam células cancerosas que se destacaram de um tumor primario ou de
uma lesdo metastatica e estdo a caminho de estabelecer uma lesdo metastatica em um local

distante. A enumeracdo de CTC em pacientes forneceu uma ferramenta adicional para
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determinar a agressividade da doenca e a resposta a terapia (GINER et al., 2018; ARRUDA et
al., 2014, BETTEGOWDA et al.,2014). Figura 2

O maior desafio no uso de CTCs para fins diagndsticos tem sido o baixo nimero de
CTCs que sdo tipicamente isolados nos pacientes, especialmente no inicio da doenca, porém,
com o desenvolvimento de tecnologias capazes de lidar com nimeros minimos de células, como
sequenciamento de nova geragédo, o campo da biopsia liquida vem crescendo a cada dia (MA et
al., 2017).

O grande destaque das CTCs se deu, com a comprovacao da eficacia dessas células na
avaliacdo da responsividade a uma determinada terapia antes que a terapia seja administrada no
paciente, tornando-se uma forma de estratificacdo (GINER et al., 2018; ARRUDA et al., 2014;
BETTEGOWDA et al.,2014).

No cancer de pulmao de pequenas células, as variagdes do nimero de copias (CNVs)
foram determinadas em CTCs antes da quimioterapia e permitiram a identificacdo de um
classificador de CNV para predizer individuos quimiossensiveis versus quimiorrefratarios
(GINER et al., 2018). Este classificador CNV baseado em CTC foi capaz de atribuir
corretamente 83% dos pacientes testados como quimiossensiveis ou quimiorrefratarios usando

amostras de sangue pré-tratamento (CARTER et al., 2016).

Além disso, as CTCs apresentam potencial de contribuir nas decisdes de tratamento no
cenario metastaticos, como comprovado no cancer de mama, melanomas e outros canceres
(GAO et al., 2014; HONG et al., 2018; YU., 2014).

No contexto da medicina personalizada, a obtencdo de culturas CTC traz o excelente
potencial para monitorar de forma ndo invasiva as mudancas nos padrées de suscetibilidade a
drogas em pacientes individuais a medida que seus tumores adquirem novas mutacées. Figura
2

Esses trabalhos representam estudos de prova de conceito de como a andlise de CTC
pode ser usada para gerenciamento clinico e fins terapéuticos, aléem do NGS, varias técnicas de
biologia celular e molecular bem estabelecidas e acessiveis podem ser aplicadas a CTCs (por
exemplo, imunocoloragao e hibridizacdo in situ de fluorescéncia) para detectar biomarcadores

especificos no cenario de diagndstico ( MAZEL et al., 2015).
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Figura 2 - Viséo geral do uso de Biopsia liquida nos Glioblastomas. As células tumorais do
GBMs produzem vesiculas extracelulare, CTCs, cfDNA/RNA, os quais atravessam a BHE e
caem na corrente sanguinea. Uma porcdo desses biomarcadores permanecem no Liquor.
Biopsia liquida analisa o liquor ou 0 sangue em busca desses biomarcadores por meio de PCR,
sequenciamento genético e protebmica. Os dados resultantes podem ser usados para
caracterizar a genética tumoral, quantificar a resposta ao tratamento, e proporcionar op¢des
terapéuticas individualizadas.

Fonte: Adaptado de Bauman et al (2022).

2.2.1 DNA tumoral circulante (DNACct)

O DNAct consiste em fragmentos de DNA fita dupla que sdo liberados por tumores,
implicando todo o espectro de aberracbes do genoma tumoral e por isso, muitas vezes é
considerado um biomarcador encontrado no sangue dos pacientes na pratica clinica, atualmente
excedendo o uso de CTCs (ZHAO et al., 2019).

Atualmente, o0 DNAct ¢ usado para 0 monitoramento de doengas em pacientes com
cancer, superando 0s riscos inerentes associados a repetidas biopsia de tecidos tumorais, e
especificamente, podendo monitorar a resposta a terapia, detectar doenca residual minima ao
longo do tratamento e avaliar o desenvolvimento de resisténcia a terapia (ALIX-PANABIERES
et al., 2016; DAWSON., 2013).
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O FDA aprovou recentemente o primeiro teste de DNAct para mutacdes de EGFR em
cancer de pulmao de células ndo pequenas (cobas® Mutation Test v2), uma primeira indicacéo

da implementacéo iminente do teste de DNAct no cenério clinico (DIAZ et al., 2012).

Dessa forma, o papel potencial do DNAct no diagnostico do cancer torna-se duplo, ou
seja, como substituto molecular para biépsia de tecido sélido e como ferramenta de triagem

para detecgéo precoce.

A associacdo entre a quantidade e a fracdo de DNAct com o estagio do tumor sugere a
utilidade do DNAct como substituto tecidual em pacientes com elevada massa tumoral
(BETTEGOWDA et al.,2014; DIAZ et al., 2014).

O DNAct como substituto tecidual é especialmente promissor em tumores pouco
acessiveis e em tumores ndo rotineiramente biopsiados ou excisados. A presenca da
heterogeneidade entre o tumor primario e a metastase também apresenta desafios praticos na
amostragem do tecido adequado e pode ser superada pelo perfil de DNAct, embora isso precise

ser avaliado em grandes coortes de pacientes.

Das muitas utilidades possiveis na pratica clinicas da utilizacdo de DNAct, a detec¢do
precoce do cancer € sem davida a mais ambiciosa, pois Sdo necessarias coortes e grandes
ensaios clinicos para estabelecer a sensibilidade e especificidade necessaria para identificar com

precisdo pacientes com doenca em estagio inicial.

Varios estudos relataram a deteccao de alteracdes genéticas em pacientes com doenca
em estagio precoce, porém pacientes com doenca em estagio inicial podem abrigar menos que
uma molécula molde mutante por mililitro de plasma, estando dessa forma além da detec¢édo
das tecnologias atuais (GINER et al., 2018; 2014; BETTEGOWDA et al.,2014). Figura 3

Atualmente, as abordagens para a detec¢do de aberracdes do genoma do tumor no
DNAct incluem métodos baseados em PCR visando mutacdes especificas e as op¢des baseadas

em NGS que permite a deteccdo de todas as possiveis aberracdes no DNA (ZHAO et al., 2019).

Melhorias no comprimento de leitura, qualidade de sequéncia e rendimento permitiu
que o NGS se tornasse um método mais eficiente para quantificar DNAct do que métodos
baseados em PCR (ZHAO et al., 2019).
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O DNAct do plasma derivado do tumor tem sido utilizado para detectar varios tipos
diferentes de cancer, no entanto, 0 DNAct plasmatico de tumores confinados ao sistema nervoso
central foi raramente detectavel, dado que obstaculos fisicos como a barreira hematoencefalica

pode impedir que 0 DNAct entre na circulacdo sanguinea (ZHAO et al., 2019).

Desse modo, alguns estudos estdo sendo publicados na literatura atual evidenciando que
0 DNAct no liquor possa ser um método importante de bidpsia liquida em pacientes com cancer
do SNC (ZHAO et al., 2019).

Aplicacoes da biopsia liquida

Deteccao de resistén-
c i\

. G |

4
|

ctDNA de mutagoes resistentes coletadas

uitos tumores liberam fragmentos de DNA que
na amostra de sangue

circulam na corrente sanguinea

Figura 3 - Potenciais aplica¢fes de ctDNA

Fonte: Adaptado de Bettegowda et al (2014).
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2.3- Biopsia Liquida no SNC

A pesquisa realizada por Pan, et al, em 2015, teve como objetivo determinar a presenca
e a quantidade de DNAcf tumoral no LCR de pacientes com diferentes tipos de canceres
cerebrais usando duas estratégias: pesquisar as mutacGes especificas hotspots (os loci
frequentemente mutados para um tipo de tumor) no liquor, usando Droplet Digital PCR
(ddPCR) ou sequenciamento de ampliacdo direcionado. E a segunda estratégia no estudo, foi
caracterizar de forma abrangente as aberracfes gendmicas em genes de cancer conhecidos pelo

painel de sequenciamento de cancer no LCR.

Ao contrario do sangue, que tem 3500 a 10500 globulos brancos/L, poucas células estdo
presentes no LCR em condicdes de rotina (0 -5 células/L). A escassez de células no LCR pode
reduzir o ruido de fundo do DNA normal para detectar mutacdes. Inflamacdo ou metastase

tumoral pode aumentar o nimero de células presentes no LCR (PAN et al., 2015).

O estudo ainda detectou mutacbes tumorais em amostras de LCR
de 6 dos 7 pacientes com tumores cerebrais sélidos pesquisados. A concentracdo dos alelos
mutantes do tumor variou amplamente entre os pacientes, de 5 a quase 3.000 copias/mL de
LCR (PAN et al., 2015).

Foi identificado 7 mutacdes somaticas no DNA do LCR de um paciente com doenca
leptomeninge por cancer no sequenciamento em painel, e o resultado foi concordante com teste

genético na biopsia do tumor primario (PAN et al., 2015).

Porém, no estudo de Arruda, et al, 2015, a possibilidade de detectar DNA tumoral
circulante livre de células no sangue foi questionada, e por isso o estudo teve como objetivo
determinar se a analise do DNAct do liquor poderia ser Gtil para a caracterizacdo e

monitoramento de tumores cerebrais em comparacdo com DNACct sérico.

No estudo, foi aplicado sequenciamento direcionado massivamente paralelo baseado em
captura de hibridizacdo e/ou sequenciamento do axoma acoplado a PCR digital de goticulas
(ddPCR) a DNAct, sendo entdo comparado o DNAct presente no LCR com o DNAct
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plasmético, foi sequenciado o DNA obtido de amostras de tumor, DNA da linhagem

germinativa (linfécitos do sangue periférico), plasma e LCR de uma coorte de 12 pacientes.

Foi realizado o sequenciamento massivamente paralelo de captura direcionada e,
variantes somaticas de nucleotideo Unico (SNVSs), insercao/delecoes (indels) e alteraces no
namero de copias (CNA) foram identificadas no DNAct do LCR e no DNAct plasmatico e

validadas no tecido de tumor cerebral dos respectivos pacientes.

Contudo, o trabalho enfatiza que 0 DNAct no LCR foi identificado em todos 0s casos
pesquisados, enquanto o DNAct no plasma foi detectado apenas em pacientes com doenca

avancadas.

O trabalho de Wanga, et al, 2015, acerca da possibilidade de deteccdo de DNAct, no
liquido que banha o SNC, o liquor, contou com 35 tumores malignos do SNC, sendo 6
meduloblastoma e 29 gliomas, submetidos tanto a biopsia e a analise do liquor através do

sequenciamento direcionado seguido de sequenciamento de todo o axoma. Figura 4

No estudo pelo menos uma mutacéo foi identificada em cada um dos 35 tumores
analisados usando uma abordagem em camadas (sequenciamento direcionado seguido de

sequenciamento de todo o genoma).

Usando essas mutacgdes especificas do paciente como biomarcadores, foi identificado
niveis detectaveis no LCR de DNAct em 74% [intervalo de confianca de 95% (IC 95%) = 57—

88%] dos casos.

Além disso, todos os meduloblastomas, ependimomas e gliomas de alto grau que
confinavam com um espaco do LCR foram detectaveis (100% de 21 casos; IC 95% = 88-100%),
enquanto nenhum DNAct do LCR foi detectado em pacientes cujos tumores ndao eram
diretamente  adjacentes ao um reservatério de LCR (P < 0,0001, teste

exato de Fisher).

O estudo de Pentsova, et al, 2016, usou 0 DNA livre de células (DNAcf) como fonte de
DNA para todas as analises gendmicas e conseguiu sequenciar 341 genes associados ao cancer
em DNAcf do liquor obtido por puncdo lombar de rotina em 53 pacientes com suspeita ou

conhecimento de envolvimento do SNC por cancer.



29

O estudo detectou, alteracdes somaticas de alta confianca em 63% (20 de 32) dos
pacientes com metastases no SNC de tumores solidos, 50% (seis de 12) dos pacientes com
tumores cerebrais primarios e 0% (zero de nove) dos pacientes sem SNC envolvimento por

cancer.

Além disso, pacientes com progressao tumoral no SNC durante a terapia com inibidores
de quinases oncogénicas abrigaram mutac6es no alvo da quinase ou nas vias de desvio da
quinase. Em pacientes com glioma, o exame de DNAcT revelou padrdes de evolugédo do tumor,

incluindo mutacdes associadas a droga temozolomida (Pentsova, et al, 2016).

O estudo de Zhao, et al, 2019, teve como objetivo avaliar a sensibilidade da detec¢do do

DNAct no liquor de pacientes com carcinomatose meningea (CM) (Zhao, et al, 2019).

A carcinomatose meningea € a forma mais grave de metastase cerebral apresentando
significativa morbidade e mortalidade. Atualmente, o diagndstico de CM ¢ rotineiramente
confirmado com base na manifestacéo clinica, citologia positiva do LCR e/ou caracteristicas de
neuroimagem. No entanto, a taxa negativa de achados de citologia no LCR e neuroimagem
muitas vezes resulta em falha no diagndstico de CM, atrasando o diagnostico e piorando o

prognostico (Zhao, et al, 2019).

O estudo contou com um total de 35 amostras de LCR coletadas de 35 pacientes com
suspeita clinica e caracteristicas nos exames de imagem de CM para exame citologico de LCR,
extracdo de DNAct de LCR e deteccdo de mutacdes genéticas associadas ao cancer por NGS

a0 mesmo tempo.

Em vinte e cinco amostras de LCR (25/35; 71%) foram encontradas células neoplasicas
no exame citologico, enquanto todas as 35 amostras de LCR (35/35; 100%) revelaram ter

DNAct detectavel em que mutacBes genéticas associadas ao cancer foram detectadas por NGS

Todos os 35 pacientes com CM no estudo foram submetidos a ressonancia (RN) de
cranio e/ou tomografia cerebral com contraste e 22 caracteristicas de neuroimagem (22/35;
63%) foram consistentes com CM. A sensibilidade da neuroimagem foi de 88% ( [IC 95%], 75
a 100) (p = 22/25) e 63% (IC 95%, 47 a 79) (p = 22/35) em comparagédo aos da citologia do

liguor e DNAct do liquor, respectivamente.
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A sensibilidade da citologia do LCR foi de 71% (IC 95%, 56 a 86) (n = 25/35) em
comparagdo com a do DNAct do LCR. Este estudo sugere uma maior sensibilidade do DNAct
do LCR do que os achados de citologia e neuroimagem do LCR, além disso, a especificidade
do DNAct no liquor em todos os casos foi de 100%.

O estudo encontrou mutacbes genéticas associadas ao cancer no DNAct do LCR de
pacientes com CM em 100% da coorte, e concluiu que utilizar o DNAct do LCR como
tecnologia de biopsia liquida com base na detec¢cdo de mutagdes genéticas associadas ao cancer
pode fornecer informacg6es adicionais para diagnosticar CM com LCR negativo citologia e/ou

achados de neuroimagem negativos.

O trabalho de Hickmann et al, 2019, cujo objetivo era provar a viabilidade de uma
abordagem diagndstica minimamente invasiva para caracterizacdo molecular do linfoma do
SNC, realizou a biopsia de tecido de seis pacientes suspeitos usando painel tumoral de NSG de
649 genes.

O padrao de mutacdo somatica individual foi usado como base para a analise da PCR

digital do DNAct de amostras de sangue e LCR.

A extracao de cfDNA foi dependente do kit de extracdo usado e viavel em 3 amostras,
em todas mutacGes somaticas foram detectaveis (100%). A analise do DNAct derivado do LCR
foi superior ao DNAct derivado do plasma e a analise microscopica de rotina (células de
linfoma: n = 2, 40%).

O trabalho evidencia que a analise de DNAct em tumores do SNC € viadvel e a
caracterizacdo molecular de linfomas do SNC pode ser alcancada por analise de DNAct

derivado do liquor.

O estudo de Liang, et al, 2020, também com a utilizacdo do sequenciamento de nova
geracdo para analise de tumor cerebral primario e metastatico, foi extraido o DNA genémico
de amostras de sangue periférico ou tecidos cerebrais de 28 pacientes (sendo 21 gliomas e 7
metéastases). Em dois pacientes (28,3%), foi detectado DNAct no sangue no grupo de tumor
cerebral metastatico, enquanto o DNAct no sangue foi encontrado em 10 pacientes com glioma
(47,6%).
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O estudo demonstrou que os genes mutantes de glioma e tumores cerebrais metastaticos
sdo diferentes. Além disso, os ctDNAs nos tumores cerebrais metastaticos incluiram ALK e
MDM2, e ctDNAs relacionados ao glioma incluiram 1p/19q e MDM2 seguidos por frequéncia
de ERBB2, IDH1, CDKN2A, CDK4, PDGFRA, CCNE1, MET. Esses ctDNAs podem ser

biomarcadores e respondedores terapéuticos em tumores cerebrais conforme conluie o estudo.

3-OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Explorar a viabilidade de extracdo e analise de DNA tumoral circulante (DNAct) no
liquor de pacientes com gliomas de alto grau, buscando identificar mutacdes no gene do IDH e
outros marcadores moleculares que possam ser utilizados como indicadores prognosticos e para

guiar o tratamento.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Realizar a coleta de amostras de liquor, plasma e tecido tumoral cerebral de
pacientes com gliomas de alto grau, estabelecendo um banco de material biologico para estudos

futuros.

3.2.2 Implementar protocolos para a tentativa de extracdo de DNAct, células tumorais
circulantes e outros materiais derivados do tumor nas amostras de LCR, avaliando a eficacia

desses métodos.

3.2.3 Realizar a analise de sobrevivéncia dos pacientes utilizando a curva de Kaplan-

Meier, correlacionando os achados clinicos e moleculares com os desfechos clinicos.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo, prospectivo, com analise de material biol6gico (LCR,

plasma e amostra de tecido cerebral) extraido de paciente com tumores cerebrais.

4.2 Local do Estudo e Analise das Amostras

O estudo foi realizado no servigo de neurocirurgia do Hospital Universitario Getualio
Vargas — HUGV/UFAM, onde foi realizado o procedimento neurocirirgico dos pacientes com
tumores cerebrais. Os pacientes selecionados pelo estudo foram submetidos a pungéo lombar
para obtencdo do liquor, bem como amostras de sangue periférico e fragmentos do tecido
tumoral cerebral. As amostras foram transportadas com armazenamento adequado para a
analise no Laboratério de Tecnologias de DNA da Divisdo de Biotecnologia do Centro de
Apoio Multidisciplinar — UFAM.

4.3 Aspectos Eticos

O presente estudo foi submetido & avaliagdo de um Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos local, onde foi obtido a aprovacao em obediéncia da Comisséo Nacional de Etica
em Pesquisa envolvendo seres humanos (CAAE: 619141021.0.0000.9167), do Conselho
Nacional de Saude/Ministério da Saude. Todos os pacientes incluidos no estudo assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido presentes em ANEXO.

4.4 Critérios de Inclusao

Foram incluidos no estudo 16 pacientes com idade superior a 18 anos, que possuem
diagndstico clinico, imaginolégico de tumor cerebral com caracteristicas malignas, e que

possuiam programacao cirurgica para ressec¢ao tumoral ou bidpsia tumoral.
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4.5 Critérios de Excluséo

Foram excluidos do trabalho pacientes com sinais e sintomas de hipertensao

intracraniana pois, inviabilizaria a pungéo lombar devido ao risco de herniagdo cerebral.

4.6 Organizacao, coleta e andlise dos dados

Os pacientes incluidos neste estudo foram submetidos a neurocirurgia para exérese do
tumor no periodo de marco de 2023 a junho de 2024. Os dados clinico-radiolégicos foram
coletados na admissdo para a cirurgia eletiva: sexo, idade, Karnofski Performance Status (KPS),
sintomas de admisséo e localizacdo tumoral. Os pacientes estdo sendo acompanhados até o

desfecho 6bito.

No dia da cirurgia, o paciente foi conduzido a sala de operacdo e entdo submetido a
puncdo lombar com coleta de 10ml de liquor, bem como retirada de sangue de veia periférica.
Assim que coletado o material, foi adicionado EDTA em concentracdo de 25mM a partir de
uma solucdo estoque de 0,5M (pH=7,50). O material foi transportando devidamente
armazenado com gelo seco para o laboratorial de tecnologia de DNA da Divisdo de

Biotecnologia do Centro de Apoio Multidisciplinar — UFAM.

4.6.1- Processamento de amostras de LCR

Foram transferidos 1800 pL de LCR do tubo de vacuo para microtubos de 2 mL, em
duplicata, totalizando 3600 pL. O restante, 400 puL de LCR, foi descartado no lixo bioldgico.
Em seguida, foi realizada uma centrifugacdo por 15 minutos a 1900 RPM a 4°C. Apds a
centrifugacdo, 1600 pL do sobrenadante foram cuidadosamente transferidos para novos
microtubos. As amostras foram entdo submetidas a uma nova centrifugacdo por 20 minutos a
13.000 RPM a 4°C. Posteriormente, 1400 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo

microtubo, para ser utilizada na extracdo de acidos nucléicos.

4.6.2- Extracdo de acido nucleico a partir de LCR



34

Para extracdo de DNA do LCR, foram utilizados 2 métodos diferentes: Fenol-
Cloroférmio e o kit comercial DNeasy Blood and Tissue Kits for DNA Isolation (Qiagen), para

comparacdo de rendimento e posterior analises.

Para extracdo de DNA utilizando Fenol-Cloroférmio: Uma aliquota de 300 pL do
sedimento de uma amostra de liquido cefalorraquidiano (LCR) foi adicionada a um microtubo
contendo 200 uL de Fenol-cloroférmio. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 12.000
rpm por 15 minutos a 8°C. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e transferido para outro
microtubo contendo 320 uL de cloroformio, a mistura foi homogeneizada lentamente por 2
minutos e centrifugada a 3.400 x g. Para obter a quantidade maxima de DNA, aproximadamente
300 uL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo contendo 100 mM de acetato de
sodio, 40 pg de glicogénio e dois volumes de etanol absoluto, e a mistura foi incubada em banho
de gelo por 15 minutos para precipitar o DNA. Apos isso, as amostras foram centrifugadas a
15.900 x g por 15 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Finalmente, apos a volatilizagdo

do etanol, o DNA foi ressuspenso em 30 pL de agua ultrapura estéril e armazenado a -70 °C.

A extracgdo foi realizada conforme o protocolo indicado para o kit DNeasy Blood and
Tissue Kits for DNA Isolation da Qiagen com modificacfes. Para cada paciente, 1400 pL de
amostra de CSF processados foram aliquotados em volumes de 200 pL em tubos de 2 mL. Em
seguida, foram adicionados 40 pL de solucdo de proteinase K e 200 pL de tampdo de lise a
cada tubo. As amostras foram incubadas a 56°C por 2 horas. Apos a incubacdo, foram

adicionados 200 pL de alcool absoluto em cada microtubo.

Todas as amostras foram transferidas para uma unica coluna, em multiplas etapas de
mini spin. Apos a transferéncia completa, foi realizada uma lavagem com 500 pL de tampéo
AW1, descartando o passthrough. Em seguida, foi feita uma lavagem com 500 pL de tampéo
AW?2, novamente descartando o passthrough. Foi realizada uma segunda lavagem com 500 pL
de tampdo AW?2 por 3 minutos a 13.000 RPM. Com cautela, a coluna foi retirada do microtubo
e alocada em um tubo de 1,5 mL; em seguida, foi realizado um spin para verificar a presenca
de residuos liquidos na coluna. Posteriormente, o0 DNA foi recuperado com 25 uL de tampao
de eluicdo do Kit. A recuperacdo foi realizada colocando 25 pL no centro da coluna, incubando
a amostra por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugando; depois, 0s mesmos 25 L

foram passados novamente pela coluna.

A pureza do DNA total extraido em ambos os métodos, foi verificada por

espectrofotometria no equipamento NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) onde foi observada a



35

absorbancia das moléculas na relagdo de 260/280 e 260/230 adotando uma razdo de 1,8 a 2,0
como critério para utilizacdo da amostra. Para a quantificacdo do DNA extraido foi utilizado o
equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies), de acordo com as instrugdes do

fabricante.

4.6.3 — Extracdo de &cido nucleico a partir de amostras de tecido tumoral, camada
leucoplaquetéria e plasma

As extracOes foram realizadas conforme o protocolo indicado para o kit DNeasy Blood
and Tissue Kits for DNA Isolation da Qiagen com modificacdes. Para cada extracdo de acido
nucléico a partir de amostras de tecido tumoral, utilizou-se 100 mg de tecido tumoral. Cada
amostra foi fragmentada com auxilio de um bisturi estéril e, em seguida, transferidas para um
microtubo onde se adicionou 40 pL de solucdo de proteinase K e 200 pL de tampéo de lise a
cada tubo. As amostras foram incubadas a 56°C por 2 horas.

Apos a incubacdo, foram adicionados 200 uL de alcool absoluto em cada microtubo.
Todas as amostras foram transferidas para uma tnica coluna, em maltiplas etapas de mini spin.
Apos a transferéncia completa, foi realizada uma lavagem com 500 pL de tampdo AWL,
descartando o passthrough. Em seguida, foi feita uma lavagem com 500 pL de tampdo AW?2,
novamente descartando o passthrough. Foi realizada uma segunda lavagem com 500 pL de
tampao AW?2 por 3 minutos a 13.000 RPM. Em seguida, a coluna foi retirada do microtubo e
alocada em um tubo de 1,5 mL; e na sequéncia, foi realizado um spin para verificar a presenca
de residuos liquidos na coluna.

Posteriormente, o DNA foi recuperado com 25 pL de tampdo de eluicdo do kit. A
recuperacdo foi realizada colocando 25 L no centro da coluna, incubando a amostra por 1
minuto a temperatura ambiente e centrifugando; depois, os mesmos 25 pL foram passados
novamente pela coluna. Para posterior analise de pureza no NanoDrop 2000c (Thermo

Scientific) e quantificacdo no Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies).

4.6.4 — Identificacdo de mutacdes no IDH por PCR

Entre as mutagdes descritas em IDH1 e IDH2, a muta¢do R132H em IDH1 esta presente

em aproximadamente 80% dos casos, mostrando assim sua relevancia clinica e, portanto, foi a
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mutacéo selecionada para identificacdo. (YAN, et al. 2009; Balss Jorg, et al., 2008). Para isso,
foram planejadas duas estratégias de identificacéo:

Na primeira estratégia, foram desenhados dois pares de primers, que se diferenciavam
apenas no ultimo nucleotideo da sequéncia do primer reverse, para distin¢do entre a sequéncia
Wild-type de IDH1 (5 CTTGATCCCCATAAGCATGAC 3’) e a sequéncia mutante de IDH1
(5 CTTGATCCCCATAAGCATGAT 3’), ambas compartilhavam a mesma sequéncia do
primer foward (5° CCATTACAAGAGGAGGGGCA 3’), gerando um amplicon de 520
nucleotideos.

Na segunda estratégia, foi desenhado um par de primer com adicéao de sitios de enzima
de restricdo na por¢ao 5°, sendo EcoRI no primer foward (5’
tatgaattcCCATTACAAGAGGAGGGGCA 3°) e Pstl no primer reverse (5
tagctgcagacttgatCCCCATAAGCATGACGACCTA 3°) gerando um amplicon de 514
nucleotideos flanqueados por sitios de restricdo utilizados para clonagem direcionada em

plasmideo para posterior sequenciamento de sanger.

4.6.4 - Andlise Estatistica

Foi feita analise descritiva da série de pacientes, sendo utilizado média e desvio-padrdo para
variaveis continuas e frequéncia absoluta e porcentagem para variaveis categoricas. Foi
realizada Curva de Kaplan Meier para analise de sobrevida. Assumido p<0,05 como

estatisticamente significante. As analises foram realizadas no programa Stata 17.0.
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5- RESULTADOS
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Foram incluidos 16 pacientes no presente trabalho, sendo realizado a puncéo lombar

para retirada de liqguor em todos os pacientes, coleta de sangue periférico para analise do plasma

e amostra de tecido tumoral cerebral em quatro dos pacientes incluidos.

A maioria dos pacientes estudados foram do sexo masculino, 10 (62,5%), a idade variou

de 18 a 69 anos com média de 52,1 anos (+-15,4). Os principais sintomas relatados no inicio da

investigacao foram cefaleia, crise epiléptica, desorientagdo, deficit motor e sonoléncia (Tabela

3).

Utilizando o KPS como medigcdo da capacidade funcional dos pacientes antes da

realizacdo da neurocirurgia, foi observado que a maioria dos pacientes apresentavam KPS >

70%, configurando adequado status funcional. Em seis pacientes a regido occipital foi

acometida e em outros seis o lobo frontal (Figura 6).

Tabela 3: Caracteristicas clinico-radiologicas de base

Paciente Idade
1 61
2 46
3 38
4 67
5 18
6 60
7 46
8 54
9 62

10 66
11 64
12 61
13 69
14 22

Sexo
M
M

<<

L

Principal Sintomas
Cefaleia + Déficit motor
Desorientagao + Crise Convulsiva +
Vomitos
Cefaleia + Perda da acuidade visual
Cefaleia + déficit motor
Amaurose bilateral + Sonoléncia
Cefaleia + Desorientagao +
Sonoléncia
Desorientagao
Cefaleia + déficit motor
Cefaleia + desorientacao
Cefaleia + déficit motor
Cefaleia+ crise convulsiva
Cefaleia + perda de memoria
Cefaleia + déficit motor
Cefaleia + déficit motor

KPS
80%
70%

90%
80%
<70%
<70%

80%
80%
80%
80%
80%
90%
90%
80%

Localizagao do Tumor
Parietal esquerdo
Temporal insular

Occipital direito
Occipital esquerdo
Selar, suprasselar e 3VT
Frontal + Cingulo +
Corpo caloso
Insular esquerdo
Occipital esquerdo
Frontal direito
Occipital esquerdo
Frontal esquerdo
Frontal direito
Frontal e Temporal
Occipital direito
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15 45 F Cefaleia + Crise convulsiva 90% Occipital direito
16 55 F Déficit motor + Crise Convulsiva 80% Frontal Esquerdo

1- FRONTAL

2- OCCIPITAL
3-PARIETAL
4-TEMPOROINSULAR

Figura 6. As quatro localizagdes mais prevalentes de acordo com o lobo cerebral dos tumores

cerebrais estudados na amostra, representado por sua porcentagem.

Dos 16 pacientes estudados, nove pacientes apresentaram em seu histopatologico
glioblastoma com IDH 1 negativo e com marcadores histopatoldgicos e imunohistoquimico
para GBM (selvagem), e trés pacientes apresentam caracteristicas de glioma de alto grau IDH

positivo (Tabela 4).

Tabela 4: Caracteristicas tumorais da bidpsia sélida (histopatologia) dos pacientes

Paciente Idade Sexo Histopatoldgico Imunohistoquimico Coleta
1 61 M Neoplasia maligna Linfoma Cel. T Ler
2 46 M Glioma Difuso GBMY/IDH 1 negativo Ler
3 38 F Glioma Grau IV GBMY/IDH 1 negativo lcr
4 67 F Metastase de Coldn - Ler
5 18 M Craniofaringioma - Ler
6 60 M Glioma GBMY/IDH 1 negativo Ler
7 46 F Glioma GBMY/IDH 1 negativo Ler
8 54 M Glioma GBMY/IDH 1 negativo Ler
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9 62 F Glioma GBM/IDH 1 positivo Ler
10 66 M Glioma GBM/IDH 1 positivo Ler
11 64 M Glioma GBM/IDH 1 positivo Ler
12 61 M Glioma GBMY/IDH 1 negativo Ler
13 69 M Glioma GBMY/IDH 1 negativo Ler + plasma+ tecido
14 22 M Glioma GBM/IDH 1 negativo Ler + plasma+ tecido
15 45 F Glioma Ler + plasma+ tecido
16 55 F Glioma GBMY/IDH 1 negativo Ler + plasma+ tecido

5.2 — Andlise da sobrevida dos pacientes com glioma

Dos 16 pacientes estudados no trabalho, 13 foram diagnosticados com gliomas
encefalicos, sendo nove pacientes com IDH negativo, trés com IDH positivo e um paciente ndo

testado para o marcador IDH (Tabela 5).

Tabela 5. Participantes com gliomas cerebrais, Status do IDH e o tempo de sobrevida até o

Obito

Pacientes Status IDH Sobrevida até obito
2 - 2 meses

3 - 3 meses

6 - 1 més

7 - 1 més

8 - 11 meses*
9 + 13 meses
10 + 12 meses
11 + 14 meses*
12 - 5 meses
13 - 6 meses™
14 = 7 meses
15 NT 1 més

16 - 1 més

*Pacientes vivos até agosto/2024  NT: Néo testado
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Levando em consideragdo que a curva de Kaplan-Meier se caracteriza como o tempo de
ocorréncia de um determinado evento, ou seja, evento/desfecho, no nosso trabalho, dos 13
pacientes com gliomas cerebrais, metade foram a ébito em praticamente cinco meses apds o

diagndstico. Figura 7

Curva de Kaplan-Meier
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Figura 7: Curva de Kaplan-Meier dos pacientes diagnosticados com glioma encefalico até o

desfecho 6bito

Quando analisamos a variavel IDH, o principal marcador bioldégico do glioma
encefalico, cuja sua auséncia (negatividade), configura pior progndéstico, pode-se observar que
o0s pacientes com IDH negativo (tipo selvagem), apresentaram tempo de sobrevida menores em

comparacdo dos pacientes com IDH positivo (p=0,03) (Gréafico 4).
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Figura 8: Curva de Kaplan-Meier dos pacientes diagnosticos com glioma encefalico e do status
do IDH como analise de sobrevida.

5.3- Extracdo do DNA circulante

Em ambos os métodos de extracdo de DNA a partir do LCR foram encontrados DNASs
totais, porém, em concentracGes baixas, com media de 0,7 ng/uL nas amostras extraidas com o
kit comercial DNeasy da Qiagen e 1,4ng/uL com o método Fenol-Cloroformio. Mesmo em
baixas concentrac@es, foi realizada uma PCR convencional para o gene controle housekeeping
U6 (foward - 5° GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT 3° e reverse - 5’
CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT 3’°) gerando um aplicom de 89 nucleotideos, conforme

mostrado na figura 9.
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Marcador de peso Molecular
500—10.000 pb

l

Controle

e
REE Controle

l Amostra 2 negativo

B

I R

controle (+)
(Bactéria) Amostra 1

Amostra
controle (+)
(Saliva)

Amostra controle + Bactéria = Amplicon de 400pb de 16S de E. coli, usado como controle positivo da reagdo;
Controle Negativo = Todos os reagentes da PCR de 16S exceto o DNA de E. coli;

Amostra 1 = Amplicon da amostra extraida com o kit DNeasy da Qiagen (~0,7 ng/uL de DNA total extraido);
Amostra 2 = Amplicon da amostra extraida com o Fenol-Cloroférmio (~1,4 ng/uL de DNA total extraido);
Amostra controle + Saliva = Amplicon de amostra de DNA humano extraido a partir de saliva;

Controle Negativo = Todos os reagentes da PCR exceto 0 DNA humano.

Figura 9: PCR convencional do LCR.

6 -DISCUSSAO

A ideia que o LCR circula pelo SNC e apresenta grande interface com o cérebro e com
eventuais doencas que o afligem como tumores malignos vem, cada vez mais, ganhando
evidéncia, principalmente pelo fato de que o LCR tem potencial para transportar DNAcf

tumoral e células tumorais (PAN et al., 2015).

Estudos recentes também demonstraram grande potencial para o uso de DNA livre de
células circulantes no sangue para diagndstico, prognastico e tratamento direcionado do cancer.
A critica que se faz a utilizacdo do plasma para obtencdo de amostras de bidpsia liquida cerebral

é que embora o DNACcT circulante derivado de tumor tenha sido detectado em uma variedade
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de canceres, raramente ¢ encontrado em pacientes com tumores cerebrais isolados,

presumivelmente devido a barreira hematoencefalica (PAN et al., 2015).

De todo modo, a amostragem do LCR poderia, portanto, servir como uma “biopsia
liquida”, caracterizando as aberragdes genOmicas de certos tumores cerebrais primarios e

metastaticos.

Diferentemente do nosso estudo que utilizou metodologias de baixo custo, a maioria dos
trabalhos atuais utilizam metodologias de alto custo para extracéo e analise do DNA tumoral,
como sequenciamento de nova geracdo, sequenciamento de amplificagdo direcionada,
sequenciamento de todo o genoma e outras metodologias. Atualmente ndo ha literatura atual

metodologias que visam baratear a biopsia liquida cerebral.

Em relacdo a sobrevida do GBM e valido ressaltar que independentemente da idade,
mesmo quando tratados agressivamente com cirurgia, radioterapia e quimioterapia, a sobrevida
média € de cerca de 15 meses. A andlise de Kaplan-Meier do nosso estudo revelou uma alta

mortalidade entre os pacientes com gliomas, com apenas 46,2% de sobrevida em 5 meses.

No estado do Amazonas ainda sdo escassos centros de referéncia multidisciplinares no
tratamento oncologico do paciente com GBM, bem como todo o cuidado horizontal do
atendimento inicial, até a alta hospitalar da neurocirurgia e o inicio precoce do tratamento

adjuvante como a radio e quimioterapia.

Muitos dos nossos pacientes foram submetidos a resseccédo cirdrgica do tumor, porém
ndo conseguiram acompanhamento assistencial tanto domiciliar do tipo home care, bem como
0 proprio exame de imunohistoquimico do tumor cerebral, que por anos na nossa regido sé era
possivel de forma particular. Desse modo, surge também a importancia da biopsia liquida em

tumores cerebrais com método acessivel para a populacéo.

Em situacdes que ha um avanco do tumor cerebral de forma extensa, ou devido as
comorbidades do proprio paciente, a neurocirurgia para ressec¢do tumoral ou biopsia do tumor
é contraindicada e o paciente invariavelmente morrera debilitado em um leito hospitalar. A
ideia da biopsia liquida abrange esses pacientes, pois € um método ndo invasivo e praticamente
sem complicacgdes, sendo possivel pelo menos diagnosticar o tipo de tumor e oferecer ao

paciente a possibilidade do tratamento, acompanhamento e progndéstico.
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E valido ressaltar que no Brasil, apenas um grande centro (localizado em Campinas-SP)
trabalha atualmente com biopsia liquida em pacientes com GBM, cujo projeto ainda se encontra
incipiente e em analise da aprovacdo do comité de ética. H4 3 meses fechamos parceria com
esse centro afim de unirmos forgas e conhecimento para a realizagéo de biopsia liquida no tumor

cerebral.

Desse modo, € razoavel supor no Brasil, ndo ha registros de tentativas anteriores ao
nosso estudo de extracdo de DNAct a partir do liquor em pacientes com gliomas, representando

uma lacuna significativa no manejo molecular desses tumores.

Nosso trabalho apresentou limitacdes desde a aprovacdo do comité de ética (longo
periodo de aprovacao devido a utilizacdo de material bioldgico), até a dificuldade técnica da
falta do equipamento para armazenamento da amostra nos hospitais (freezer a -80 graus) logo

apos a coleta.

No nosso estudo, ndo foi possivel detectar amplicons nas reacdes de PCR realizadas
com as estratégias inicialmente propostas. Acreditamos que essa auséncia de deteccdo possa ser
decorrente da baixa concentracdo de DNA total extraido, o que comprometeu a eficiéncia da
amplificacdo. Para superar essa limitacdo, optamos por adotar o QlAamp Circulating Nucleic

Acid Kit (Qiagen) para extracdo de DNA, um kit reconhecido pela sua maior sensibilidade.

Adicionalmente, planejamos a execucdo de ensaios de PCR digital, para isso
recentemente adquirimos sondas TagMan especificas para a identificacdo da mutacdo R132H
em IDH1 (#SNP ID: rs121913500 - ThermoScientific). Esses ensaios serdo conduzidos no
Instituto Lebnidas e Maria Deane (Fiocruz Amazénia), em colaboracdo com o Dr. Felipe
Gomes Naveca, coordenador do Laboratorio de Ecologia de Doencas Transmissiveis na

Amazonia, que dispde de infraestrutura adequada para a realizacdo de PCR digital.
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6 - CONCLUSOES

Este estudo representou a primeira tentativa no Brasil de extrair e analisar DNA tumoral
circulante (DNAct) no liquor de pacientes com gliomas de alto grau, abordando uma lacuna
significativa na pesquisa nacional. Embora os protocolos de extragdo de DNAct ndo tenham
gerado resultados positivos nesta fase inicial, o trabalho contribuiu significativamente para o

entendimento dos desafios técnicos e metodoldgicos envolvidos nesse processo.

A criacdo de um banco de material biolégico, composto por amostras de liquor, plasma
e tecido tumoral cerebral, € um recurso estratégico que permitird a continuidade das pesquisas
com a aplicacdo de técnicas mais sensiveis no futuro. A analise de sobrevivéncia utilizando a
curva de Kaplan-Meier revelou a alta mortalidade associada aos gliomas de alto grau,
reforcando a necessidade de desenvolver abordagens moleculares mais eficazes para o

diagndstico precoce e 0 manejo desses tumores.

Este trabalho também destaca a importancia de investimentos em tecnologias avancadas
e em colaboracgdes interdisciplinares para superar as limitagfes técnicas enfrentadas. As licbes
aprendidas e os recursos gerados por este estudo fornecerdo uma base sélida para futuras
investigacOes, com o potencial de validar a biopsia liquida como uma ferramenta crucial na

pratica neuro-oncoldgica.
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9-ANEXOS

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE COMSEMNTIMENTO LIWRE E ESCLARECIDO
afa) srja) estd sendo comvidado a participar do projeto de pesquisa ingtulads =m
“REALIZACAC DE BIOPSIA LIQUIDA FARA EXTRACAD DE DMA TUMORAL MO LIGLIDO
CEFALORRAOUIDIAMD (LCR) EM PACIENTES COM TUMDOR CEREBRAL™, cCujo
pesquizador responsdvel £ Paloam Cardoso Mdwo, orientador Robson Luis Offveira
Amorim e coorientador Spartaco Astolfi Filho. Os objetivos do projeto s30: Realizar a
biopsia liquida {pungio lombar) no LCR d= pacients com tumores cerebrais para andlise
modsculsr do turnor, em paciente com programagdo neurocirdrgice O(A) Srja) estd
szndo conwidado por que presnche os critsrios de indusdo no trabalhe [Padents com
tumeor cerebral & que sers operado no servigo de neurcdrurgia da UFARSHUGY, idade

acima de 18 anos).

of{a) snja) tem de plens liberdade d= recusar-se 3 participar ou retirsr seu
consentimento, em qualquer fzse ds pesquiss, serm penalizacdo alguma pars o
tratamsento que recebe neste senvigo de Meurccinurgia UFARSHUGEW.

Caso aceite participar sua participacso consista em autorizar a coleta do liguido
cefalorraguidiano [LCR), que serd coletado no dia da swa cirurgia, cuja amostra sera
transportada com srmazenaments adequado para =2 andlise no Laboratdric de
Tecnalogias d= OMA da Divis3o de Biotecnologiz do Centro d= Apoio kultidisciplinar —
UFAM, onde s2r3 analissda & processads, com intuideo de realizar & extracdo do DA
turncral total circulants (FOMA)L £ importante salisntar gque &332 coleta do LCR & de
roting instivwcionz! em todos os padentes gue fazem esss tipo de cirwrgia, dessa forma
o senhoriz) nio serd submetido a3 procedimentos adicionais. A proposta dests pesguisa

£ fazer wma andliss sobre o OMA tumoral utilizando amostras do LCR.

Tods pesquisa com seres humanos envelve riscos 3o0s particopaniss. Mesta

pesquisa os riscos para ofa) sro{a) s3o:
- Cafaleia pds-pungcdo;

- infecgio;

Fluibr i [P articipa s Pagina 1de 4
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- sangramentos no local da puncio lombar.

Mo caso de ewventuzl complicacdes, o paciente serd devidamente tratado no
proprio hospital universitario Getdlio Vargas, juntamente com a eguipe de neurccirurgia
responsawel pelo procedimento neuwrocirdrgico, sob orientacdo do prof. Dr. Robson

amaorim & Dr. Faloam C. Mowa.

alem do mais, sera realizado um acompanhamento regular (agendado para
todas as quarta-feira, as 10h, consultdric 12 do ambulatdrio de Aradjo Lima — preceptor
responsdwel: Or. Robson amorim) com fins para suporte e avalizgdo apds alta hospitalar
de todos o5 pacientes participantes da pesquisa, independs se houwver complicagio ou
ndc. A primesira consulta sendo apsndada s=te dias apds alta hospitalar ou

sxventuzlments, conforme a necessidade, antes dos sete dias.

s beneficios esperados da pesquisa e dz sua participacdo £ & possibilidads de
identificar através da biopsia liguida (puncioc lombar) marcadores tumorsis que
possibilite o diagnostico de tumor cerebral de forma mais rapida e mencs invasiva, o
gue poders nortesr tanto 25 condutas neurodrirgicas como terspSuticas no paciente
com céncer cerebrzl altamente invasivos & muitas wezes inoperével. Além disso, com o
acompanhamento atraves da biopsia liquida € possivel, no future, registrar de forma
menos invasive a ewolugdo do tumor, sem precisar de uma nowa intervencio

nEUrocirirgica.

sa julgar necessario, ofa) 5r(a) dispde de tempo para que possa refletir sobre
sua participacio, consultando, se necessario, seus familiares ou cutras pessoss que
possam gjuds-los na tomada de decisdo Fvre 2 esclarecida.

Garantimos acfa) Sria), e seu acompanhante gquando necessario, o
ressarcimente das despesas devido sua participac®o na pesquisa, ainda que ndo
previstas inicizlmente. {custsio de medicamentos e assisténcia & salde & complicagdes
gue possam existir no trabalho como acima citado).

Também estic assegurados ao{3) snla) o direito a pedir indenizacdes e a
cobertura maverizl para reparacio a dano causado pela pesguisa =0 participante da

pEsquiss
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Asseguramos aca) 5rja) o direito de assisteéncia integral gratuita devido a danos
diretos/indiretos e imediztos/tardios decorrentes da participacdo no estudo ao
participants, pelo tempo que for necessario.

& amostra coletada (liguor), serd identificads com algoritmes arabicos (g2 1 a0
nimero 10), =fim de pressrvar a identificacio do participants. & amostra sera
armazenada no Leborstdrio de Tecnologias de DA da Divisdo de Biotecnologia do
Centro de Apoio Bultidizciplinar — UFAM, & apos © processamento para = extracio do
DhA tumoral & DA circulante livre de cflulzs, sers descartado em local especfico ndo
sendo reaproveitado ou reslizado para possivel banco de amostras futurss, levando um
tempo de sproximadamente 24 a 48h apds & coleta pars andliss.

Garantimos 2of3) Sriz] @ mamutencEo do sigilo e da privecidads de sua
participacdo & de seus dados durante todas as fases da pesguisz e postericrmente na
divulzacio cientifica, assegurando sssim a confidencialideds dos dados.

O{A) 5ra). pode entrar com contato com 05 pesquisadores responsawveis:
Faloam Cardoso, orientador Robson Amorim & coorientador Spartaco Astolfi Filho a
gualguer tampo gara informacde adidionzl ne enderego R.Tomas de vila nova, M 04,

Bairro Moss3 Senhora das Gracas CEP 62020-170, Telefone 3305-4764, bern como os

telefones: 9oz71-3115 M SoA03-4101/ 99248-3151, email:
paboamcardosonowo@gmail.com I amorim.robson@gmail.com I

sparaco.biotecifBgmail.com
0{4) 5ra). também pode entrar em contsto com o Comité de Etica em Pesquisa

com Seres Humanos do Hospital Universitaric Getilio vargas (CEP-HUSY n 8157), & com
a Comiss3o Madional de Etica em Pasquisa [COMER], guando pertinente. O CER/HUGY
fica na localizado no HUGY-Ebserh, endereqo rua Tomas de vila Mova, n &, Prags 14 de
laneiro, — Manaus — AM, Fone: (92} 3305-4707, E-mail: hugecep@gmail.com. O
CER/HUGY & um colegizdo multi & transdisciplinar, independente, criado para defender
o5 interesses dos participantes da pesguisa em sua integridade e dignidade & para
contribuir no dessnvolvimento da pesguisa dentro de padrdes Eticos.

Est= documento (TCLE) s2rd elaborado em duas WIAS, que serdo rubricadas em

todas 25 suas paginas, £xCeto & Com as assinsturas, & assinadas 20 seu término pelola)

Fubricas {Participante) Pégina 3 de 4

[ Py s aachser |
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3rja)., ou por seu representante legal, e pelo pesquizador responsével, ficando uma via

com cada um.

COMSENTIMENTO FOS-INFORMACAD

Li e concorde em participar da pesguisa

hianzsuws- AN, i !

Aszinatura do Participante

Aszinatura do Pesquisador Responsavel

Auibr icas [Participanta)

[ Pr=sg s koo |

Pagina 4 de

4
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ANEXO B — CARTA DE ANUENCIA HUGV

7 )
Universidade Federal do Amazonas - UFAM ‘/\(’—/>//
Hospital Universitario Getilio Vargas - HUGV e

TERMO DE ANUENCIA

Eu, ADRIANA NOGUEIRA DINIZ, na qualidade de chefe da Unidade do Sistema
Neurolégico do Hospital Universitirio Getdlio Vargas, HUGV/UFAM, autorizo a
realizagio da pesquisa intitulada REALIZACAO DE BIOPSIA LiQUIDA PARA EXTRAGCAO
DE DNA TUMORAL NO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO (LCR) EM PACIENTES COM
TUMOR CEREBRAL, a ser conduzida sob a responsabilidade do pesquisadores, Paloam
Cardoso Novo e Robson Luis Oliveira Amorim e declaro que esta instituicdo apresenta
as condicdes necessarias a realizagdo da referida pesquisa. Este termo ¢é vélido apenas

no caso de haver parecer favoravel do Comité de Etica avaliador do estudo.

Manaus, 16 de agosto de 2022.

Y u.._“um
.
%

Chefe da Unidade do Sistema Neurolégico HUGV/UFAM
Adriana Nogueira Diniz
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ANEXO C - CARTA DE ANUENCIA LABORATORIO

Manistério d Educagio
Universifacke Federal do Amarmes
Diviia de Binkecrnkogh

TERMODE ANUENCIA
Fu, SCINIA MARIA DA SILVA CARVALHO), ra queidade de chele da Divisio de Bicszcaclegta do CAM Centrs de Apcio Maltidisiplinar) - UFAM, atorizn & realizacho da pesquiss il
REALIZAGAD DE BIOPSIA LIQUIDA PARA EXTRACAD DE DA TUMORAL NO LIQUIDD CEFALORRAQUIDIANO [LCR) EM PACIENTES COM TUMOR CEREBRAL, a ser sonduzids sob
responsabilidade dos pesquisadones, Pakoam Cardoso Novo, Robson Luks Oliveizs Amarim ¢ Spartaco Astolf Filbo, ¢ declo qoe esta instituicSo apresents i condicfes necessirias | realizago da referida pesguiza. Ene
e  villdo apenas o easa 8 haver pareeer fuveedvel o Corsi de Brica svalisdor o esmdo,

Maszus, 13 de setembm de 2012,

ﬂﬂ Docursenio a:sinado tlevenicamenie por Sinka Maria da Sllva Carvalho, Chefe de Divisdo, en 13097020, s 1403, hordrio oficidl de Manaus, com fund ot €, § 1°, do Doty o B39 de B e
s U | ounimg e W15,

ot A unerviciéade Gese dncumento pode sem conferica mo site [ e afamsde S cormpoladar. e phnlacaoedociments coaferirkid orpan s estzmosl), infomando o :édipo verdicadoe (162687 e 0
i cidign CRE 140
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ANEXO D - PARECER CEP

UFAM - HOSPITAL

UNIVERSITARIO GETULIO wﬂn
VARGAS

PARECER COMSUBSTANCLADO DO CEP
DUADCE [0 PROJETO OE PESOUIEA

Thulo da Pesquisa: REALIZACAD DE BIOFSIA LIDUIDS PAAA EXTRACED DE DA TUBMORAL NO
LICUIDD CEFALORRACUNINAND [LCR] EM PACIENTEE COM TUMOR CEREBRAL

Passuibsadoer: PALOER CARDCED NOWD

Ssoa Temdtica:

Warsdo: 2

CAAE: 1014021 0.DI00 FriET

s Stuiclio Proponania: EMPREEA BRASILERA DE EERVICOE HOSPITALAREE - EBSERH
Pairocinador Principal: Financiamenio Prdpris

Da0oE 3D PARECER
Himwro do Parecer SOETSEXE

Agrasaniaio do Propts:
Bagundo o argueivo PE_INFORMACOEE BASICAE DO FROJETO_ 1874429, pdl. posiado am 26002022
Ax5344, rar as seguinmes nfomacdes:

Tratg-se de um exluds prospecivo, que pretende ealzer biopsia liguida com exinag e o DS [umoral
circuanis & Maberiais IUMEN3is am pacionte com UM es Cenbrais Jagnosiosdos o Qub inds realizar
el rocinurgla pars endress oo WD No pirfods 0 culubng de 2021 & setembng de 2020 O esiudo soand
gl 2o Fed SRNAQS S0 Neooningia o Hospial Linkersilang Ceidles Varges — HUGYWLIFAM, onde Sard
Fool 2ot o proid ikl N euPecirirgiod SOk pasienles o0 [Lneres tofehins . OF pocionles Sl imadon
Pl Rl SlTE0 SbimieBooa & P gl Bamhed paie ChilEreCRo O R, G5 SMoEiias Senhs anseoitedas
LM SFEIENamEND lh3ade para o andlise e Laborabdnio o Toodogias o DRA do Divado e
Biclecnologia 9o Canire de Apois Multidsdplinagr — UFAKT

‘Objeties da Pesquisa:
Ol Primdri:
+ Rl rar o bopei Fguida o LCR e peechenies oo iumaores coiebrats pare analiss modeoular oo winmss

Endsrsgre  Fuas Tords oe @iks Soes. 300

Oeira: Cavac OEP: pLOCR-E4E
[T L Menicipic  BARALS
Telwlionac (LG WIS-ETOT E-ralt o ey aas et o o

e 31 i B



UFAM - HOSPITAL

UNIVERSITARIO GETULIO wm
VARGAS

e 55 (ot B M D

Ol ven Seavunddiin:
- Extrai o DA oemoral cinculants, oflulas Wiimesrais cincul seo S o o ol inee e CUrinos. materias Serivadoon
b T s LG

v | Rl PG O Sal) LHEC] SRR TID i Nl [ efal (PFSS) o and s por Deoimformdicg para aeniilc o &l esies mo
Dl sl chiool el

Avaliar @ vablidads da e digds do DS emoi@l crculanie o Gulncs Malers Cerivadoe S0 WMo Cerebral
e LOR it pascheimhiss Lou Damines corshiais makgmos

= Chsain HfCas & Comparar o Emanh o 0o Tragmeenio de DR bomoral ciroulante oom o DS nonmial e e
bl s,

Avaliaziio dos Riscos o Banaficios:

RS

Pungio ombar Spreseimia oo complicaelo: nfecg s, oriabia pde-procedmenio o Sangreemeanis mo kecal
i puresE

Barealiciom:

o Drabii wia e i ar airends da b i |bEpsiaa: [pingso | i ) Pl s, I orads gue possbiiline o
dhagndEtios S Wmsr cansbral 9 Torma mais. &6pes & Menos INvasiva, o gue podend moriess b s
LA IS TSN EaE. OO METaESUTGIS D PEcelTIE SOM GO CErebral SEDITETie INVasvos & Miulas
WETES incpardvel. AHET SSE0, COM O Scoimpsan hamenlo slraves 0o Bopsia bysda & possivel no futra,
reQErar o Fore el S i & SOl i I DT

‘Comrsntdrios & C .k i e @ P i

Projein o pesguise Submeton om Sus segunda wersdo & Platalonms Erasl, caracieriDeds omm & prososta
b ko G Trabaies Mo e, da Taculdade o Methcing da LUFAR, W00 OO [ Sl e farsponcdrsel
PARLOWGM CARDCE0 MOVD, ofieniado palo prode ssor doulor ROSS0N LUES OLIVEIRA DE AMORIM, oo-
oriiaadn Dol profesenr doslor EPARTACD ASTOLFI FILHO:. Tiwiks: ngﬁﬂnﬁmunum
FAREEHMEGDEDHA TURAOFRAL B0 LICLMDD CEFALORRAOUIDAMRD (LCR) EM FACIENTES
COM TUIOR CEREERAL .

PEMIDEKCIAS KA PRIMEIRA YEREAD:

Anuincia Inebeconal nedegquads Anuedncia do laboraides assineda pels coorended of G0 pessuisador
responsavel IMasrando) CanschrZeds o oenfilo de nberessas
TCOLE: In adeduads (vl D ddmcias)

Endsrscre  Fus Tomds oe Wiks Soes 300

Baira: Cevac CEP: BoCa-=4E

[T T Mlricise  BLARSLIT
Telwlasa: (B0 3H-ETOT Earait  cap segefiasnert. goe =

g 0 e A
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IS T ch Cookrla o T aeSors B S DS T | WA e e e S

O gEaTrEr | La il

Frojein o D s Parcialme ms aoed uaso, pode de e inoksn O ONCErmenin, SEesa s o MESumD, i &G
Fapediersa O Sl o Sesoreelr OF resuliadios csparaios da pesguisa

ATy B P S SO E ol T [ L B 2l F 0

WEREAD ATLLAL:

- TOLE: corrigits, Adequads. [TCLE OF CLAL jpf, PEMMV0EE POS2 40)

s o i et

- Frojeay Complols Aderuado (FROJETO oorrgito. podf, 2E0LDC0Z 2 20 =227
- O Soiiods. (FRIOMETD ocomigioo pdl;, ZEMSED M52 3T |

- Anuinca InslDeconal: Sodempeads. (CARTA_ANMUENCLE LABDRATORID pdfl SEAWIE0Z2 Z0:53:14 @
CaRTA_ANUENCIA HUGEY pdf 21MDEPIEE 1533 58)

- Irwruoments de coleia de dados: Mo apreseniads. Ponem Sescrine of Dar Samerinog s Sarin &n alsados ma
mesicdologia @ TCLE. (PROJETD _ corrigide pdf 2EMIN22 252:2T « TOLE _DOFICIAL pai 26002
DS 4T)

(Comey CiUS S0 e Porrdiinrias o Lists o Insdopuag o

O proeoiino projokn o pesu s respondou as pEHLENGas apresenladas nd priresrg Yersso oonfonmma
reeCaoim en e s Seste CEF

Dol Sl LT O POl b o0 Do POrTTsh S TeOd TIPS wigpii s .

O presoiin projekn o pesol isE respondeu as pERESnCias apreseniadas na prirmsng Yersso, oonfonmms
oo endadc fes desie CEP.

Dl Salgyiiir o5 POl bl oo Cood Ponmred & M TEc hpanies

Eond aprossgad o

A G P S s Finais & cribdrio go CEP

Esta parecar 10d alaborass Basoeads o d oo umentos abaiss folecionados:

[ Tipe Documema Arrpsive Poszagem A BT
Imforrragdes Bdsiras | FE Hﬁm mu::na_m_F DENOIAITE = o]
S PTo ROJETD 1874420 padt Ak 5544

Endsrscoe  Fus Torrds o Vs Soes 300

Omirra: Cavsc OEP:  BE OCE-EA

LI A Murdcipioc  BAAFA LIS

Telwloas: (B30 BIHSETOT E-vralt  cep togefiasrt. gov o0

s 0 e E
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