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RESUMO

Os meningiomas e astrocitomas s&o tumores originados em células meningoteliais e
em astrécitos, respectivamente. Acompreensao das altera¢des celulares e moleculares
envolvidas na génese destes tumores, proporcionam um suporte para a sele¢cao dos
marcadores bioldgicos, bem como a COX-2 e a p53, os quais podem ser avaliados
por meio de imuno-histoquimica.Esta técnica consiste na deteccdo de antigenos
especificos em células e tecidos, mediante o seu reconhecimento por anticorpos.
Com o intuito de avaliar e comparar a expressao imuno-histoquimica de COX-2 e p53
em amostras de meningiomas e astrocitomas, e correlacionando-os com a idade e o
sexo dos pacientes.A amostra foi composta por espécimes cirurgicas provenientes
do Servico de Neurologia e Neurocirurgia da Santa Casa de Belo Horizonte, no
periodo de 2009 a 2014, perfazendo um total de 213 casos, sendo 107 meningiomas
e 106 astrocitomas.O material foi incluido em parafina e foram confeccionados
os microarranjos de tecidos (TMA), os quais foram submetidos a reac&o imuno-
histoquimica,pelo método de Polimero Indireto, empregando-se os anticorpos anti-
COX-2 e anti-p53. A imunomarcacgao para COX-2 e p53 foi positiva e de intensidade
forte na maioria dos tumores, independente do subtipo tumoral. A média de idade nos
tumores analisados foi maior nos meningiomas em relagéo aos astrocitomas. No grupo
dos astrocitomas, quando analisados separadamente, a média de idade foi maior nos
glioblastomas. O sexo feminino foi 0 mais acometido por meningiomas, enquanto nos
astrocitomas o sexo masculino foi o0 mais frequiente. Este ultimo apresentou uma curva
de sobrevida curta, dada a agressividade inata do tumor em questéo.
PALAVRAS-CHAVE: COX-2. p53. imuno-histoquimica. meningiomas. astrocitomas.

Resumo




ABSTRACT

Meningiomas and astrocytomas are tumors originating from meningothelial cells
and astrocytes, respectively. The understanding of the cellular and molecular
changes involved in the genesis of these tumors provides support for the selection of
biological markers as well as COX-2 and p53, which can be evaluated by means of
immunohistochemistry. Of specific antigens in cells and tissues, upon their recognition
by antibodies. In order to evaluate and compare the immunohistochemical expression of
COX-2 and p53 in samples of meningiomas and astrocytomas, and correlate them with
the age and sex of the patients. The sample consisted of surgical specimens from the
Department of Neurology and Neurosurgery of the Santa Casa of Belo Horizonte, from
2009 to 2014, making a total of 213 cases, 107 meningiomas and 106 astrocytomas.
The material was included in paraffin and were (TMA), which were subjected to the
immunohistochemical reaction using the Indirect Polymer method, using anti-COX-2
and anti-p53 antibodies. Immunoblotting for COX-2 and p53 was positive and of strong
intensity in most tumors, regardless of the tumor subtype. The mean age of the analyzed
tumors was higher in meningiomas than in astrocytomas. In the group of astrocytomas,
when analyzed separately, the mean age was higher in glioblastomas. The female sex
was the most affected by meningiomas, in which astrocytomas male was the most
frequent. The latter presented a short survival curve, given the innate aggressiveness
of the tumor in question

KEYWORDS: COX-2. p53. meningiomas. astrocytomas. immunohistochemistry
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INTRODUCAO

O céancer representa um conjunto de doencas, que tém em comum, o
crescimento excessivo e desordenado de células, ndo coordenado com aquele dos
tecidos normais, e que persiste mesmo ap6s o término do estimulo inicial(INCA,
2016).

E incontestavel o fato de que o cancer constitui problema de satde publica e, por
iss0, 0 seu controle e prevencédo devem ser priorizados, uma vez que, € responsavel
por importante causa de mortes em todo o0 mundo. Segundo a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), o impacto do céncer na populacdo esperado para as proximas
décadas correspondera a mais de 20 milhées de casos novos, estimados até o ano
de 2025 (OMS, 2016).

De acordo com os dados do INCA, a estimativa para o Brasil, no biénio 2016-
2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer. Destes,
estima-se que, cerca de 10.270 casos sejam oriundos do sistema nervoso central
(SNC), dos quais, separados por sexo, representarao 5.440 novos casos em homens
e 4.830 novos casos em mulheres. Estes valores correspondem a risco estimado de
5,50 novos casos para cada 100 mil homens e 4,68 novos casos para cada 100 mil
mulheres (INCA, 2016).

A incidéncia anual de tumores do SNC corresponde a 10-17 novos casos para
cada 100.000 individuos, no ambito de tumores intracranianos; e de 1-2 novos casos
para cada 100.000 individuos, no ambito de tumores intramedulares (CAMBRUZZlet
al., 2010).

Tumores cerebrais representam neoplasias com crescimento andémalo,
originadas de células do interior do créanio, o que leva a compressao e lesao de
estruturas do cérebro. Esses tumores séo classificados em duas categorias: tumor
cerebral primario e tumor cerebral secundario ou metastatico (CINTRA, NISHIDE,
NUNES, 2008).

A classificac&o dos tumores cerebrais primarios se da por meio da identificagcao
das células que Ihes dao origem. Desta forma, dentre os tumores do SNC, aqueles
originados nas células da glia, sdo denominados gliomas, sendo o grupo mais
comum de tumores encefalicos. Dentre os subtipos de gliomas, aqueles originados
nos astrocitos sédo denominados de astrocitomas, sendo: astrocitoma pilocitico,
astrocitomadifuso, astrocitoma anaplasico e glioblastoma (GBM), em ordem crescente
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de malignidade, respectivamente. E, aqueles originados em células meningoteliais
oriundas das meninges, sdo denominados meningiomas; 0s quais representam de
15% a 25% dos casos de tumores oriundos do SNC (PASQUALEet al., 2011).

Os astrocitomas de baixo grau incluem o astrocitoma pilocitico (grau I) e o
astrocitoma difuso (grau Il). O astrocitomapilocitico,acomete preferencialmente,
criancas e adultos jovens. Entretanto, o astrocitoma difuso, acomete
predominantemente individuos do sexo masculino, preferencialmente entre a 3% e a
4% décadas de vida (LOUIS et al., 2007).

J& os astrocitomas de alto grau incluem oastrocitoma anaplésico (grau lll) e 0
GBM(grau 1V). O astrocitoma anaplasico acomete, em maior propor¢do, homens na
42década de vida (LOUIS et al., 2007).

O GBM é o tumor intracraniano primario mais comum, com frequéncia de
aproximadamente 40% desses tumores. Acomete com frequéncia, discretamente
maior, individuos do sexo masculino em relagdo ao sexo feminino, preferencialmente,
entre a 4% e 6 décadas de vida, representando cerca de 50% a 60% de todos o0s
gliomas (VAINBOIM et al., 2014).

O meningioma €& o segundo tumor intracraniano primario mais comum na
populacdo adulta acometendo com maior frequéncia individuos do sexo feminino, na
52 década de vida, o que perfaz de 13% a 27% dos tumores intracranianos primarios.
Entretanto, nas duas primeiras décadas de vida, representam de 1% a 5% dos
tumores cerebrais primarios (HANEL et al., 2001, CIMINO, 2015).

A compreensao das alteracbes celulares e moleculares, envolvidas na
génese de meningiomas e astrocitomas, proporciona uma base para a selecédo de
marcadores biolégicos de interesse para estes tumores. Os marcadores bioldgicos
sao macromoléculas de carater protéico que estao presentes em tecidos, no sangue
e em outros liquidos biolégicos. E considerado marcador biolégico tumoral ideal
aquele produzido por neoplasias deu ma mesma linhagem e, mesmo na presenca
de pequenas quantidades de células, tém seus niveis mensuraveis (VALENTE,
MASSABKI, 2011; CIMINO, 2015).

Dentre as técnicas de deteccdo de marcadores biolégicos estd a imuno-
histoquimica, que consiste na deteccdo de antigenos especificos em tecidos,
por meio do seu reconhecimento por anticorpos. Técnica esta que promoveu
revolugcdo diagnodstica no processo de avaliagdo dos tumores. Desta forma,
passou a ser incorporada a rotina laboratorial, sendo item relevante nos laudos
anatomopatologicos. Dentre os potenciais marcadores biolégicos para tal, estédo a
COX-2 e a p53 (MAHZOUNI, SARMADI, 2014).

A ciclooxigenase-2 (COX-2) é aisoforma 2 das enzimas ciclooxigenases (COX),
a qual esta associada a processos inflamatorios, proliferacéo e diferenciacao celular
e ainda, carcinogénese. E expressa em diversas alteracdes patologicas do SNC,
de forma relativamente frequente, sendo associada ao comportamento maligno dos
tumores (SHARMAet al., 2003; MAHZOUNI, SARMADI, 2014).

N
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Ap53, fosfoproteina nuclear, atua no controle do ciclo celular, sendo responsavel
pela regulacdo da transcricdo do DNA, proliferacéo e apoptose celular. Mutagdes
na proteina p53 resultam em incapacidade de atuacéo de sua atividade reguladora
negativa sobre o ciclo celular (SIROMA,BARACAT, 2006).

Marcadores bioldgicos tém sido estudados com o intuito de identificar os fatores
que podem predizer a histéria natural dos tumores. Entretanto, observa-se caréncia
em relacdo a publicagdes recentes relacionadas a marcadores direcionados para os
meningiomas e astrocitomas, uma vez que, os achados histoldgicos sao limitados em
predizer a evolugao clinica e morfolégica desses tumores (VALENTE, MASSABKI,
2011).

Por meio da imuno-histoquimica, & possivel obter uma melhor compreensao a
respeito do comportamento e caracteristicas biol6gicas associadas aos meningiomas
e astrocitomas.Assim, poderia auxiliar na compreensao dos mecanismos envolvidos
na génese desses tipos tumorais.
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CAPITULO 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema Nervoso

O sistema nervoso representa a maior diversidade celular dos sistemas
organicos do corpo humano. O tecido nervoso é constituido, principalmente, por
neurénios e células da glia, os quais desempenham importante papel no suporte e
controle da atividade neural. O sistema nervoso, com base em critérios anatbmicos e
funcionais, € dividido em sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico
(SNP). O SNC é envolvido por trés membranas conjuntivas, denominadas meninges:
dura-mater, aracnéide e pia-mater, as quais sao responsaveis, principalmente, pela
protecéo do SNC, identificadas na Figura 1 (MACHADO, HAERTEL, 2006).

Famos da artéria meningea média ‘Weiaz cerebrais superiores
[penetrando a aracndide e
passando através do
espago subdural para entrar

nio seio zagital superior)

Seio sagital superior

Diura-mater

Weias cerebrais
superiores [abaito
da aracndide]

Weia anastomotica
superior [de Tralard)

Weia anastomdtica
inferiar [de Lablé]

Weia cerebral média superficial

Weias cerebrais inferiores

Artérias e veias [abaizo da aracndide]

meningeas médias

Figura 1: Meninges: Dura-mater, Aracnéide e Pia-mater
Fonte: Atlas Netter, 2000

A meninge mais externa e superficial & a dura-mater, constituida por inUmeras
fibras colagenas, que a tornam mais espessa e assim, resistentes. Por esta razéo,
pode ser também denonimada de paquimeninge E uma membrana inervada e
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vascularizada, constituida por tecido conjuntivo e pelas células meningoteliais,
em sua superficie interna, apresenta dois folhetos, interno e externo. O espaco
compreendido entre a dura-mater e a aracndide € denominado espaco subdural,
sendo este espaco virtual (MACHADO, HAERTEL, 2006).

A meninge mediana é a aracnoide, avascularizada, constituida por delgada
membrana trabeculada, justaposta a superficie interna da dura-mater, a qual é
separada pelo espaco subdural. Este espago contém pequena quantidade de
liquido, indispensavel a superficie de contato com a dura-mater, evitando assimsua
aderéncia (MACHADO, HAERTEL, 2006).

O espaco compreendido entre a aracndide e a pia-mater € denominado espaco
subaracnéideo, que contém o liquido cefalorraquiadiano (LCR), sendo regido de
extensa ligacdo entre o espaco subaracnéideo do encéfalo e da medula. Filamentos
transpéem-se 0 espacgo subaracnodideo para se aderirem a pia-mater, denominados
de trabéculas aracndideas (MACHADO, HAERTEL, 2006).

Protrusbes aracnoOideas projetam-se para o interior dos seios venosos da
dura-mater, sendo denominadas granulacdes aracnodideas, representadas na
Figura 2. Atuam como valvula unidirecional, importante para a reabsorcao do LCR,
impedindo assim, a entrada de sangue no mesmo. Evolutivamente, as granulacdes
aracnoideas, tém taxa de crescimento e desenvolvem-se de acordo com a faixa
etaria (MACHADO, HAERTEL, 2006).

" Seio sagital superior
Weias dipldicas it i
Granulagdes aracnoideas

Tributarias frontal e parietal

da veia temporal superficial Dura-mater [duas camadaz)

E=pago epidural [wirtual]

Weia emizsria : A : “&%ﬁﬂ\ Aracndide

Famos frontal & parietal da

4t b Ezpago
artéria superficial temporal

zubaracndide

Fawéola granular

[indentagia do erinio
pela granulagio
aracndide)

Fia-mater

Lago wenoso

éllll]‘
| 'f
I }

Artérias e veias
superficiais
cerebrais médias

Seio sagital inferior Artéria e veia meningeas meédiaz
: i 5 iad el Weia central penetra Artérias e veias temporais
Welas cerebrais interna, tilamo-estriada e corcidal g ecpaco subdural superfisiais, média & profunda

superiar e plesa cardide da quarta ventri cula para entrar no seio

Figura 2: Granulacdes Aracnoéideas
Fonte: Atlas Netter, 2000
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A mais interna das meninges € a pia-mater, ricamente vascularizada, que
adere-se estreitamente a superficie do encéfalo e da medula, embora néao esteja em
contato direto com estas estruturas. Constituida por camada de células meningoteliais
e também por tecido conjuntivo. A aracndide e a pia-mater, juntamente, séo
denominadas de leptomeninges (MACHADO, HAERTEL, 2006).

Em relacdo aos constituintes do sistema nervoso, os neurdnios sdo células
altamente excitaveis, responsaveis pela transmissdo da informacéo, por meio da
diferenca de potencial elétrico em sua membrana, através das sinapses. Enquanto
que, as células da glia séo constituidas por astrocitos (50%), oligodendrocitos (40%),
microglia (5%) e células ependimarias (5%), e tém como fungdo proporcionar um
suporte estrutural e funcional para os neurénios (GOMES, TORTELLI,DINIZ, 2012).

Os astrécitos sao células de formato estrelado, que emitem prolongamentos ao
longo do seu corpo celular, observado porimunofluorescéncia na Figura 3. Constituem
as células gliais mais abundantes do SNC, sendo a principal fonte de moléculas de
matriz extracelular para os neurdnios, s&o responsaveis por desempenhar uma série
de funcbes essenciais para o auxilio da homeostase do SNC (STIPURSKYet al.,
2010).

Figura 3: Astrocitos por Imunoflorescéncia

Fonte: http://www.astropt.org

Devido a complexidade morfolégica e funcional inerentes ao SNC, o
fundamento da estrutura e disposicdo das meninges e das células da glia é de
extrema relevancia, ndo somente para a compreensdao de seu importante papel
de protecédo do SNC e sustentacdo neuronal, respectivamente(STIPURSKY, et al.,
2010). Uma vez que, células gliais compreendem componentes celulares ativos no
funcionamento fisiolodgico e patologico do SNC, inclusive associadas as meninges,
podem ser frequentemente acometidas por processos patolégicos, como: o0s
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meningiomas e astrocitomas.

2.2 Meningiomas

Historicamente, em 1915, Harvey Cushing, médico e neurocirurgidao norte-
americano, discorreu que os tumores das meninges sdo oriundos de células da
aracnoide. Posteriormente, em 1922, Cushing propds o termo “meningioma” para
entdo nomea-los, termo este que alcancou aceitacéo global (BHAT et al., 2014).

O meningioma ¢é um tumor originario de células meningoteliais,
correspondentes a fibroblastos da aracndide, comumente encontradas nas
leptomeninges, aderidos a superficie interna da aracndide. No entanto, qualquer
regiao préxima as leptomeninges, é potencialmente sitio de origem para este tumor,
sendo mais comum em locais onde se tém granulagdes aracnoides (BORIN, 2008).

A classificacao de tumores cerebrais baseia-se na premissa de que cada tipo
de tumor é o resultado do crescimento anémalo de um tipo celular em especifico.
Com o intuito de unificar a nomenclatura de tumores do SNC, a OMS classifica-os
periodicamente. Sendo assim, a classificacdo da OMS (2007) para meningiomas
€ baseada nos aspectos morfolégicos microscépicos associados ao progndstico, o
que equivale a classificacdo mais amplamente utilizada e difundida, categorizando
0s meningiomas em trés graus distintos: I, Il e Ill, com 15 subtipos histolégicos
(COMMINS, ATKINSON,BURNETT, 2007).

Oficialmente, a classificacdo da OMS (2016) de tumores do SNC representa
atualizacéo da 4® edicao de 2007. Em referéncia a classificagao de meningiomas, esta
se manteve de acordo com a classificagdo OMS (2007), sem grandes modificacoes
(LOUIS et al., 2016).

Majoritariamente, os meningiomas sao considerados benignos e assim,
sdo categorizados como grau |, correspondendo a 9 subtipos histoldgicos, e
representando melhor prognéstico. No entanto, alguns tipos histoldégicos séao
associados a clinica menos favoravel, e séo classificados como grau Il e grau lll,
0 que indica pior prognéstico e malignidade, respectivamente, contendo 3 subtipos
histol6gicos cada um, representados na Tabela 1(KUNIMATSU et al.,2016).

Grau OMS (2007) Subtipos histologicos de meningiomas

| Meningioma Meningotelial

| Meningioma Fibroso

| Meningioma Transicional

| Meningioma Psamomatoso

| Meningioma Angiomatoso

| Meningioma Microcistico

| Meningioma Linfoplasmocitico
| Meningioma Secretor

| Meningioma Metaplasico

Il Meningioma Atipico
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I Meningioma de Células Claras
I Meningioma Cordobide

1] Meningioma Anapléasico

1 Meningioma Rabddide

1 Meningioma Papilifero

Tabela 1: Subtipos histolégicos de meningiomas de acordo com a Classificacao da OMS (2007)
Fonte: Perry, 2010.

Dentre os meningiomas grau |, os subtipos histologicos meningotelial, fibroso e
transicional estdo entre os mais frequentes (KUNIMATSU et al., 2016).

O meningioma meningotelial € caracterizado por apresentar l6bulos demarcados
por fibras colagenas. Apresenta células uniformes, com nucleo oval, cromatina
delgada, citoplasma amplo e réseo, com pseudoinclusdes intranuclares. Também,
pode ser denonimado sincicial, apropriamente designado, por possuir células em
espiral, aglomeradas em grupos compactos. As membranas celulares ndo séao
bem visiveis e delimitadas, apresentandolimites celulares imprecisos. E o subtipo
histologico mais frequente em meningiomas (Figura 4) (PERRY, MAWRIN, 2010).

Figura 4: Meningioma Meningotelial

As células formam agrupamentos, arrajam-se paralelamente, em padrdo que se assemelha um
epitélio. Redemoinhos e corpos psamomatosos sao excassos.

Fonte: Atlas Unicamp, 2010

O meningioma fibroso é caracterizado por apresentar células alongadas
fusiformes, que dispdem-se em feixes direcionados de forma equidistante, em meio a
uma matriz rica em fibras coldgenas. Ha uma menor celularidade com predominancia
de tecido conjuntivo, sendo o segundo subtipo histolégico mais frequente em
meningiomas (Figura 5) (PERRY, MAWRIN, 2010).
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Figura 5: Meningioma Fibroso

As células dispdem-se em feixes, com nucleos em oval e presenca de fibras colagenas.
Fonte: Atlas Unicamp, 2010.

O meningioma transicional é caracterizado por apresentar células alongadas
que arranjam-se em feixes multidirecionados, com caracteristicas comuns aos
subtipos histolégicos meningotelial e fibroso. Ainda, € comum a presenca de
redemoinhos e corpos psamomatosos, sendo o terceiro subtipo histolégico mais
frequente em meningiomas (Figura 6)(PERRY, MAWRIN, 2010).

Figura 6: Meningioma Transicional

Contém os padrdes histologicos Meningotelial e Fibroso, e a transi¢cdo entre ambos.
Redemoinhos e corpos psamomatosos sao frequentes.

Fonte: Atlas Unicamp, 2010.
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Os meningiomas apresentam incidéncia distinta em relagdo aos diferentes
subtipos histologicos, quando avaliada a localizagdo anatdbmica e a faixa etaria
comprometida. Para que se tenha estabelecimento seguro da incidéncia, enfatiza-
se uma importante correlacdo dos dados histolégicos com alguns achados clinicos,
como: idade, género, localizagdo anatémica e caracteristicas dos tumores com o
auxilio da imuno-histoquimica(PIMENTEL, et al., 2015).

Os meningiomas compreendem tumores intracranianos primarios mais comuns
do SNC, correspondendo a aproximadamente 30% de todos os casos do SNC.Sabe-
se que, meningiomas grau | estdo associados a forte predilecdo em individuos do
sexo feminino. Diferentemente, os meningiomas grau Il e lll, subtipos histolégicos
associados as formas mais agressivas da doencga, e que tém maior predilecao por
individuos do sexo masculino (ENDO et al., 2016).

A incidéncia dos subtipos histologicos em meningiomas é descrita na Tabela
2. A mensuragcdo da prevaléncia em meningiomas torna-se dificil tarefa, pelo
fato de, muitas vezes ter-se quadro assintomatico e assim, o diagnéstico € feito
incidentalmente (MESKAL et al., 2016).

Incidéncia (%) Grau OMS (2007) Subtipo histolégico
57,8% | Meningioma Meningotelial
11,1%

Meningioma Fibroso

|
10,4% | Meningioma Transicional
3,8% | Meningioma Psamomatoso
1,6% I Meningioma Angiomatoso
1,6% I Meningioma Metapléasico
1,5% I Meningioma Secretorio
1,1% I Meningioma Linfoplasmocitico
0,3% | Meningioma Microcistico
3,4% Il Meningioma Atipico
1,4% Il Meningioma Cordoéide
1,1% Il Meningioma de Células Claras
2,3% Il Meningioma Rapddide
1,4% I Meningioma Anapléasico
1,1% 1l Meningioma Papilifero

Tabela 2: Incidéncia dos subtipos histologicos de meningiomas
(Fonte: KUNIMATSU et al., 2016)

As manifestagdes clinicas sdo dependentes da localizagado anatémica e da taxa
de crescimento do tumor. Uma vez que, majoritariamente, 0s meningiomas crescem
lentamente, o que favorece o aparecimento tardio dos sintomas. Desta forma, os
pacientes sdo geralmente assintométicos e a descoberta do tumor € um achado
incidental. Qualquer sinal ou sintoma que se desenvolva geralmente € secundario a
compressao de estruturas subjacentes (CASARES et al., 2011).

A alta complexidade dos tumores do SNC esta relacionada a sua abordagem
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e localizagao anatémica, uma vez que, sdo responsaveis por importante causa de
morbidade e/oumortalidadeemindividuosacometidos.Paraumaimportante conjectura
prognoéstica, a mesma pode ser obtida através de avaliagdo anatomopatoldgica, por
meio de realizagcdo de bidpsia do tumor.Desta forma, a escolha da terapia a ser
instituida esta relacionada ao comportamento tumoral, predizendo o progndstico.
A classificagdo da OMS (2007) € particularmente util a este respeito(JOHANNESE
etal., 2004, CASARES et al., 2011).

O prognostico para pacientes com meningiomas, sofreu uma mudancga desde
a década de 1960. Desta forma, é possivel observar que nas ultimas duas décadas,
houve acréscimo no tempo de sobrevida, concomitantemente com decréscimo na
taxa de mortalidade pds-operatoria. Neste sentindo, os elementos prognosticos com
maior relevancia incluem: a localizagdo do tumor, o grau histolégico, marcadores
biolbgicos tumorais e a extensédo da resseccao cirurgica. No entanto, o elemento
prognostico de maior relevancia para meningiomas ainda constitui o fendtipo
histologico (YANG et al., 2016; LINSLER et al., 2016).

2.3 Astrocitomas

Historicamente, em 1846, apds analise em tecidos humanos post mortem,
Virchow, foi o patologista responsavel por descrever a neuroglia, evento este
fundamental para o estabelecimento do conceito atual da classificagdo de tumores
do SNC. Em 1893, Von Lenhossek, originalmente, introduziu o termo astrécito para
designar aquelas células gliais com o formato em estrela. Posteriormente, em 1949,
Kernohan elaborou o sistema para a classificacdo de gliomas de acordo com a
graduacao em ordem crescente de malignidade(KETTENMANN, RANSOM, 2005).

Glioma é o termo designado para tumores originarios das células da
glia,constituindo assim, o grupo mais comum de tumores encefalicos primarios. Os
gliomas sao representados pelos astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas e
tumores da micrdglia, sendo os astrocitomas os subtipos mais frequentes (ROBBINS,
COTRAN, 2010).

Os astrocitomas sao subdivididos em escala de quatro graus, sendo I, II, lll e 1V,
correspondendo a astrocitoma pilocitico, astrocitoma difuso, astrocitoma anaplasico
e GBM, respectivamente, sendo de ordem crescente de acordo com o grau de
agressividade e malignidade. Esta subdivisdo,esta relacionada as caracteristicas
histomorfolégicas, como: atipia nuclear, mitoses, proliferacdo endotelial e
necrose(ROBBINS, COTRAN, 2010).

2.3.1 Astrocitoma Pilocitico

O astrocitoma pilocitico(grau ) representa, aproximadamente, 15% dos
tumores do SNC. Majoritariamente, acomete criangcas e adultos jovens de 0 a 20
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anos, o qual ainda, pode ser associado a ocorréncia de Neurofibromatose tipo 1
(NF1). Deste modo, raramente, desenvolvem-se em faixa etaria acima da quinta
década de vida (MATJA et al., 2016).

Quanto a sua localizagao, esta ocorre, predominantemente, no cerebelo, onde
dois tercos destes tumores estao localizados. No entanto, pode ser encontrado em
outros locais do SNC, bem como, hemisférios cerebrais, tronco encefalico e medula,
sendo capaz de provocar manifestacbes neurolégicas variaveis (TUREL, KIEHL,
GENTILI, 2016).

O astrocitoma pilocitico constituium tumor circunscrito, bem diferenciado, com
baixa a moderada celularidade, sendo caracterizado por exibir padrao histolégico
bifasico, com peculiaridades que se assemelham tanto a padrdes pilociticos, quanto
a protoplasmaticos. No que se refere ao primeiro, este €, constituido por astrécitos
bipolares com extensos prolongamentos e inumeras fibras de Rosenthal, estruturas
hialinas alongadas, em meio a matriz fibrilar, com maior compactacéo. E ao que se
refere ao ultimo, este é constituido por astrocitos multipolares, entretanto, com curtos
prolongamentos em meio amatriz com a presenca de microcistos e corpusculos
granulares, com menor compactacéo (BURGER et al., 2000).

Trata-se de um tipo tumoral que contémlesbes nao infiltrativas, com baixo
potencial proliferativo e auséncia de atipias nucleares, mitoses, proliferacao endotelial
ou necrose. Em razao do crescimento tumoral lento, associado a lesao circunscrita,
normalmente, tem-se bom prognoéstico. Uma vez que, ap0s resseccao cirurgica,
h& baixo risco de recorréncia, devido ao comportamento tumoral né&o infiltrativo
(FIECHTER et al., 2016).

2.3.2 Astrocitoma Difuso

O astrocitoma difuso (grau Il) representa de 10 a 15% dos tumores originarios
de astrocitos. Majoritariamente, acomete as faixas etarias compreendidas entre, a
terceira e quarta décadas de vida, com maior predilecdo por individuos do sexo
masculino. Apresenta, preferencialmente, localizagcdo supratentorial, nos lobos
frontal e temporal (LOUIS et al., 2007).

Histologicamente, é constituido por elevado grau de diferenciacdo, com
células que se assemelham a astrécitos normais ou patologicos. Entretanto, pode-
seapresentar caracteristicas fibrilares, protoplasmaticos ou gemistocisticos, sendo
capazes de estarem associadas em uma mesma espécime, ou com predominio de
um destes (BURGER et al., 2000).

Usualmente, é constituido por lesdes infiltrativas, com a presenca de atipias
nucleares,ausente ou baixo indice mitético, e auséncia de proliferacédo endotelial
ou necrose. Apresenta ma delimitacdo de suas extremidades, o que perfaz a
ocorréncia de potenciais recidivas e/ou possivel progressao para niveis superiores
de malignidade. Apesar de se ter, aparentemente,comportamento indolente, o
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progndstico é reservado e incerto, sendo influido a extensédo do tecido residual e a
esséncia infiltrativa(FIECHTER et al., 2016).

2.3.3 Astrocitoma Anaplasico

O astrocitoma anaplasico (grau lll), representa 4% dos tumores do SNC, e
perfaz 10% dentre os gliomas, acomete, preferencialmente, individuos do sexo
masculino, na quarta década de vida (LOUIS et al., 2007).

E constituido por lesdes histolégicas infiltrativas, com alto indice mitético e a
presenca de atipias nucleares, com maior celularidade. Desta forma, é conferido ao
tumor, potencial maior de agressividade, e assim, portanto, malignidade (FIECHTER
et al., 2016).

O estabelecimento do prognéstico pode ser instituido, através da anélise da faixa
etaria comprometida, a extensao da resseccéo cirurgica e a manutencao da funcéao
neurologica. Uma vez que, o tratamento associado entre agentes quimioterapicos
a radioterapia, ap6s a resseccédo cirurgica, constitui de forma positiva, aumento
asobrevida (YANGet al., 2017).

2.3.4 Glioblastoma Multiforme

O GBM constitui a variante mais comumente encontrada e letal de tumor
encefalico, representa aproximadamente 40% das neoplasias primarias provenientes
do SNC, e cercade 50% dos subtipos de gliomas. De acordo com a OMS, é classificado
na escala de astrocitomas como grau IV, sendo considerado tumor maligno. Localiza-
se, preferencialmente, nos hemisférios cerebrais, sendo distribuidos pelos lobos
cerebrais. Apresenta-se, com discreta predilecdo em individuos do sexo masculino,
em termos de incidéncia, com uma propor¢ao de 1,5:1, em relagéo ao sexo feminino
(VAINBOIM et al., 2014).

Segundo dados do INCA, no biénio de 2016-2017, dos 10.270 novos casos
de neoplasias oriundas do SNC, 2 a 4 mil casos correspondem ao GBM. Assim,
apresenta-se como a neoplasia primaria supratentorial mais frequente na populagao
adulta, apresentando pico de incidéncia entre a quarta e a sexta década de vida.
Entretanto, de forma infrequente, pode ocorrer na infancia,na primeira década de
vida (HERRERA et al., 2009).

A classificagdo de tumores do SNC, mais difundida e aceita, corresponde a
42edicdo da OMS (2007). No entanto, atualmente, de acordo com a mais recente
classificagdo desse o6rgéo (2016), os GBM estéo listados no grupo de tumores
astrociticos e oligodendrogliais difusos, refletindo o seu comportamento altamente
maligno. Desta forma, os GBM sao subdivididos em glioblastoma IDH-selvagem
e glioblastoma IDH-mutado. A IDH equivale a enzima isocitrato desidrogenase,
e constitui importante grupo de proteinas, responsaveis por participarem do
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metabolismo oxidativo do organismo (LOUIS et al., 2016).

Os subtipos IDH-1 e IDH-2, quando sdo acometidos por mutagdes, associam-se
a estratificagao e diferenciacdo dos subtipos de GBM, diferenciando-os em primario
e secundario, segundo a OMS. O GBM primario e o secundario desenvolvem-se
através de vias genéticas distintas, embora mantenham-se histomorfologicamente
indistinguiveis ao estabelecimento do diagnéstico. Desta forma, a presenga ou
auséncia da mutacdo envolvendo a enzima IDH em GBM auxilia na escolha
terapéutica, apresentando um importante valor prognéstico. Uma vez que, a
presenca da mutacao evidencia melhor prognéstico, com maior tempo de sobrevida
(TRINDADE et al., 2012).

Morfologicamente, o GBM é extremamente variavel, sendo um tumor altamente
heterogéneo e angiogénico, o diagnostico é estabelecido por meio de anélise
histologica. No entanto, devido a heterogeneidade tumoral, este é potencial fator que
dificulta o diagnéstico em alguns casos. Apresenta-se com elevada tava proliferativa
e migratdria, com auséncia de apoptose, tornando-o um tumor altamente agressivo
(MONTGOMERY et al., 2015).

O padréao histolégico destes tumores caracteriza-se pelo pleomorfismo celular,
presenca de atipias nucleares, numerosas mitoses tipicas e atipicas,proliferacéao
vascular, areas de necrose e alta celularidade. As células neoplasicas arranjam-se
ao longo das superficies necroticas, de forma irregular, dispostas em meio a matriz,
0 que resulta em padrao histoldgico comumente encontrado em GBM, denominado
de pseudopalicada (Figura 7). As células neoplasicas sédo, predominantemente,
fusiformes e ndo se assemelham a astrdcitos, o que o caracteriza como tumor pouco
diferenciado, com elevado grau anaplasico (KLEIHUES E CAVENEE, 2000).

Figura 7: Glioblastoma Multiforme

Alto pleomorfismo celular, com hipercelularidade, sendo comum a ocorréncia de
pseudopali¢cada.

Fonte: Atlas Unicamp, 2010.
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Normalmente, o inicio das manifestagdes clinicas é abrupto, e esta intimamente
relacionado a localizagdo e extenséo tumoral, associados a taxa de crescimento do
tumor. O quadro de déficit neuroloégico esta relacionado a topogréfica e extensao
da lesao provocada pelo tumor, sendo comum a ocorréncia de cefaleia, ndusea,
alteracbes no nivel de consciéncia e crises convulsivas. A hipertensdo craniana
ocorre em decorréncia do rapido crescimento tumoral, o que gera efeito compressivo
no cranio (GRANT, 2004).

Recentemente, tem-se alcancado avancos em relagdo a terapéutica de
GBM, através da instituicdo do tratamento concomitante de radioterapia e agentes
quimioterapicos, aliados a ressecc¢ao cirurgica. Ainda assim, a expectativa de vida
permanece baixa em razado da natureza infiltrativa associada ao rapido crescimento
tumoral, limitando assim a eficacia terapéutica. Com sobrevida média de apenas
15 meses apos o diagnostico estabelecido, e com expectativa média de vida de
aproximadamente 2 anos. O tratamento concomitante é responsavel por reduzir
o volume tumoral, entretanto, ndo € capaz de modificar o comportamento natural
agressivo da doenca (BENNETT et al., 2016).

Porquanto, os mecanismos de resisténcia terapéutica associados a
agressividade tumoral inata oriundo do GBM apresentam-se como o pior prognéstico
entre todos os gliomas. Menos de 5% dos pacientes permanecem vivos, resultando
em incapacidade progressiva e obito (MESKAL et al., 2016).

Uma das principais vantagens do TMA é que possibilita a analise simultanea de
grande numero de espécimes, de maneira eficaz, permitindo o bom desempenho de
ensaios, dentre eles, a imuno-histoquimica. Desta forma, através do TMA, centenas
de fragmentos representativos de tecidos e/ou tumores séo incluidos em apenas
uma Unica lamina para o ensaio, e analise, (JAWHAR, 2009; DAKO,2013).

2.4 Microarranjos de tecidos - TMA

Historicamente, em 1986, Battifora propés novo método de arranjo de amostras
teciduais e/ou tumorais em matriz, denominado Multi tumor tissue block (MTTB).
Responséavel por retirar fragmentos teciduais e/ou tumorais incluidos em blocos de
parafina que sao cortados na forma de cilindros, e reincluidos em novo bloco de
parafina, sendo dispostos paralelamente. No entanto, n&o se tinha a identificacao
dessas amostras teciduais e/ou tumorais, sendo a técnica realizada em sequéncia
aleatéria (ALMEIDA et al., 2008).

Posteriormente, em 1998, Kononen e colaboradores, foram responsaveis
por aprimorarem este método, denonimado de tissue micro array (TMA), ou seja,
microarranjos de tecido. Utilizaram-se de dispositivo cilindrico mecénico, com
mecanismo em que se retirava os cilindros e, posteriormente montava-se novo bloco
ja pré-moldado e vazado. Desta forma, tem-se a confecgao de novo bloco de parafina
receptor, contendo fragmentos cilindricos de inUmeras amostras teciduais e/ou
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tumorais, obtidas a partir de centenas de blocos de parafina doadores. Os cilindros
tumorais séo dispostos neste novo bloco receptor, 0 qual segue-se ordenacéao ja
predeterminada para tal (ANDRADE et al., 2007).

Para a confeccdo do TMA segue-se varias etapas. Inicialmente, tem-
se a selecao de amostras representativas teciduais e/ou tumorais de interesse,
provenientes do bloco de parafina doador. Previamente, é feita a escolha de uma
matriz adequada para a realizacédo do processo. Posteriormente, a construcdo de
novo bloco de parafina receptor. Por fim, tem-se a montagem do novo bloco com os
fragmentos das amostras teciduais e/ou tumorais de interesse selecionadas e com
isso, € realizada a analise do mesmo, segundo a Figura 8 (ANDRADE et al., 2007).
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Figura 8: Principio da analise do Microarranjos de tecidos (TMA)
Fonte: Dako, 2013

Através da analise simultanea dos espécimes, obtém-se enorme economia
de tempo de técnica, de reagentes e de analise. E ainda, permite a uniformizacao
das reacdes, o que facilita a interpretacdo dos resultados obtidos. Uma vez que,
os fragmentos teciduais e/ou tumorais sao submetidos ao mesmo tratamento,
de maneira homogénea, garantindo uniformidade experimental. Desta forma,
variaveis que poderiam ocorrer em etapas importantes da imuno-histoquimica como
recuperacao antigénica, tempo de incubacédo de anticorpos, temperaturas e outros
séo padronizadas uniformemente diminuindo os vieses, devido a disposicdo do TMA
(JUNIOR et al., 2010, DAKO, 2013).

As identidades das amostras de tecidos e/ou tumores sao registradas e
mapeadas, para cada cilindro no bloco de parafina receptor, ou seja, o TMA. Assim,
um mapa detalhado é fornecido, para serem apoiadas a informacéo clinica e
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doencas correspondentes de cada amostra utilizada. Para otimizacdo da técnica,
insere-se mais de um fragmento representativo da mesma amostra tecidual e/ou
tumoral, caso haja o descolamento de alguma amostra, durante a realizacao da
imuno-histoquimica, representado na Figura 9 (DAKO, 2013).
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Figura 9: Mapa representativo do Microarranjos de tecidos (TMA)
Fonte: Dako, 2013.

O TMA desponta como uma importante técnica no ambito de pesquisas
cientificas, na transicéo dos resultados da pesquisa basica para a aplicagéo clinica,
com forte impacto positivo. Com o uso da imuno-histoquimica, em unica lamina,
proveniente do TMA, é possivel identificar a expresséao de determinados marcadores
biolégicos em inUmeras amostras de tecido e/ou tumores, ao custo de apenas
uma unica reac¢do. Desta forma, tem-se o potencial de acelerar significativamente
as reaclOes, sendo ferramenta préatica e eficaz. A analise de grande numero de
amostras de tecidos e/ou tumores através de técnicas convencionais séo lentas e
despendiosas (ANDRADE et al., 2007).

2.5 COX-2

As ciclooxigenases (COX) sa@o as primeiras enzimas oxidases envolvidas no
processo de sintese fisiologica de prostaglandinas (PGs), o que ocorre a partir do
acido araquiddnico. Contém 3 isoformas (COX-1, COX-2 e COX-3), sendo ambas
derivadas de genes distintos, mas que, em suas estruturas apresentam 60% de
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homologia (MATSUYAMA, YOSHIMURA, 2009).

A COX-2 é codificada pelo gene PTGS2 localizado no cromossomo 1q (l6cus
g25.2-g25.3), com 70 kDa. Fisiologicamente, esta ausente ou expressa em minimas
quantidades nos tecidos normais. Constitui enzima inflamatoria, sendo induzida a
partir de estimulos pré-inflamatérios, que modulam estados inflamatorios agudos e/
ou crénicos, e mitogénicos (BUCCOLIERO, et al., 2007).

Em processos pré-malignos e malignos, a COX-2 tem a sua super expressao
reportada, sendo responsavel por estimular a angiogénese e a inibicdo da apoptose,
propiciando assim, o crescimento tumoral. Desta forma, € capaz estimular a
carcinogénese, por catalisar a sintese de mutagenos associada ao decréscimo do
indice apoptético, corroborando assim, para o0 aumento do potencial de invasao e
mestastases em tecidos adjacentes (BUCCOLIERO, et al., 2007).

A superexpressao das isoformas COX-1 e COX-2, recentemente, foram
reportadas, em amostras tumorais de gliomas e meningiomas. Majoritariamente,
localiza-se em células tumorais e em macrofagos, o qual é associadaao grau
patolégico tumoral (NATHOO, BARNETT, GOLUBIC, 2004).

2.6 p53

A p53 é uma fosfoproteina nuclear, essencial para a manutencéo da integridade
e estabilidade do material genético, uma vez que, atua no controle do ciclo celular,
essencial para a viabilidade das células. p53 é codificada pelo gene TP53, importante
supressor tumoral, localizada no cromossomo 17 (I6cus 17p13.1), constituida por 375
aminoacidos,com 53 kDa em sua estrutura (BORRESEN-DALE, 2003).

Fisiologicamente, a proteina p53 selvagem esta presente no nucleo em células
normais, e tem-se meia vida reduzida, a qual se mantém expressa por apenas 20
minutos, em razdo de ser rapidamente degradada pela acdo de proteinas nos
proteossomos. No entanto, a p53 mutada tem a sua conformacéao estrutural alterada,
evitando o processo de degradacdo por proteinas, o que resulta no acumulo de
sua concentracdo nas células, sendo passivel de deteccdo por técnicas imuno-
histoquimicas (PASQUALE et al., 2011).

\A persisténcia de p53 mutada pode refletir um possivel evento carcinogénico,
em resposta ao dano persistente ao DNA, associado a sua super expressdo. A
mutacéo protéica pode ser sugestiva de possivel mutacéo génica, embora que, para
a confirmacéao é necessario realizar o sequenciamento (GARAY et al., 2003).

A p53 é ativada como resposta a sinais de dano celular, sendo responsavel
por promover a parada do ciclo celular na fase G1, até que se complete o reparo ao
DNA. Isto ocorre, através da ativacao do sistema de reparo, no intuito de impedir que
aquele dano celular seja perpetuado nas células filhas. No entanto, se este reparo
ao DNA nao for finalizado de forma eficiente, a p53 induz a apoptose celular, e ainda,
promove check point na fase S para G2. (NARLA, et al., 2014).
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Ha cerca de poucas décadas, a p53 tornou-se importante ferramenta no
ambito das pesquisas, devido a sua relevancia para o cancer. Uma vez que, tem
proporcionado melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na carcinogénese
em diferentes neoplasias (FETT-CONTE, SALLES, 2002).

O gene TP53, quando mutado, associa-se a formag¢ao e ao desenvolvimento
tumoral, uma vez que, o déficit funcional da p53 & determinante na progressao
tumoral em neoplasias do SNC, como em meningiomas e astrocitomas (ZHAO et
al., 2015).

Os achados histopatoldégicos em meningiomas e astrocticomas séo limitados
em predizer a evolugéo clinica e morfolégica desses tumores. Recentemente,
discorre de um grande interesse na identificacdo de potenciais marcadores
biolégicos. Desta forma, o estudo dos marcadores biol6gicos COX-2 e p53 através
da imuno-histoquimica poderia auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos
na génese desses tipos tumorais, e ainda na possivel identificacdo de potenciais
alvos moleculares para otimizagao da terapéutica a ser instituida.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar a expressao de COX-2 e p53 por imuno-histoquimica, em
amostras de meningiomas e astrocitomas
3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a idade e sexo dos pacientes com meningiomas e astrocitomas

- Correlacionar a expressao imuno-histoquimica de COX-2 e p53 com a idade
e sexo dos pacientes

- Avaliar a sobrevida em pacientes com glioblastomas
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecao de casos

Trata-se de um estudo retrospectivo transversal. Os casos foram selecionados
a partir de espécimes cirurgicas incluidas em parafina, contendo amostras de
tumores cerebrais, obtidos a partir de ressecc¢ao cirurgica, realizadas no Servigco de
Neurologia e Neurocirurgia do Hospital Santa Casa de Belo Horizonte, Minas Gerais,
no periodo entre 2009 a 2014, sob a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
SCBH (CEP/SCBH) n 019/2010. O Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi
obtido dos pacientes e/ou responsaveis.

As amostras tumorais, colhidas durante ressecc¢do cirurgica, foram
acondicionadas em formalina a 10% e enviadas ao Departamento de Patologia da
Santa Casa de Belo Horizonte, sendo alocadas em blocos incluidos em parafina,
apos fixacdo no formol, para estudo histopatologico. Todas as amostras foram
diagnosticadas por um anatomopatologista, utilizando critérios recomendados pela
OMS (2007). Apenas os casos anteriormente classificados como meningiomas e
astrocitomas foram incluidos na pesquisa, a partir dessa sele¢ao inicial, foi obtido
um total de 213 casos, sendo 107 meningiomas e 106 astrocitomas.

As laminas dos casos selecionados, coradas por HE (Hematoxilina e
Eosina),foram revisadas e a area que melhor representasse o tumor foi selecionada
por um patologista, de forma independente, sem a identificacdo dos casos.

Como critério de incluséo, foram considerados, a presenca de areas de tumor,
a conservacao adequada dos blocos de parafina, amostra satisfatoria para a referida
analise com boa fixacéo e processamento.

Como critério de exclusao, foram considerados, a auséncia de areas do tumor,
a conservacao inadequada dos blocos de parafina, amostras insuficientes para a
referida analise, com artefatos de fixacdo e processamento.

4.2 Confeccao dos Microarranjos de tecidos (TMAS)

A confeccdo dos microarranjos de tecidos (TMAs) foi realizada no Hospital
A.C. Camargo, localizado em Sao Paulo, por um técnico especializado do referido
hospital, no més de junho em 2016.
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Para a confeccdo dos blocos de TMA, utilizou-se o equipamento manual, em
dispositivo de base fixa, o MTA-I (Figura 10), proveniente da Beecher Instruments.
Inseriu-se, 213 cilindros de 1,0 mm de diametro cada em duplicata, cada cilindro
contendo uma amostra representativa do tumor, e com um espacamento de 1,2 mm
entre os centros dos cilindros, em trés blocos distintos identificados como 1, 2 e 3.

Figura 10: Equipamento manual para confeccéo de Microarranjos de tecidos - MTA-I
Fonte: Hospital A.C. Camargo, 2016

Desta forma, retirou-se parte de um tecido tumoral, que foi preparado em
blocos de parafina convencionais, denominado de bloco doador, e assim colocou-se
em um novo bloco, denominado de bloco receptor. O bloco receptor foi preparado
anteriormente, confeccionado com os espacos ja demarcados, que receberam 0s
novos cilindros.

A posicao dos casos foi identificada em um mapa com referéncias de colunas e
linhas, responsavel por orientar a localizagc&o espacial de cada um dos casos. Além
disso, o mapa € fundamental, para o auxilio da analise e distincdo, em relacéo aos
diferentes subtipos histopatoldégicos de meningiomas, e astrocitomas que estdo em
cores distintas dos controles (Figura 11).
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Figura 11: Mapas representativos 1, 2 e 3 do TMA
Fonte: Hospital A.C. Camargo, 2016

Cada bloco de TMA foi submetido a microtomia, com uma espessura de 4 um,
obtendo-se, cortes histolégicos sequénciais, os quais foram incluidos em Iaminas
com carga elétrica, para a realizagdo da imuno-histoquimica.

4.3 Imuno-histoquimica

Através da técnica de imuno-histoquimica foram pesquisados, em todos os
107 casos de meningiomas e 106 casos de astrocitomas, as proteinas p53 e COX-
2. Foram utilizadas amostras de carcinoma de mama como controle positivo para
p53, e placenta para COX-2. Como controles negativos, foram utilizados os mesmos
casos com a supressao do anticorpo primario.

As laminas contendo amostras tumorais de meningiomas e astrocitomas foram

Y

incubadas em estufa a 50°C overnight, e posteriormente imersas em xilol para
desparafinizacéo, e rehidratadas em banhos sequénciais de alcool etilico absoluto e
agua destilada.

Para a recuperagdo antigénica, as laminas foram imersas em solucdes
previamente aquecida de tampao EDTA (pH 9), para COX-2,e de citrato de sddio
(pH 6), para p53, e submetidas a temperatura de 95°C em panela a vapor por 30
minutos.

Posteriormente, apbs o resfriamento das laminas, estas foram tratadas com

peroxido de hidrogénio (H,0,) a 3%, para o bloqueio da enzima peroxidase endogena.
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E assim, incubadas com os anticorpos primarios anti-p53 e anti-COX-2 em
camera umida, por 1 hora, em temperatura ambiente. O método imuno-histoquimico
empregado foi o de Polimero Indireto. Esta metodologia foi padronizada no Laboratorio
de Imuno-histoquimica do Instituto de Ensino e Pesquisa (IEP) da Santa Casa de
Belo Horizonte, MG. As especificagdes técnicas dos anticorpos estao descritas na
Tabela 3.

Anticorpo COX-2 P53
Origem Cayman Chemical Dako®
Animal Camundongo Camundongo
Clonalidade Monoclonal Monoclonal
Clone CX229 DO-7
Controle Placenta Mama
Dilui¢éo utilizada 1:100 1:100

pH pH 9 pH 6

Tabela 3: Descrigéo dos anticorpos anti-COX2 e anti p53
Fonte: Bula dos kits dos anticorpor COX-2 (Cayman Chemical) e p53 (Dako®)

Apos incubacdo com os anticorpos primarios, as laminas foram tratadas com
solucao diluida de tampéao (TBS).

A sequir, utilizou-se o HiDef ™ HRP (CELL MARQUE), sistema de deteccéo de
polimero, sendo um sistema livre de biotina. Assim, elimina-se a possivel coloracao
nao especifica em decorréncia da presenca de biotina endégena. O HiDef ™ HRP,
consiste em dois reagentes ja prontos para o uso, o detector e o amplificador.
Inicialmente, utilizou-se o amplificador, e posteriormente o detector, ambos em
camera umida a temperatura ambiente. A fim de se obter amplificacdo do sinal,
proporcionando uma melhora exponencial na ligacéo e visualizacdo dos anticorpos.

A revelacdo da reacdo IHQ foi realizada com o crombégeno DAB
((8-3)-tetrahidrocloreto de diaminabenzidina, na diluicdo de 1:20, sendo este
responsavel pela emissao de uma coloragdo marrom. A contra-coloracgéao foi realizada
por um banho rapido em hematoxilina e com sua posterior diferenciagcdo em agua
corrente. Posteriormente, procedeu-se a desidratacdo em alcool etilico absoluto,
seguido de xilol.

Por fim, foi realizada a montagem das laminas, sendo recobertas com
laminula de tamanho apropriado para o TMA, empregando-se 0 meio de montagem
denonimado de Entellan®, para posterior analise em microscépio optico.

4.4 Interpretacao da reacao imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimica foi realizada em microscopio 6ptico (MOTIC
BA310), nas objetivas de 4X, 10X e 40X, por dois patologistas, de forma independente.
A expressdo de p53 é identificada por exibir padrao de imunomarcacéo nuclear,
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enquanto que, a COX-2 é identificada por exibir padrdo de imunomarcacao
citoplasmatica.

A imunomarcacao de p53 e COX-2 foi considerada positiva ou negativa, de
acordo com a quantidade e a intensidade de coloracdo de células imunomarcadas.
A intensidade de coloracdo da imunomarcacao das células de p53 foi categorizada
em duas graduacdes distintas: fraca e forte, sendo a intensidade moderada avaliada
juntamente a forte, baseado no estudo de Montgomery et al., (2015).

A expressao de p53 foi considerada positiva quando foi observada a marcac¢ao
nuclear em quantidade igual ou superior a 10% de células tumorais avaliadas. De
outro modo, foram considerados negativos os casos sem marcacao nuclear ou em
quantidade inferior a 10% de células imunomarcadas. Os casos p53 positivos foram
categorizados, de acordo com a intensidade de coloragéo, em fraca ou forte. Ressalta-
se que, foram desconsideradas as reagdes inespecificas de padrdo de membranar
e citoplasmatica, embora p53 possa apresentar, esporadicamente, imunomarcacao
citoplasmatica em alguns casos.

A expressdao de COX-2 foi considerada positiva quando a marcacgao
citoplasmatica ocorreu em quantidade igual ou superior a 10% de células tumorais. De
outro modo, foram considerados negativos, 0s casos sem marcacao citoplasmatica ou
em quantidade inferior a 10% de células imunomarcadas. Os casos COX-2 positivos
foram categorizados, de acordo com a intensidade de coloracéao, em fraca ou forte.
Ressalta-se que, foram avaliados apenas os casos em que foi exibido um padrao
de imunomarcacéao citoplasmatica, desconsiderando-se as reagdes inespecificas de
padrao de membrana celular e nuclear.

4.5 Analise Estatistica

Para a caracterizacdo da amostra total, foram usadas tabelas de frequéncia
para as variaveis categoricas, e as medidas descritivas (média, mediana, minimo,
maximo e desvio-padrdo) para as variaveis continuas.

Os dados foram analisados quanto a sua distribuicéo pelo teste de Kolmogov-
Smirnov que demonstrou dados com distribuicdo Normal, portanto a classe dos
testes paramétricos foi utilizada para comparacao de dados continuos.

O teste ANOVA avaliou a idade de acordo coma intensidade da coloragao e o
teste T de Student para a expressao dos marcadores.

As comparacdes multiplas foram feitas pelo Teste de Tukey.Foi utilizado o Teste
Qui-quadrado para avaliar a associacdo da expressdao dos marcadores e sexo, tipo
tumoral eintensidade da coloracéo.

A curva de sobrevida foi estimada pelo método de Kaplan-Meier.O nivel de
significancia adotado para todos os testes estatisticos foi de 5%, e o software utilizado
para analise é o SPSS versao 20.0.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da amostra

Foram analisadas 213 amostras de tumores, sendo 107 meningiomas e 106
astrocitomas, obtidas em resseccdes cirurgicas, realizadas no periodo entre 2009 a
2014. Dentre os meningiomas, a maior parte dos casos foi do subtipo meningotelial
(72/33,8%), enquanto que, para os astrocitomas, o maior numero de casos foi o
subtipo GBM (76/35,7%) (TAB 4).

Dentre os subtipos de meningiomas, todos s&o pertencentes ao grau |,
entretanto, em astrocitomas, tem-se o estadiamento, em graus |, Il, Ill e V, sendo,
astrocitoma pilocitico, difuso, anaplasico e GBM, respectivamente (TAB 4).

Frequéncia dos subtipos tumorais n (%) Grau tumoral
Meningioma Meningotelial 72 (33,8) Grau |
Meningioma Transicional 17 (8,0) Grau |
Meningioma Fibroso 7 (3,3) Grau |
Meningioma Psamomatoso 4(1,9) Grau |
Meningioma Microcistico 3(1,4) Grau |
MeningiomaAngiomatoso 2(0,9) Grau |
Meningioma Secretério 2 (0,9) Grau |
Subtotal 107 (50,23)
Astrocitoma Pilocitico 10 (4,7) Grau |
Astrocitoma Difuso 15 (7,0) Grau ll
Astrocitoma Anaplasico 5(2,3) Grau lll
Glioblastoma Multiforme 76 (35,7) Grau IV
Subtotal 106 (49,77)
Total 213 (100)

Tabela 4: Caracterizacdo da amostra de acordo com o subtipo e grau tumoral

Fonte: Dados da pesquisa

Dentre os 107 casos de meningiomas, observou-se maior frequéncia em
individuos do sexo feminino, quando comparados aos individuos do sexo masculino,
sendo, 79 casos (73,83%) em mulheres, enquanto que, 28 casos (26,17%) em
homens (TAB 5).

Dentre os 106 casos de astrocitomas, observou-se frequéncia discretamente
maior em individuos do sexo masculino, quando comparados aos individuos do sexo

Capitulo 5



feminino, sendo, 59 casos (55,66%) em homens, e 47 casos (44,34%) em mulheres
(TAB 5).

Sexo n,(%)

Tipo Tumoral Feminino Masculino
Meningiomas 79 (73,83) 28 (26,17)
Astrocitomas 47 (44,34) 59 (55,66)
Subtotal 126 (59,15) 87 (40,85)
Total 213 (100)

Tabela 5: Caracterizagdo da amostra de acordo o tipo tumoral e sexo

Fonte: Dados da pesquisa

As idades, nos tumores analisados (astrocitomas e meningiomas), variaram
entre 1 a 81 anos, com média das idades de 51,07 anos (TAB 6).

Nos meningiomas, a idade variou, entre os de 19 a 80 anos, com a média
das idades de 53,67 anos, com desvio padrao de 15,34.Entre os astrocitomas,
independente do subtipo, a faixa etaria variou entre 1 a 81 anos, com a média das
idades de 48,57 anos e desvio padrao de 19,43. A diferenca média de idade entre os
dois tipos tumorais (astrocitomas e meningiomas) foi de 5,14. (TAB 6).

Tipo tumoral N Média de idade (+/- DP) Diferenca média IC 95%
Meningiomas 105 53,57 (+/- 15,34)
5,14 0,40; 9,90
Astrocitomas 106 48,57 (+/- 19,43)
Total 213 51,07

Tabela 6:Caracterizagcao da amostra de acordo com o tipo tumoral e faixa etéaria
Fonte: Dados da pesquisa Valor p: 0,034

Entretanto, ao se analisar a média de idade dos GBMs separadamente dos
outros subtipos de astrocitomas, observou-se diferenca estatisticamente significativa
(p< 0,001), com média de idade maior nos GBMs (55,86 anos) em relacédo ao
astrocitomas de menor grau (30,77 anos). O intervalo de confianga a 95%, apresentou
limite inferior de 50,71 e o limite superior de 56,64 (TAB 7).

Tipo tumoral n Média de idade (+/- DP) Limite inferilci 95ijr)nite superior
Meningiomas 105 53,57(15,34) 50,71 56,64
Astrocitomas 30 30,77 (18,34)
Glioblastomas 76 55,86 (14,87)

Total 211 50,61 (18,25)

Tabela 7: Média de idade de acordo com os tipos tumorais
Fonte: Dados da pesquisa Valor p: < 0,001
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N&o houve diferenga na média de idade entre os meningiomas e GBMs
(p=0,701). Por outro lado, entre meningiomas/astrocitomas e astrocitomas/GBMs,
essa diferenca foi observada de modo significativo (p< 0,001) (TAB 8).

IC 95%
Tipo tumoral Diferenca média Valorp Limite Limite
inferior superior
Meningiomas A_strocitomas 22,90 < 0,001 13,97 31,87
Glioblastomas -2,19 0,701 -7,62 3,24
Astrocitomas  Glioblastomas -25,09 <0,001 -34,2445 -15,9404

Tabela 8: Diferenga média de idade entre os tipos tumorais

Fonte: Dados da pesquisa

Ao estratificar a idade em 3 grupos: < 18 anos (infanto-juvenis), 19-40 anos
(adultos jovens) e > 40 anos (adultos) foi observado que tanto os meningiomas
(87/81,3%), quanto os astrocitomas (63/59,4%) foram mais frequentes em individuos
acima dos 40 anos (TAB 9).

Entretanto, em relagdo aos meningiomas (0/0,0%), o grupo dos astrocitomas
(11/10,4%) tem uma porcentagem de tumores com idade inferior a 18 anos (TAB 9).

Faixa etaria (anos) n,%

Tipo tumoral
<18 >40 Total
Meningiomas 0 (0,0) 20 (18,7) 87 (81,3) 107 (100)
Astrocitomas 11 (10,4) 25 (23,6) 63 (59,4) 106 (100)
Total 11 (5,2) 45 (21,1) 150 (70,4) 213 (100)

Tabela 9: Caracterizacdo da amostra de acordo com estratificacao da faixa etéria e tipo tumoral

Fonte: Dados da pesquisa

Diferentemente dos meningiomas, dentre os subtipos de astrocitomas, estes
tém uma maior numero de tumores em individuos com idade inferior a 40 anos,
sendo os astrocitomas pilocitico e difuso, com o maior nUmero de representantes
desta faixa etaria (GRA 1).
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Gréfico1: Distribuicao dos subtipos de Astrocitomas de acordo com a faixa etaria (%)

Fonte: Dados da pesquisa

A curva de sobrevida dos individuos acometidos pelo subtipo de astrocitoma,
denominado de glioblastoma, demonstrou uma sobrevida mediana de 12 meses
(IC95%: 10,5 A 13,5 meses). Foi observado que em 10 meses, a sobrevida foi de
63,3%, decaindo para 30,9% no tempo em 15 meses (GRA 2).
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GRAFICO 2: Analise da sobrevida em pacientes com Glioblastomas

Fonte: Dados da pesquisa
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4.2 Analise imuno-histoquimica

A andlise imuno-histoquimica foi realizada nos 213 casos (meningiomas e
astrocitomas), onde foram utilizados os anticorpos anti-p53 e anti-COX-2.

A expressao imuno-histoquimica dos marcadores esta demonstrada na figura
12.

Figura 12: Fotomicrografias de cortes histol6gicos de meningiomas e glioblastomas corados
pela técnica de IHQ por polimero.

Fonte: Dados da pesquisa

Expresséo nuclear positiva para p53 em meningioma 400X (A) e em glioblastoma 400X
(B). Expressao citoplasmatica positiva para COX-2 em meningioma 400X (C) e glioblastoma
400X (D).

A frequéncia dos marcadores analisados estd demonstrada na Tabela 10.

Apés a realizacao da técnica IHQ houve soltura de alguns casos, diminuindo a
amostra final em alguns tumores

Desse modo, em meningiomas, foi possivel a analise em 104 amostras, para
COX-2, sendo 103 (99,0%) casos positivos e apenas 1 caso (1,0%), negativo. Para
p53, foram analisados 106 pacientes, com positividade em 96 casos (90,6%) e 10
(9,4%), apresentaram-se negativos (TAB 10).

Dos 30 astrocitomas analisados, todos foram positivos para COX-2 (100%),
e 28 (93,3%) apresentaram imunomarcacao positiva para p53 apenas e apenas 2
(6,7%) foram negativos para este marcador (TAB 10).

Os GBMs foram analisados separadamente, pois sdo considerados, dentre os
astrocitomas, os de mais alto grau e, portanto, malignos.
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Estes tumores, mostraram-se positivos, para COX-2, em 68 casos, e com 3
casos negativos. Imunomarcacao para p53 apresentou positividade em 63 casos
(88,7%) e 8 (11,3%) foram negativos, para o total de 76 casos (100%) (TAB 10).

Pons,:)t/Lvo Ner?,fzvo Total Soltou ( 11_8 (t)i/lo)
Meningiomas 103 (99,0) 1(1,0) 104 3 107
COX-2 Astrocitomas 30 (100) 0 30 0 30
Glioblastomas 68 (95,8) 3(4,2) 71 5 76
Meningiomas 96 (90,6) 10 (9,4) 106 1 107
P53 Astrocitomas 28 (93,3) 2(6,7) 30 0 30
Glioblastomas 63 (88,7) 8 (11,3) 71 5 76

Tabela 10: Imunomarcacgéo para COX-2 e p53 em Meningiomas e Astrocitomas

Fonte: Dados da pesquisa

Os casos positivos foram avaliados quanto a intensidade de imunomarcagcao
(TAB 11).

A intensidade de imunomarcacéo foi avaliada para ambas as proteinas, nos
meningiomas e astrocitomas. Foi verificado que, a maioria dos tumores independente
do subtipo ou proteina, apresentou imunomarcacao forte, o qual foi agrupado as
intensidades moderada e forte em apenas um Unico grupo (TAB 11).

Foi detectada imunomarcacao para COX-2, com intensidade forte, nos GBMs
(62/91,2%), em detrimento dos outros astrocitomas de menor grau (29/96,7%).
Do mesmo modo, nos meningiomas a intensidade forte (89/86,4%) também foi
predominante. (TAB 11).

A imunomarcagcdo para p53, com intensidade forte, foi detectada nos
meningiomas (81/84,4%), em detrimento dos GBMs (39/61,9%) e dos astrocitomas
(17/60,7%) (TAB 11).

Fraco n,% Forte n,% Total (100%)
Menigiomas 14 (13,6) 89 (86,4) 107

COX-2 Astrocitomas 1(3,3) 29 (96,7) 30
Glioblastomas 6 (8,8) 62 (91,2) 76
Menigiomas 15 (15,6) 81 (84,4) 107

P53 Astrocitomas 11 (39,3) 17 (60,7) 30
Glioblastomas 24 (38,1) 39 (61,9) 76

Tabela 11: Intensidade de imunomarcagéo para COX-2 e p53 em Meningiomas e Astrocitomas

Fonte: Dados da pesquisa

O cruzamento entre a imunomarcacéo para COX-2 em meningiomas, de acordo
com o sexo, revelou positividade em membrana celular em 103 casos e negatividade
em somente 1 caso, dos 107 casos (TAB 12).

Optou-se somente pela descricao sem testes de significancia estatistica devido
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a frequéncia muito baixa de casos negativos para as imunomarcag¢des.Quando as
categorias apresentam frequéncias muito baixas, as compara¢des possuem poder
muito baixo de analise.

Destes a positividade para COX-2 no sexo feminino estava presente em 76
casos (73,8%), e no masculino, em 27 casos (26,2%) (TAB 12).

Imuno marcagéao COX-2 n,(%) Total
+ -
Sexo Feminino 76 (73,8) 1 (100) 77 (74,0)
Masculino 27 (26,2) 0 (0) 27 (26,0)
Total 103 (100) 1 (100) 104 (100)

Tabela 12: Cruzamento entre marcacao IHQ para COX-2 e sexo em Meningiomas

Fonte: Dados da pesquisa

A analise da marcagao para p53, em meningiomas, revelou positividade
nuclear em 96 casos e negatividade em 10 casos. O cruzamento entre a expressao
de p53 e sexo, mostrou que, no sexo feminino, a positividade estava presente em 72
casos (75,0%), e no masculino, em 24 casos (25,0%) (TAB 13).

Imunomarcagaop53 n,(%) Total
+ -
Sexo Feminino 72 (75,0) 6 (60,0) 78 (73,6)
Masculino 24 (25,0) 4 (40,0) 28 (26,4)
Total 96 (100) 10 (100) 106 (100)

Tabela 13: Cruzamento entre marcagao IHQ para p53 e sexo em Meningiomas

Fonte: Dados da pesquisa

Dos 71 casos de GBMs analisados para a expressao de COX-2, e seu
cruzamento com o sexo, 68 casos foram positivos e 3 foram negativos. Destes,
houve positividade em 31 individuos (45,6%) do sexo feminino, e em 37 individuos
(54,4%) do sexo masculino (TAB 14).

Imuno marcagdoCOX-2 n,(%) Total
+ -
Sexo Feminino 31 (45,6) 2 (66,7) 33 (46,5)
Masculino 37 (54,4) 1 (33,3) 38 (53,5)
Total 68 (100) 3 (100) 71 (100)

Tabela 14: Cruzamento entre marcacao IHQ para COX-2 e sexo em Glioblastomas

Fonte: Dados da pesquisa

Para a expressao de p53, em GBMs, 63(%) casos foram positivos e 8 (%)
foram negativos. Quando foi realizado o cruzamento entre a expressao de p53 e 0
sexo para estes casos, demonstrou-se positividade em 29 (46%) individuos do sexo
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feminino, e 34 (54%) de individuos do sexo masculino (TAB 15).

Imunomarcacaop53 n,(%) Total
+
Sexo Feminino 29 (46,0) 4 (50,0) 33 (46,5)
ex
Masculino 34 (54,0) 4 (33,3) 38 (53,5)
63 (100) 8 (100) 71 (100)

Tabela 15: Cruzamento entre marcagéo IHQ para p53 e sexo em Glioblastomas

Fonte: Dados da pesquisa

A média de idade nos meningiomas, positivos para COX-2 (101), foi de 53,22
anos, com desvio padréo de 15,21, e naqueles negativos (1) foi de 75 anos. Nos
casos positivos para p53 (95), a média de idade foi de 54,54, com desvio padréo de
14,70, enquanto que, nos casos negativos (9) foi de 43,88 anos, com desvio padrao
de 19,76 (TAB 16).

Em GBMs, o cruzamento entre a idade e a imunomarcacéao revelou que nos
casos positivos (68) para COX-2, a média de idade foi de 55,98 anos, com desvio
padrdo de 13,98, e naqueles negativos (3), a média de idade foi de 32,66 com desvio
padrédo de 34,64. Para p53, os casos positivos (63), foi de 54,66 anos a média de
idade, com desvio padrao de 16,17, nos casos negativos (8) foi de 53,75 anos e
desvio padrao de 15,75 (TAB 16).

Para os astrocitomas de graus |, Il e lll, ndo foi possivel realizar os cruzamentos
de positivamente ou ndo dos marcadores, uma vez que, a frequéncia de negativos
foi muito baixa.

Meningiomas N Glioblastomas n
+ 53,22 (15,21) 101 55,98 (13,99) 68

COX-2
75,0 1 32,66 (34,64) 3
P53 + 54,54 (14,70) 95 54,66 (16,17) 63
- 43,88 (19,76) 9 58,75 (15,75) 8

Tabela 16: Cruzamento entre a média de idade e a expressédo de marcadoresCOX-2 e p53

Fonte: Dados da pesquisa
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CAPITULO 6

DISCUSSAO

Os tumores do encéfalo ndo sdo comuns, entretanto, possuem alta letalidade
(LONN et al., 2004, VAINBOIM et al., 2014). De acordo com a Sociedade Americana do
Cancer, mais de 13.000 pessoas morrem em decorréncia desses tumores, a cada ano,
nos Estados Unidos (CBTRUS, 2000).A etiologia dessas neoplasias é diversificada, e
estudos descritivos caracterizam a incidéncia, mortalidade e sobrevida dos tumores
encefalicos em associacdo com os subtipos histolégicos, idade, sexo, entre outros
fatores (WRENSCH et al., 2002).

Desse modo, este estudo teve como objetivo investigar, pelo método imuno-
histoquimico, a expressao de marcadores moleculares em diferentes tipos de tumores
do sistema nervoso, 0s meningiomas e os astrocitomas em associagao com a idade e
sexo dos pacientes.

Dentre os menigiomas, a maioria dos tumores analisados foi o do subtipo
meningotelial (grau l), 0 que era esperado, uma vez que, se trata da variante histolégica
mais frequente entre esses tumores, dado este em concordancia com a literatura
(ENDO et al., 2016, MONTGOMERY et al., 2015, LOUIS et al., 2016).

Homens e mulheres apresentam diferencas significativas para o risco de
desenvolvimento de doencas e 0s seus respectivos prognosticos. O cancer nao é
excecao, e podem ser observadas, diferencas nao sé na prevaléncia, mas também na
mortalidade e progressao dessa doenca, quando se considera o sexo. Nos tumores
cerebrais, com poucas excec¢odes, as diferengas entre 0s sexos sdo evidentes no que
diz respeito a mortalidade e incidéncia (SUN et al., 2015, VAINBOIM et al., 2014).

Os individuos do sexo feminino foram os mais acometidos por esses tumores,
dado este, também esperado. Ha mais de duas décadas, a dependéncia hormonal em
meningiomas tem sido investigada, e parece haver aumento na razdo do crescimento
tumoral no periodo reprodutivo da mulher (gravidez e fase luteal do ciclo menstrual)
(KORHONEN et al., 2010). Esse dado é reforcado pelo fato de que meningiomas
raramente se desenvolvem em criangas pré puberes, em que 0os hormoénios sexuais
circulantes estao baixos (CEA-SORIANO, WALLANDER, GARCIA, 2012).

Em adicdo, é sabido que meningiomas expressam receptores de estrégeno
e progesterona, determinando que os respectivos horménios sejam capazes de
influenciar no desenvolvimento tumoral (BERGOGLIO et al., 2013).

Ademais, a terapia de reposicdo hormonal em mulheres parece aumentar o
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risco de meningiomas, determinando uma frequéncia 2 vezes maior dessa neoplasia
neste sexo (KORHONEN et al., 2010, GUEVARA et al., 2010).Por outro lado, 0 uso de
contraceptivos hormonais parece néo estar associado com a génese desse tumorpois
a oscilacao hormonal nédo é significativa (KORHONEN et al., 2010).

Mulheres com histérico prévio de cancer de mama parecem ter risco elevado
para o desenvolvimento de meningiomas, reforcando assim, o carater hormonio-
dependente deste tumor. No entanto, essa hipotese ainda necessita de investigacéo
mais apurada para a determinagcdo dos mecanismos envolvidos na génese tumoral e
sua relagdo com os horménios citados (WIGERTZ et al., 2008).

A baixa frequéncia de meningiomas no sexo masculino pode estar relacionada
com o efeito protetor da testosterona. Homens com céncer de préstata, tratados com
bloqueadores androgénicos, apresentam risco aumentado para desenvolvimento de
meningiomas. Reforcando esse achado, relatos de casos de pacientes transexuais
(homem para mulher) empregando terapia com horménios femininos descrevem o
desenvolvimento de meningiomas nestes individuos (BERGOGLIO et al., 2013,
CEBULA et al., 2010).

Diferente dos meningiomas, o presente trabalho revelou que os astrocitomas
sédo mais frequentes em homens. A literatura é escassa em associar os diferentes
subtipos de astrocitomas com o sexo, dando énfase maior aos GBMs. Wrensch
et al. (2002) inferiram que ha maior incidéncia de GBMs em individuos do sexo
masculino,provavelmente em decorréncia do efeito protetor dos horménios femininos
para os astrocitomas.

A maior frequéncia de determinados subtipos histolégicos de GBMs no sexo
masculino também pode estar correlacionada a heterogeneidade molecular. Mutagdes
em genes como TP53, PTEN e IDH estdo associados a frequéncia duas vezes maior
em homens que mulheres (SUN et al., 2015).

Adistribuicao da idade pode diferir, levando-se em conta varios fatores etiologicos,
localizagdo do tumor, bem como os tipos histologicos. Algumas dessas variagdes
podem ser influenciadas pelas limitacbes em métodos diagnésticos e pelo tempo de
exposicdo aos fatores de risco. Séo citados, também, a resposta imune e o niumero e
tipo de alteracbes genéticas de cada tumor(WRENSCH et al., 2002, PARK et al., 2014,
SEER, 2013).

A maioria dos tumores cerebrais acomete individuos em torno dos 55 anos,
semelhante a média de idade dos pacientes analisados no presente trabalho(PARK et
al., 2014).

Ao estratificar os subtipos tumorais, a média de idade entre os astrocitomas
foi menor do que a média de idade encontrada nos meningiomas. Dado esse em
concordancia com a literatura, uma vez que,ha tendéncia de aumento na incidéncia de
meningiomas com o aumento na idade, exceto, por ligeiro declinio apds os 85 anos,
onde a mortalidade é maior por outras doencas (SUN et al., 2015).

No presente trabalho, esse achado, foi comprovado ao se verificar que a
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incidéncia de meningiomas é progressiva ao se analisar a idade estratificada por
faixas etarias. Os tumores cerebrais na fase pré pubere, em meninos e meninas,
parecem estar associados a alteragdes moleculares especificas em combinagcdo com
0s subtipos tumorais (CBTRUS, 2000, SEER, 2013, OBER, LOISEL, GILAD, 2008).

No grupo dos astrocitomas, incluindo os GBMs, o pico de incidéncia esta entre
0s 65 e 74 anos, dado esse diferente do resultado encontrado nessa dissertagao,
onde a média de idade para esses tumores foi menor(MATJA et al., 2016).

Esse achado pode ser explicado devido a presenca de subtipos de atrocitomas,
como o pilocitico e o difuso, sabidamente mais frequentes em adultos jovens, tumores
estes, presentes nessa dissertacdo, em maior proporcao, na faixa etaria abaixo dos
40 anos (CBTRUS, 2000).

Por outro lado, a analise isolada do GBM revelou média de idade maior do que
os astrocitomas em geral, o que aproxima o resultado aos encontrados na literatura
corrente(WRENSCH et al., 2002).

Os GBMs sao os gliomas mais agressivos da linhagem astrocitica e
correspondem ao grau IV da OMS. Sdo também os tumores cerebrais mais
frequentemente diagnosticados, representando quase 50% dos tumores cerebrais
primarios malignos, com o prognostico sombrio. Possuem expressédo aberrante de
diferentes genes e proteinas controladoras da diferenciacdo e crescimento celular.
As combinacbdes de mutagdes nesses genes podem justificar agressividade tumoral
(CHAURASIA et al., 2016, ZHAO et al.,2017).

A sobrevida mediana dos pacientes acometidos por GBM é de cercade 10 a 17
meses, como relatada em trabalhos recentes (HARRIS et al., 2017, HUANG et al.,
2017).A andlise da curva de sobrevida dessa dissertacéo revelou resultados préximos
ao citado por estes autores.

Entre os fatores prognésticos, sdo citados os histopatologicos, como a infiltracéo
a tecidos nervosos adjacentes, a presenca de necrose e a angiogénese. E entre
osclinicos, o avancar da idade e a escala de Karnovsky,parecem contribuir para esse
pior prognostico (JHA et al., 2011, ZHAO et al.,2017).

Os resultados de sobrevida encontrados demonstram numero decrescente com
o0 aumento da idade. Assim, pode-se inferir que, o paciente em faixas etarias acima
dos 40 anos dispbe de pior progndstico, devido a agressividade inata do tumor em
questao, bem como, a resisténcia a agentes quimioterapicos, em razdo ao bloqueio
inerente a barreira hematoencefalica (HARRIS et al., 2017).

Estudos recentes envolvendo a patogénese molecular desses tumores tém
mostrado que apesar dos GBMs apresentarem aspectos histologicos semelhantes, ha
grande heterogeneidade molecular nesses tumores (CHAURASIAet al., 2016, JHA et
al., 2017).

Nesse contexto, sédo diversas as referéncias em que sao citados a analise da
expressao de marcadores moleculares para melhor compreensao do comportamento
biolégico desses tumores (CHAURASIAet al.,, 2016, MONTGOMERY et al., 2015,
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PIMENTEL et al., 2015).

A IHQ é um dos métodos utilizados para o estudo dessas moléculas e ha uma
gama de marcadores relacionados aos tumores cerebrais em estudo, dentre eles,
COX-2 e 0 p53 (PIMENTEL et al., 2015).

A proteina p53 é supressora tumoral e atua como protetora do DNA, induzindo
0 reparo e a apoptose em células com mutacdes. Assim a forma selvagem dessa
proteina tem efeito inibitorio na proliferacéo e transformacéao celular. (TELUGO et al.,
2016).

Nos meningiomas desse estudo, a proteina p53 apresentou expressao positiva
e forte na maioria dos casos, fato esse também citado na literatura (TROTT, et al.,
2015, TELUGU, et al., 2016, ).

Muitos autores estratificam a analise para p53, em meningiomas, para os graus |,
Il e lll, e descrevem aumento na imunopositividade da proteina de acordo com o grau.
Nesses relatos, aumento na intensidade e nUumero de células imunomarcadas esta
associado com pior prognostico da doenca (TELUGU et al., 2016, ZHAO et al.,2017,
TROTT et al., 2015).

A realizacdo dessa correlacdo ndo foi possivel nessa dissertacdo, devido
alimitacdo na amostra analisada, que contém apenas tumores grau |. Entretanto,
ao se analisar a intensidade de imunomarcacao com a média de idade, o padrao
forte foi predominante nos individuos mais velhos. Esse dado pode sugerir que o
envelhecimento biolégico induz a maior expressao da proteina mutada (TROTT et al.,
2015, TELUGU et al., 2016).

TROTT et al., (2015) citam que casos imunomarcados para p53 nos tumores
grau | podem estar associados com o0 aumento da idade dos pacientes analisados,
pois € sabido que o efeito protetor de p53 declina com a idade. Além disso, o clone
utilizado na reacao IHQ, pode, mesmo em menor quantidade, imunomarcar a proteina
selvagem. Portanto, a relac@o entre a super expressao proteica e a mutagao no gene
pode ndo ser exata (CHAURASIAet al., 2016).

A imunomarcacao para p53 foi discretamente maior em individuos do sexo
feminino. Fato esse ocorrido provavelmente em decorréncia das influéncias hormonais,
como ja citados previamente (KORHONEN et al., 2010, BERGOGLIO et al., 2013,
CEBULA et al., 2010).

A inativacdo de p53 exerce influencia fundamental na biologia dos canceres
humanos, sendo indispensavel na manutencdo do numero de células normais e
na preservacédo da funcéo e estabilidade genémica. Alteracbes em p53 podem ter
diferentes consequéncias em machos e fémeas em multiplas espécies, causando
impacto na transformacéo celular, especialmente em células nervosas (HANAHAN,
WEINBERG, 2011).

Nos astrocitomas, a imunomarcacao positiva para p53 é relativamente maior nos
GBMs, corroborando com a literatura. As mutacées em TP53 sdo encontradas em
mais de 50% dos astrocitomas difusos, anaplasicos e GBMs (APPIN, BRAT, 2014).
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A imunoreatividade para p53 é utilizada muitas vezes como marcador para a
diferenciag¢ao astrocitica. Assim, marcagcao com intensidade forte para p53 na categoria
de gliomas infiltrativos, favorecem o diagnéstico para os GBMs, que sao os de mais
alto grau (SUN et al., 2015).

Outro marcador associado a compreensdao dos aspectos moleculares dos
meningiomas e astrocitomas € a COX-2. Essa enzima esta envolvida na sintese de
prostaglandinas e € induzida em resposta a mitégenos e citocinas inflamatoérias (KATO
et al., 2014).

Os resultados encontrados revelaram expresséao positiva na quase totalidade dos
tumores analisados. Evento esse de acordo com a maioria dos autores consultados,
gue descrevem que independente do grau tumoral, a super expressao de COX-2 € um
evento frequente (MATSUO et al., 2001, MAHZOUNI, SARMADI, 2014).

Por outro lado, os resultados obtidos por LIN e colaboradores (2003) foram
contraditorios, n&o indicando expressdao de COX-2 nos meningiomas de baixo
grau. Entretanto, este mesmo autor descreve, posteriormente, super expressao
nos meningiomas de alto grau, sendo esse achado interpretado como indicador de
isquemia em torno das areas de necrose. Esse evento ndo pode ser avaliado nos
casos analisados, pois foram selecionados para o estudo em TMA areas sem necrose.

A super expressao deste marcador € importante evento no desenvolvimento de
canceres como, por exemplo, o colo retal, mama e renal. Apesar da expresséo de
COX-2 também ter sido associada com tumores cerebrais, incluindo meningiomas
e gliomas, o numero de estudos € limitado e seu valor clinico patoldégico permanece
controverso, especialmente em meningiomas (KATO et al., 2014, NATHOO et al.,
2003).

Em relacdo a intensidade de marcacao, esta descrito que a imunomarcacao
para COX-2 mais forte pode estar correlacionada com recidiva e invasividade,
especialmente, nos tumores graus Il e lIIINATHOO et al., 2003).

O mecanismo molecular associado ao fen6tipo maligno dos GBM, bem como a
sua progressao nao estéa claro. Acredita-se que, COX-2 esteja envolvida na regulagcéao
da progressdo tumoral, invasividade e angiogénese em diversas neoplasias (EL-
SAYED, M TAHA, 2010).

Os resultados analisados neste trabalho evidenciaram uma marcacgéo para COX-
2 na maioria dos astrocitomas, incluindo GBMs.E descrito que a expressdo dessa
enzima estéa correlacionada com o grau histologico, bem como a razgo de proliferagdo
nesses tumores (NATHOO et al., 2003).

A intensidade mais forte de imunomarcacéo para COX-2 nos GBMs em relacéo
aos astrocitomas de menor grau pode indicar alteragcdes moleculares progressivas.
Acredita-se que, muitos GBMs desenvolvem-se a partir da progressao de astrocitomas
de baixo grau e anaplasicos (BHAT et al., 2014).

Associado a este fato, SHONO e colaboradores (2001) descreveram que pacientes
com maior expressao de COX-2 apresentam uma menor sobrevida. Portanto, COX-2
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tem sido relatado como marcador de valor preditivo, independentemente de outras
variaveis analisadas.

Apesar do mecanismo de alteracdo maligna durante a tumorigénese astrocitica
nao estar bem clara, estudos in vitro indicam que a super expressao de COX-2 resulta
na perda de diferenciacao e adesao a matriz extracelular, além dainibicdo da apoptose
(BHAT et al., 2014).

Esta enzima parece modular uma gama de processos relacionado ao tumor,
inclusive associado ao gene p53. SUBBARAMAIAH etal. observou que a forma
selvagem de TP53 pode ser responsavel, em parte, pela inibicdo da expresséo do
gene COX-2 protegendo, assim, o0 genoma. Por outro lado, o aumento na sintese da
proteina anti apoptética bcl-2 esta correlacionada com o aumento na expressao de
COX-2 (EL-SAYED, M TAHA, 2010).

Os estudos que objetivam avaliar a expressao de marcadores moleculares em
tumores cerebrais tém como proposta basica, compreender o comportamento bioldgico
dessas neoplasias, associado aos aspectos clinicos. Podem também, apontar opcoes
terapéuticas aquelas existentes (CAMBRUZZI, et al.2010, ZHAO et al., 2015, GARAY
et al., 2003).

Baseado em informagdes moleculares, drogastém sido investigadas em triagens
clinicas direcionadas a alvos moleculares. Por exemplo, é sabido que, a existéncia
de altas concentragcbes de COX-2 em células de meningiomas e astrocitomas
criam ambiente favoravel para a producéo de eicosanodides, em relacédo as células
nervosas normais. Assim, medicamentos inibindo especificamente essas substancias
podem mudar a abordagem no tratamento desses tumores, adicionando beneficios
em sinergismo com os tratamentos citotdéxicos convencionais (NATHOO, BARNET,
GOLUBIC, 2004, MAHZOUNI, SARMADI, 2014, BHAT et al., 2014).

Em adicdo, a compreenséao das diferencas relacionadas ao sexo na incidéncia
do cancer e na sua resposta terapéutica exige adaptacao das abordagens atuais de
triagem e tratamento. Os programas de prevencéo devem considerar, portanto, as
diferencas sexuais, sociais e comportamentais, além das biolégicas nos mecanismos
moleculares do cancer (BHAT et al., 2014).

Essa dissertacdo pretendeu, desse modo, contribuir na compreensao dos
aspectos biolégicos em tumores cerebrais de pacientes atendidos na Santa Casa de
Belo Horizonte, MG. Ainda ha muito que se investigar, sob a 6tica de outras analises
na determinacé&o do perfil biolégico/molecular desses pacientes.

Em ultima andlise, progressos substanciais tém sido feitos na caracterizagéo
molecular nos meningiomas e astrocitomas fornecendo informagdes uteis sobre o
desenvolvimento de terapias direcionadas mais eficazes e da elucidagédo da biologia
tumoral. Assim, o perfil de expressédo de determinadas proteinas como COX-2 e p53
podem estratificar os tumores em subgrupos com prognésticos distintos, auxiliando no
manejo desses individuos.
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CONCLUSOES

As proteinas COX-2 e p53, em meningiomas e astrocitomas, apresentaram
expressdo imuno-histoquimica positiva membranar e nuclear, respectivamente,
ressaltando-se a intensidade forte de imunomarcacéo na quase totalidade dos casos,
independente do subtipo tumoral. O perfil de marcac¢ao dessas proteinas, marcadores
tipicos de inflamacdes e tumores, ndo se correlacionam com os parametros clinicos
de sexo e idade analisados no estudo.
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ANEXOS

Anexo |: Protocolo para estudo imuno-histoquimico

1 | Desparafinzacao e Hidratacao:

+ Laminas em estufa a 50 °c overnight.

+ Banhos de imersao sequenciais em Xilol:

+ Xilol I: manter as laminas em repouso por 30 minutos.
+  Xilol Il: manter as laminas em repouso por 15 minutos.
+  Xilol lll: manter as laminas em repouso por 15 minutos.

« Xilol IV: manter as laminas em repouso por 15 minutos.

Realizar 20 passadas de laminas em cada um, entre cada banho em Xilol.

+ Banhos de imers&o sequenciais em Alcool absoluto:
«  Alcool absoluto I: sem repouso, realizar 20 passadas de |aminas.
« Alcool absoluto II: sem repouso, realizar 20 passadas de laminas.

« Alcool absoluto II: manter as laminas em repouso por 3 minutos.

Ap6s o ultimo banho de Alcool Absoluto, realizar 20 passadas de laminas.

«  Banhos de imersao seqlienciais em Agua destilada:
« Agua destilada I: manter as laminas em repouso por 5 minutos.

- Agua destilada II: manter as laminas em repouso por 5 minutos.

Realizar 20 passadas de laminas em cada um, entre cada banho em Agua
destilada.

Antes da reacdo imuno-histoquimica, as laminas devem estar totalmente
desparafinizadas, para que seja removido todo 0 meio de impregnacédo, e assim
serdo rehidratadas. Uma vez que, a presenca de residuos de meio de impregnacéao
implicarano aumento de coloragéo n&o-especifica.

Todos os banhos de imersao séo realizados em temperatura ambiente.
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2 | Recuperacao antigénica:

Aquecimento da solucéo Retrievalcom os tampdes Citrato de sédio (pH 6) e
EDTA (pH 9), em recipientes distintos, em panela a vapor.

ApoOs atingir a temperatura de 95°C,a solugcao Retrieval adquire um aspecto
turvo, e assim as laminas sdo emergidaspor 30 minutos nestes recipientes.

Nesta etapa, € importante, que se cubra estes recipientes com uma tampa, para
estabilizacdo da temperatura e evitar a evaporagao da solucéo.

Posteriormente, permitir o resfriamento das laminas por 20 minutos a tem-
peratura ambiente no recipiente com a solu¢ao Retrieval.

Agua destilada I: manter as laminas em repouso por 3 minutos.

Agua destilada II: manter as laminas em repouso por 3 minutos.

Realizar 20 passadas de laminas em cada um, entre cada banho em Agua

destilada.

3 | Bloqueio da enzima Peroxidase:

Retira-se lamina por lamina, retirando o excesso de agua destilada da mes-
ma, e faz-se o contorno do corte histolégico com a Dako Pen.

Posteriormente, aplica-se 3 gotas de Perdxido de Hidrogénio (H,0, a 3%
em cada lAmina, e as mantém de 3 a 5 minutos em camara umida.

Lava-se,suavemente as laminas, com auxilio de almotolia, com solucéo
tampé&o.

Coloca-se as laminas em Solug¢ao tampao | por 4 minutos.

Coloca-se as laminas em Solug¢ao tampao Il por 4 minutos.

Realizar 5 passadas de laminas, entre cada solu¢ao tampao, e guardar o ultimo
tampao (Solugcéao tampao ).

4 | Anticorpos primarios:

Retira-se 0 excesso de tampé&o das laminas, e aplica-se 100 ml dos anticor-
pos diluidos, de anti-COX-2 e anti-p53 em cada uma das laminas.Incuba-
-seas mesmas em camara umida por 60 minutos.

ApOs incubagao com os anticorpos primarios, lava-se suavemente as lami-
nas, com o auxilio de almotolia, com solugéo tampao.

Coloca-se as laminas em Solucéo tampao Il por 4 minutos (tampao que ja
havia sido utilizado).

Colocar as laminas em Solugéo tampéao Il por 4 minutos.

Realizar 5 passadas de laminas, entre cada Solugcéo tampé&o, e guardar o ultimo
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tampao (Solugcéo tampao ).

5| Sistema de Deteccao HiDef:

+ Retira-se 0 excesso de Solugcéo tampao das laminas, e aplica-se o Ampli-
ficador, do Sistema de DeteccaoHiDef, em camara imida por 11 minutos.

« Lava-se, suavemente as laminas, com auxilio de almotolia, com solugcao
tampéao.

+ Colocar as laminas em Soluc&o tampao Il por 4 minutos.
+ Colocar as laminas em Solucéo tampao IV por 4 minutos.

Realizar 5 passadas de laminas, entre cada solugcado tampao, e guardar o
ultimo tampéo (Solucéo tampao V).

+ Retira-se 0 excesso de tampéo das laminas, e aplica-se o Detector do Sis-
tema de Deteccao, em camara umida por 11 minutos.

« Lava-se suavemente as laminas, com auxilio de almotolia, com solugdo tam-
pao.

+ Coloca-se as laminas em Solugcéao tampéo IV por 4 minutos.
+ Coloca-seas laminas em Solugcédo tampéao V por 4 minutos.

Realizar 5 passadas de Iaminas entre cada Solugcao tampéao.
O HiDef é um sistema de polimero livre de biotina, por esta razéo, torna-se
desnecessario o bloqueio da biotina endégena.

6 | Solucao de subtrato-cromogénio (DAB)

+ Realiza-se a diluicdo do DAB na proporcéao de 1:20.

+ Retira-se 0 excesso de tampéao das laminas, e aplica-se o DAB diluido em
todas as laminas, em camara umida por 5 minutos.

O DAB proporciona uma coloragdo marrom, que ira fornecer um bom contraste
com a contra-colorac&o da Hematoxilina.

E necessario que se faca o descarte da solucdo DAB em um recipiente
apropriado para materiais perigoso.

7 | Contra coloracao com Hematoxilina

+ Lava-se as laminas em agua corrente por alguns minutos.

« Mergulhar as laminas em Hematoxilina por 2 segundos, para que as estrutu-
ras ndo marcadas também possam ser vistas ao microscépio.

+ Realizar 10 passadas de laminas em agua comum

Anexos



« Lava-sesuavemente as laminas em agua corrente, por 5 minutos, para me-
Ihor diferenciacao do corante.

8 | Montagem das laminas

+ Realizar 20 passadas de laminas em Alcool Absoluto IlI
- Realizar 20 passadas de laminas em Alcool Absoluto I
- Realizar 20 passadas de laminas em Alcool Absoluto |
+ Realizar 20 passadas de laminas em Xilol Il

+ Realizar 20 passadas de laminas em Xilol Il

+ Realizar 20 passadas de laminas em Xllol |

« Com o auxilio de laminulas, adequadas ao tamanho do corte histolégico,
realiza-se por fim a montagem das Iaminas com o meio de montagem Ente-
llan e espera-se secar para a visualizagdo ao microscopio.

Anexo II: Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Eu ,documento
n° , estado
civil jdade__ | ou pais ou responsavel pelo
paciente
documento n° ,tenho conhecimento de minha

participacdo como voluntario no projeto de pesquisa desenvolvido sob a
responsabilidade da Pesquisadora Dra. Renata Toscano Simodes, que tem a
finalidade de investigar as caracteristicas genéticas das lesdes do cérebro para
melhor diagnosticar e tratar os individuos com esse problema.

« A minha participacéo é voluntaria e sera restrita a doacéo de material biol6-
gico, como sangue, e bidpsia (somente por indicacdo do meu médico mé-
dica) para o desenvolvimento da pesquisa. Este material bioldégico também
podera ser estocado em cole¢cées amostras biolégicas do Laboratério de
Biologia Molecular da Santa Casa de Misericérdia de Belo Horizonte, poden-
do ser utilizado em estudos posteriores, também relacionados com o perfil
genético, diagnostico e desenvolvimento de melhores tratamentos para a
doenca.

« Tenho consciéncia de que a minha participacdo como voluntario ndo me
trara nenhum privilégio ou beneficio de carater financeiro ou de tratamento
preferencial.

« Os exames e procedimentos aplicados s&o gratuitos e seguirei o tratamento
orientado pelo meu médico para a minha recuperagao, independente da

pesquisa.
El
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Fui informado de que néo sofrerei riscos e desconfortos adicionais no mo-
mento da coleta e que todo o procedimento sera feito com material estéril
e descartavel. Também n&o serdo necessarias novas coletas durante o de-
senvolvimento do trabalho.

O pesquisador me informou que os resultados obtidos com a pesquisa serao
confidenciais, assegurando a minha privacidade e anonimato.

Poderei a qualquer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer
motivo, sem que isso prejudique no meu tratamento, no de minha familia ou
de outros pacientes.

Local e data

Assinatura do voluntario

Dra. Renata Toscano Simées
Dr. Paulo Christo Pereira
Dr. Gervasio Teles C. Carvalho
Pesquisadores Responsaveis

Nucleo de Pos-Graduagéo da Santa Casa de Belo Horizonte
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ANEXO llI: Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

SANTA CASA DE o) Porme

S MISERICORDIA DE BELO %M
SANTA CASA HORIZONTE - SCMBH

DE BELO HORIZONTE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da Relagao da Expressédo do Gene HLA-G com os indices de Proliferagao
Celular (Ki67) e dos Receptores de Progesterona (PgR) em Pacientes com
Meningeomas.

Pesquisador: Gervasio Teles Cardoso de Carvalho

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 30758114.4.0000.5138

Instituicdo Proponente: INSTITUTO DE ENSINO E PESQUISA DA SANTA CASA DE BELO HORIZONTE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 806.819
Data da Relatoria: 24/09/2014

Apresentacao do Projeto:

Comparar o padrdo da expressdo protéica do gene Antigeno Leucocitario Humano (Human Leukocyte
Antigens-G: HLA-G) com o indice de

proliferacéo celular (IPC) através do Ki 67 e dos receptores de progesterona (PgR) para avaliar se existe
uma correlacao sistematica entre os

mesmos em 104 meningeomas classificados conforme a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) de 2007,
operados na Santa Casa de Belo

Horizonte (SCBH), o que poderia contribuir para a analise do prognoéstico e recidivas desses tumores.Ja foi
demonstrado que a expresséo do HLA-G

estd aumentado em varios tumores malignos, incluindo o GBM quando comparado com 0s meningeomas
encefalicos (Silva KR et al 2013). Porém,

néo se sabe se existe uma correlagéo entre os graus dos meningeomas (1, 1, Ill) conforme a classificacéo da
OMS e a expresséo do HLA-G, assim

como, a correlagdo com os indices de proliferacéo celular (Ki 67) e dos receptores de progesterona (PgR).0
conhecimento da relacéo entre a

histopatologia dos meningeomas com os indices de proliferacédo celular (Ki 67) e os receptores de
progesterona, e a expressdo do HLA-G,

Enderego: Rua Domingos Vieira 590

Bairro: Santa Efigénia CEP: 30.150-240
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3238-8033 Fax: (31)3238-8838 E-mail: cep@santacasabh.org.br
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provavelmente pode contribuir para determinar o comportamento bioldgico desses tumores, o que poderia
justificar uma cirurgia mais radical € o

tratamento complementar pos cirdrgico nagqueles meningeomas mais agressivos, 0s quais teriam maiores
possibilidades de recidivas.Nao existe

ainda até o momento nenhuma publicac&o cientifica sobre o0 a expressdo do HLA-G nos meningeomas.

Objetivo da Pesquisa:

Comparar o padrdo da expressao protéica do gene Antigeno Leucocitario Humano (Human Leukocyte
Antigens-G: HLA-G) com o indice de

proliferagédo celular (IPC) através do Ki 67 e dos receptores de progesterona (PgR) para avaliar se existe
uma correlacdo sistematica entre os

mesmos em 104 meningeomas classificados conforme a OMS (Organizagdo Mundial da Saude) de 2007,
operados na Santa Casa de Belo

Horizonte (SCBH), o que poderia contribuir para a analise do prognostico e recidivas desses tumores

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o ha riscos, observada a privacidade do participante da pesquisa.

Beneficios:

O conhecimento da relag@o entre a histopatologia dos meningeomas com os indices de proliferacao celular
(Ki 67) e os receptores de progesterona,

e a expressdo do HLA-G, provavelmente pode contribuir para determinar o comportamento biolégico desses
tumores, o que poderia justificar uma

cirurgia mais radical e o tratamento complementar pés cirdrgico naqueles meningeomas mais agressivos, 0s
quais teriam maiores possibilidades de

recidivas.N&o existe ainda até o momento nenhuma publicac&o cientifica sobre 0 a expressdo do HLA-G nos
meningeomas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de apresentacdo de emenda ao projeto ja aprovado pelo CEP-SCBH. A emenda coloca alteragdes
administrativas e procedimentais, que ndo alteram os resultados ou trazem riscos aos participantes da
pesquisas ou colocam em cheque o andamento do projeto. Palavras do investigador: " Ndo houveram
alterag&es substanciais no projeto. As amostras ja estdo coletadas e
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armazenadas no biorrepositério do Laboratorio de Biologia Molecular do IEP/SCBH, sob a responsabilidade
da Dra. Renata Toscano Simdes, orientadora dos projetos. As alterac8es realizadas foram somente na parte
de descricdo da coleta de amostras e a inserg@o de uma nova técnica de analise molecular das amostras,
como descrito abaixo.

No topico de “Material e Métodos”, item “Coleta das Amostras” acrescentamos a descrigédo das coletas de
fragmentos do tumor no reagente RNA Later e Solugdo Salina 0,9%, assim descrita “...1 pequeno fragmento
foi colocado em RNA later , outro em soro fisiolégico 0,9% e o terceiro em formol 10%. As amostras em RNA
latter e soro fisiolégico 0,9% foram armazenadas no Biobanco em freezer -80c. A amostra acondicionadas
em formol 10% foram enviadas para estudo anatomopatolégico no Departamento de Patologia da SCBH.”

Além disso, nesse mesmo tdpico acrescentamos um novo item denominado “Analise de Expresséo Génica
e MicroRNAs por PCR em Tempo Real” que esta assim descrita “A analiise da expressédo génica das
moléculas ndo classicas € dos microRNAs sera realizada nas amostras de tecido armazenadas em RNA
latter. O RNA sera extraido com o kit mirVana® (Life tecnologies), seguindo as recomendactes do
fabricante.

As andlises de expressdo génica e de miRNAs, serdo realizadas apds a reagdo da transcriptase reversa
(RNA — cDNA), por ensaios comercialmente padronizados TagMam® (Life tecnologies) através da Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real.”. Essa técnica, assim como a imunohistoquimica (IHQ) ja
descrita no projeto aprovado, também visa avaliar os niveis de expresséo de moléculas. A diferenca é que a
IHQ mostra a expressdo génica local (reacdo atigénica, baseada em receptores) enquanto a técnica PCR
em Tempo Real avalia a quantidade de RNA produzida pelo gene no tumor (avaliagdo molecular). Com isso
nosso objetivo sera comparar os niveis de RNA mensageiro produzido e de microRNAs com a expresséo
proteica tecidual. Com isso poedremos ver se os niveis de RNA do HLA-G produzido estdo realmente
refletindo na expressédo tecidual ou se esta sendo silenciado pelos miRNAs.

Quanto a Parte de Analise Estatistica, ela foi somente mudada de local para uma melhor apresentac&o.”

Consideracgoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram devidamente apresentados, conforme os pré requisitos deste CEP.
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Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
Aprovado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

BELO HORIZONTE, 25 de Setembro de 2014

Assinado por:
Francisco das Chagas Lima e Silva

(Coordenador)
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