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RESUMO




INTRODUCAO: Os gliomas de acordo com a célula de origem s&o denominados de
astrocitomas, oligodendrogliomas, oliogoastrocitomas e ependimomas. O
astrocitoma € o subtipo de glioma mais comum, em que agressividade tumoral esta
associada a proliferacao celular, cujo marcador mais sensivel para avaliacdo de sua
expressdo € o antigeno Ki-67, permitindo sua classificacdo em graus | e Il (baixo
grau ou benignos) e graus Il e IV (alto grau ou malignos), segundo OMS. Os
estrogénios e progesterona também agem no sistema nervoso central através da
interacdo com seus receptores e tanto a proliferacdo celular quanto a expressao dos
receptores de estrogénio e progesterona estdo relacionados a agressividade dos
astrocitomas, contudo ha algumas controvérsias e escassez de estudos.
OBJETIVO: Avaliar a expressao do antigeno Ki-67 e dos receptores de estrégeno e
progesterona em astrocitomas de baixo e alto grau. METODOLOGIA: Estudo
transversal realizado em blocos de parafina de astrocitomas arquivados no Setor de
Anatomia Patologica do Hospital SGo Marcos ha menos de cinco anos. Quarenta
casos foram histologicamente divididos em dois grupos, baixo e alto grau, com 20
casos cada. Foi analisada a expressédo de Ki-67, receptores de estrogeno alfa e
progesterona. Os dados foram analisados estatisticamente usando o teste de Mann-
Whitney (p<0,05). RESULTADOS: A porcentagem média de nucleos corados com
anti-ki-67 foi 0,19 £ 0,07 nos astrocitomas de alto grau em comparacado com 0,05 +
0,02 nos astrocitomas de baixo grau (p < 0,0001). A porcentagem meédia de nucleos
corados com anti-RE foi nula nos astrocitomas de alto grau em comparagdo com
0,04 £ 0,05 nos astrocitomas de baixo grau (p < 0,0001). A porcentagem média de
nucleos corados com anti-RP foi 0,09 + 0,1 nos astrocitomas de alto grau em
comparacdo com 0,15 + 0,15 nos astrocitomas de baixo grau (p = 0,2).
CONCLUSAO: A expressdo da proteina Ki67 foi estatisticamente maior nos
astrocitomas de alto grau em comparacdo aos de baixo grau. A expressdo dos
receptores de estrégeno foi encontrada apenas em astrocitomas de baixo grau,
enquanto com relacdo a expressdo dos receptores de progesterona ndo houve
diferenca estatistica entre astrocitomas de baixo e alto grau.

PALAVRAS CHAVES: Antigeno ki-67, receptor estrogeno alfa; receptor estrogeno
beta; receptor progesterona; astrocitoma.
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INTRODUCTION: Gliomas are tumors originating from glial cells and are the most
common primary neoplasms of the central nervous system (CNS). They are
classified according to the cell of origin into astrocytoma, oligodendroglioma,
oligoastrocytoma, and ependymoma. The growth of gliomas is quantitively assessed
by the cell proliferation index using various methods. Of these, the most widely used
is the Ki-67 index test, in which a monoclonal IgG1-like antibody recognizes Ki-67, a
protein that is expressed in proliferating cells but not in quiescent cells Estrogens and
progesterone are steroid hormones that have important effects on various biological systems,
including the CNS. These hormones mediate their effect by primarily interacting with
their receptors. OBJECTIVE: To evaluate the expression of Ki-67 proteins and
estrogen and progesterone receptors (RE and RP, respectively) in low- and high-
grade astrocytomas. METHODS: This retrospective study was performed using
paraffin blocks of glial tumors obtained from the Pathology Department of Hospital
Sao Marcos. Forty cases were histologically divided into two groups (20 cases each),
of low-and high-grade astrocytomas, according to WHO criteria. The samples were
subjected to immunohistochemical analyses for Ki67 and estrogen and progesterone
receptors. Data were statistically analyzed using the Mann-Whitney test (p < 0.05).
RESULTS: The mean percentage of nuclei stained with anti-ki-67 was higher in high-
grade astrocytoma than in low-grade astrocytoma (0.19 vs. 0.016; p < 0.01). The
mean percentage of nuclei stained with anti-RE was lower in high-grade astrocytoma
than in low-grade astrocytoma (0 vs. 0.04; p < 0.0001). The mean percentage of
nuclei stained with anti-RP was lower in high-grade astrocytomas than in low-grade
astrocytoma (0.09 vs. 0.15; p = 0.2). CONCLUSION: Ki67 expression is higher in
high-grade astrocytoma. Only estrogen receptors are expressed in low-grade
astrocytoma but not high-grade astrocytoma. Progesterone receptors are similarly
expressed in both low and high-grade gliomas.

KEYWORDS: Ji67 Antigen, Estrogen Receptor Alpha; Estrogen Receptor Beta;
Progesterone Receptor; Astrocytoma.
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O sistema nervoso central (SNC) é composto principalmente por neurbnios e
células da glia, como astrocitos, oligodendrogliécitos, ependimaécitos e microglia, que
possuem a funcéo de proteger, sustentar, nutrir e facilitar a condugcéao dos potenciais
de acdo dos neurbnios. Assim como lulas do organismo, estas podem sofrer
mutacdes genéticas e desenvolver neoplasias (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999)
(Figura 1).

5 Q’ -— Microglia
N Neuronio
= -‘\'
E _ Astrécito
Oligodendrécito \ﬂ - Capilar
17; l"
Axonio .
mielinizado - Célula
= ependimaria
Mielina em corte _ :
» | Ventriculo
\ cerebral
&

Figura 1- Principais células do sistema nervoso central.
Fonte: JUNQUEIRA;CARNEIRO (1999)

Os gliomas, tumores originados da glia, sdo as neoplasias primarias mais
comuns do SNC, representando cerca de 70-80% de todos os casos. De acordo
com a célula de origem, sdo denominados de oligodendrogliomas,
oliogoastrocitomas, ependimomas e astrocitomas, sendo estes 0s tumores mais
prevalentes e que representam cerca de 60% dos casos (POLLACK et al., 1990;
UEMATSU et al., 2005; TONN et al., 2006; PATEL et al., 2012).

A incidéncia destas neoplasias vem aumentando nos ultimos 21 anos, passando
de 4,9 casos/100 mil habitantes/ano para 5,9 casos/100mil habitantes/ano. Este
crescimento talvez se justifique pelo maior conhecimento da populacdo e da
comunidade médica a respeito da doenca e 0 maior acesso a realizacdo de exames
de imagem, permitindo um maior nimero de diagnésticos, inclusive de tumores
ainda assintométicos (HO et al., 2014).

DISSERTACAO DE MESTRADO — Cléciton Braga Tavares
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Segundo a classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os gliomas
podem ser de quatro tipos, Grau | e Il (designados baixo grau ou benignos), lll e IV
(designados alto grau ou malignos), levando-se em consideracdo o0s critérios
histolégicos tais como,proliferacdo celular, atipias nucleares, angiogénese e
presenca de necrose (POLLACK et al.,, 1990; KARAMITOPOULOU et al., 1994,
BATISTATOU et al., 2004; EVANS et al., 2004; UEMATSU et al., 2005) (Figura 2).
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da proliferacdo celular; b) atipias nucleares; ¢) indmeros vasos no interior do tumor aumento da
angiogénese e d) necrose em pseudo-palicada.

Fonte: Adaptada de: TONN et al (2006).

Os gliomas de baixo grau envolvem um grupo heterogéneo de tumores, com
histérias naturais diferentes, mas que possuem um prognostico significativamente
melhor do que os gliomas de alto grau, representando 15% dos tumores cerebrais
em adultos e 25% em criangas.Todavia, a incidéncia com relacdo a idade € bimodal,
com um pico entre 6 e 12 anos e outro entre 26 e 46 anos. A etiologia é
desconhecida, e ndo se tem encontrado qualquer predisposicdo genética no
desenvolvimento destes tumores, exceto em pacientes com esclerose tuberosa e
neurofibromatose do tipo 1 e 2, ndo havendo predominio por grupo étnico ou
populacional especifico(REIFENBERGER et al., 2006; KELLES et al., 2006).

A manifestacé@o clinica mais comum dos astrocitomas benignos séo as crises

DISSERTACAO DE MESTRADO — Cléciton Braga Tavares
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convulsivas, ocorrendo em metadea dois tercos dos casos. Cerca de 50% destes
pacientes queixam-se de cefaléia, além de déficits neurologicos focais,que podem
ocorrer na dependéncia da localizacdo e do grau de infiltracdo dos tumores no
parénquima cerebral (KELLES et al., 2006).

Os gliomas de alto grau sdo os tumores primarios malignos mais comuns do
SNC em adultos. H& um leve predominio do sexo masculino sobre o feminino
(1,6:1,0). O pico de incidéncia do astrocitoma anaplasico (AA), grau lll, ocorre entre
a quarta e quinta década de vida, enquanto o do glioblastoma multiforme (GBM),
grau IV, ocorre entre a sexta e sétima décadas, raramente ocorrem em criangas
menores do que 14 anos de idade (REIFENBERGER et al., 2006). Astrocitomas
malignos ndo parecem ser uma doenca familiar ou apresentar uma clara
predisposi¢cdo genética, entretanto um aumento na incidéncia tem se observado em
multiplas sindromes, tais como Sindrome de Turcot e Li-Fraumeni (WEINGART;
McGIRT; BREM, 2006).

Os astrocitomas malignos podem apresentar sintomas ndo especificos, devido
ao aumento da pressao intracraniana, como cefaléia, nauseas, vomitos, papiledema,
rigidez de nuca, paralisia do sexto par craniano, dorméncia, alteragdo do nivel de
consciéncia e sintomas locais-especificos, devido a localizagdo da neoplasia, como
déficit motor ou sensitivo, alterac&o visual e auditiva, distarbios da fala entre outros.
Crises epilépticas focais e ou generalizadas sdo evidenciadas em 29% dos casos
(WEINGART; McGIRT; BREM, 2006).

A tomografia e a ressonancia sao 0s exames mais utilizados para o
diagnéstico, sendo esta a de eleicdo, devido sua maior sensibilidade e capacidade
de definir melhor o volume e o grau de infiltracdo da neoplasia nos tecidos vizinhos
(KELLES et al., 2006). A propésito, os tumores benignos costumam apresentar
pouco realce ao meio de contraste, enquanto os malignos costumam apresentar
perfil diferente a ressonancia magnética (WEINGART; McGIRT; BREM, 2006).
(Figura 3)

DISSERTACAO DE MESTRADO — Cléciton Braga Tavares
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Figura 3- Achados radiolégicos encontradas nosgliomas: a) astrocitoma grau |; b) glioma grau Il; c)
astrocitoma grau IV, centro necrético e realce periférico ao meio de contraste e d) astrocitoma grau I,
lesdo com realce irregular ao meio de contraste.

Fonte: Adaptado de: TONN et al (2006); DEBNAM et al. (2007)

O tratamento dos astrocitomas de baixo grau € baseado na observacdo com
exames de imagem seriados, bidpsia ou resseccdo cirargica e radioterapia, esta
normalmente reservada para doenca residual sintomatica ou em progressdo apos
cirurgia. A eficacia da quimioterapia estd sendo estudada, principalmente para
tumores recorrentes (KELLES et al., 2006).

Os astrocitomas anaplasicos e os glioblastomas multiformes sao tratados com
cirurgia, radioterapia e quimioterapia adjuvante normalmente. A decisdo entre
bidpsia ou resseccéo cirargica da lesdo depende da localizagéo e das caracteristicas
do tumor e do grau de funcionalidade do paciente, uma vez que individuos muito
sequelados neurologicamente ou debilitados sistemicamente ndo apresentam
beneficios com procedimentos muito agressivos (WEINGART; McGIRT; BREM,
2006).

Os pacientes com gliomas de baixo grau possuem uma sobrevida média de 5-

10 anos. Os pacientes com gliomas de alto grau, mesmo tratados adequadamente,

DISSERTACAO DE MESTRADO — Cléciton Braga Tavares
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com resseccdo cirdrgica, quimioterapia e radioterapia, possuem um prognostico
reservado, cerca de 18 meses (TANG et al., 2006; PATEL et al., 2012). Todavia, a
melhora da sobrevida e a maior efetividade do tratamento parecem depender do
conhecimento e da manipulacdo das vias moleculares e genéticas que regulam o
crescimento aberrante destes tumores- Os biomarcadores tém trazido informacdes
adicionais neste sentido nas Uultimas décadas (BATISTATOU et al., 2004,
BATISTATOU et al., 2006; JOHANNESSEN; TORP, 2006; YAMASHITA et al., 2010;
UEHARA et al., 2012; HU et al., 2013; THOTAKURA; TIRUMALASETTI; KRISHNA,
2014; SIEGAL, 2015; THUY et al., 2015).

Com relacdo a evolucdo da doenca, duas classes de marcadores sao
reconhecidos em oncologia: prognosticos e preditivos. Aqueles informam qual o
comportamento da doenca independentemente do tratamento adotado e estes
fornecem informacgdes sobre a evolucdo esperada se determinada intervencéo for
realizada (UEMATSU et al., 2005; SIEGAL, 2015).

Consoante Thuy et al. (2015), h& quatro principais biomarcadores, a metilacao
da 06-metilguanina metiltransferase (06-MGMT), a mutacao da
isocitratodesidrogenase 1 e 2 (IDH1/2), o indice de proliferagdo celular (Ki-67/MIB-1)
e a perda da heterozigoze do cromossomo 10/10g (LOH 10/10q).

O indice de proliferacédo celular sugere o grau de crescimento quantitativo e a
agressividade das neoplasias. Uma variedade de métodos tem sido empregados
para estimar este valor em tumores do sistema nervoso central. Destes, 0 mais
largamente utilizado é baseado na reac¢do imunoistoquimica com o Ki-67, devido sua
sensibilidade (GERDES et al., 1983; UEMATSU et al. 2005; JOHANNESSEN,;
TORP, 2006; HU et al., 2013; THOTAKURA; TORP, 2014)

O anti-Ki-67 é um anticorpo monoclonal do tipo IgG1 que foi descoberto por
Gerdes et al. (1983). Reconhece uma proteina, existente no nacleo de células em
proliferacdo e ausentes em células quiescentes, denominada Ki67 e que esta
presente em todas as fases do ciclo celular, exceto na GO e no inicio de G1. A
funcdo especifica desta proteina ainda permanece desconhecida (HSU et al., 1994;
UEMATSU et al., 2005; JOHANNESSEN; TORP, 2006; YAMASHITA et al., 2010).

Este anticorpo s6 pode ser utilizado em tecidos frescos, uma vez que a
fixagdo em formol reduz de forma significativa a sua imunorreatividade. No entanto,
a descoberta do anticorpo MIB-1 permitiu 0 reconhecimento do antigeno em tecidos

previamente fixados em formalina, em particular tamponada, e embebidos com
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parafina, o que melhorou a deteccdo da proteinae permitiu que tanto estudos
prospectivos como retrospectivos possam utilizar este marcador (JOHANNESSEN;
TORP, 2006).

Varios trabalhos apontam para um substancial aumento no indice de
proliferacéo (IP) celular com Ki-67 com o aumento da malignidade dos gliomas, com
diferencas estatisticamente maiores entre astrocitomas de alto grau quando
comparados aos de baixo grau (GERDES et al, 1983; HSU et al.,, 1994,
KARAMITOPOULOU et al., 1994; KHALID, et al., 1997; JOHANNESSEN; TORP,
2006; RATHI; RADOTRA; KHOSLA, 2007; THOTAKURA; TORP, 2014; SKJULSVIK
et al., 2014;)

A proliferacéo celular e a presenca de receptores hormonais nos gliomas vem
despertando o interesse para o0 estudo dos efeitos dos moduladores seletivos dos
receptores de estrogénio, em particular o tamoxifeno, sobre a proliferagédo celular
destas neoplasias, consoante estudo mostrado in vitro por ROBINS et al. (2006).

A propésito, 0s estrogénios e a progesterona sdo hormoénios esterdides que
exercem importantes efeitos sobre o trato reprodutivo, trato gastrointestinal,
glandulas mamarias, esqueleto, sistema imunolégico e até mesmo o sistema
nervoso central. O mecanismo de acdo dos esterdides é mediado principalmente
pela interacdo com os receptores destes horménios (BATISTATOU et al., 2004).

Ha evidéncias de que sdo neuroprotetores em varios disturbios neurologicos
como doenca de Parkinson, Alzheimer, esquizofrenia e no acidente vascular
cerebral. Os efeitos neuroprotetores incluem o aumento da mielinizacdo, a
diminuicdo do edema, da apoptose e da inflamacado (KABAT; ETGEN; ROHAN,
2010).

Estes horménios, principalmente os estrogenos, podem influenciar no
desenvolvimento e ou no controle do crescimento de tumores cerebrais devido a
interacdo com seus receptores e ou ativando mediadores potencialmente
oncogénicos (CARROLL et al., 1995; KABAT; ETGEN; ROHAN, 2010; PATEL et al.,
2012; JIMENEZ et al., 2014).

Os receptores de estrogénios sdo proteinas intranucleares que se
apresentam sob a forma de dois subtipos, alfa e beta (Figura 4). O receptor de
estrogénio alfa (REa) foi inicialmente caracterizado e clonado em 1986 e sua
presenca e funcdo em varios tecidos e neoplasias € muito bem conhecida,

especialmente no tumor de mama. O receptor de estrogénio beta (RE) foi
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sequenciado em 1996 e sua fisiopatologia ainda ndo é muito elucidada, apesar de
alguns trabalhos mostrarem que ocorre a reducao de sua expressdo em canceres de
mama, ovario, prostata, célon e nos tumores astrocitarios (POLLACK et al., 1990;
PATEL et al., 2012).

Estes receptores de alfa e beta de estrégeno possuem cinco dominios
funcionais, sendo a regido A/B, ou amino-terminal, onde localiza-se a Funcdo de
Ativacdo da Transcricdo Génica 1 (TAF-1), enquanto na regido E, ou carboxi-
lterminal, onde localiza-se a Fung&o de Ativagao da Transcrigdao Génica 2 (TAF-2),
sendo que nos tecidos em que predomina a TAF-1, como as células endometriais
ocorre uma acao estrogénio agonistica parcial com formacdo de pdlipos e até
mesmo carcinoma endometrial sob a acdo do tamoxifeno. Ja no tecido mamario
onde nas células predomina TAF-2, ocorre um bloqueio da acdo estrogénica
resultando uma acao antiproliferativa e antineoplasica (LEWIS; JORDAN, 2005)

RECEPTOR «a
TAF 2

o - COOH
180 263 302 553 595

RECEPTOR B

Figura 4. Regibes funcionais dos receptores de estrogénio alfa e beta.

Fonte: Lewis;Jordan (2005)

A progesterona (P) participa da regulacdo de varios processos reprodutivos,
como ovulagdo e comportamento sexual, e até mesmo do funcionamento do sistema
nervoso central, influenciando a excitabilidade neuronal, o aprendizado e
proliferacdo neoplasica das células da glia. Como atravessa rapidamente a barreira

hematoencefélica, € capaz de diminuir o processo inflamatério e o edema que

acompanha o traumatismo cranioencefalico grave (CABRERA-MUNOZ et al., 2009).
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O real mecanismo de ag¢do ainda ndo esta totalmente esclarecido, mas a
sintese e o estimulo da secrecdo de substancias neuroprotetoras, como o fator de
crescimento neuronal, fator de crescimento neurotréfico derivado do cérebro e o
fator neurotréfico derivado de células gliais, estdo entre os seus principais efeitos
(LIU et al., 2014).

Trabalhos experimentais evidenciam a capacidade deste esterdide em
estimular a infiltracdo e a migracdo de células astrocitarias no coértex de ratos. Isto
pode ser devido a varios mecanismos como 0 aumento da expressao de proteinas
de adeséo celular, modificacdo do citoesqueleto e da membrana plasmatica e até
mesmo a modificacdo de canais idnicos voltagem dependentes (GERMAN-
CASTELAN; MANJARREZ-MARMOLEJO; GONZALEZ-ARENAS, 2014).

Estudos in vitro apontam que a progesterona promove a proliferacdo de
células de astrocitomas, assim como a expressdo de genes importantes para o
crescimento e disseminagcdo destas neoplasias, tais como ciclina D1, receptor do
fator de crescimento epidérmico e fator de crescimento do endotélio vascular
(HERNANDEZ-HERNANDEZ; GONZALEZ-GARCIA; CAMACHO-ARROYO, 2012;
GERMAN-CASTELAN; MANJARREZ-MARMOLEJO; GONZALEZ-ARENAS, 2014;).

Entretanto, segundo Atif (2015), a progesterona em altas doses inibe o
crescimento do glioblastoma multiforme, in vitro e em animais experimentais. Isto
ocorre principalmente pela inibicdo da proliferacdo celular, da angiogénese e pela
inducéo da apoptose.

Este hormonio, derivado do colesterol, exerce seus efeitos por dois principais
mecanismos, denominados de classicos e ndo classicos. O primeiro, mais lento,
envolve a interacdo com receptores de progesterona (RP) nucleares, enquanto o
segundo requer a participacdo com receptores de membrana e canais i6nicos, tendo
efeitos mais rdpidos. Algumas acbes da progesterona podem ser mediados via
receptores nucleares, mas outros nao, sugerindo um potencial efeito dos receptores
de membrana. (CABRERA-MUNOZ; HERNANDEZ-HERNANDEZ; CAMACHO-
ARROYO, 2011; GONZALEZ-ARENAS et al., 2012; HLAVATY et al., 2016;
VALADEZ-COSMES et al., 2016).

Os receptores sdo ligantes de fatores de transcricdo de varios genes
envolvidos no metabolismo, desenvolvimento, reproducdo e progressado do ciclo

celular. Duas isoformas tem sido descritas em seres humanos, RP-A e RP-B, e
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possuem a mesma origem genética, que sao diferentemente expressas em varias
regides cerebrais e na mesma célula podem executar funcdes distintas, pois sao
reguladas por diferentes promotores. De uma forma geral, o RP-B é mais forte
ativador de transcricdo do que a o RP-A (EVANS et al., 2004; CABRERA-MUNOZ;
HERNANDEZ-HERNANDEZ; = CAMACHO-ARROYO,  2011; HERNANDEZ-
HERNANDEZ; GONZALEZ-GARCIA; CAMACHO-ARROYO, 2012; HASSANZADEH;
ARBABI, 2012; GERMAN-CASTELAN; MANJARREZ-MARMOLEJO; GONZALEZ-
ARENAS, 2014;).

Os receptores de progesterona tem sido encontrados em varios tipos de
tumores cerebrais, tais como meningiomas, cordomas, craniofaringiomas e em
gliomas (GONZALEZ-AGUERO et al., 2001; EVANS et al., 2004; UEHARA et al.,
2012).

A observacédo de algumas drogas anti-estrogénicas e anti-progesterénicas em
tumores gliais in vitro, que atuam principalmente por meio da interacdo com
receptores hormonais, assim como a escassez de estudos abordando a cinética
celular e a expressao dos receptores de estrégeno e progesterona em gliomas € o

gue nos levou ao desenho do presente estudo.
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2. OBJETIVO
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Avaliar a expressao do antigeno Ki-67 e dos receptores de estrogénio e

progesterona em astrocitomas de baixo e alto grau.
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3. METODOLOGIA
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3.1- Tipo do Estudo e Local da Realizacéo:

Estudo transversal realizado em blocos de parafina de astrocitomas
arquivados nos ultimos cinco anos no Setor de Anatomia Patolégica do Hospital S&o

Marcos.

3.2- Calculo Amostral:

Baseado nos objetivos do estudo, o célculo do dimensionamento amostral foi
realizado para testar duas médias amostrais independentes do mesmo tamanho
(grupo de casos x grupo de controle). Assim, para comparar duas proporc¢des
supondo, com base na literatura, seus valores iguais a 25% e 60%, com poder de
80% e nivel de significAncia de 5%, podemos utilizar a formula apresentada em

Glantz (2002):

TTTT e
A= [zafzﬂhpil -p) +zip  \p(1 —p) + pa(1 - Pth
p= pt+ p2
2
8 =|p — pal

com p1=0,25, p2=0,6; zn2)=1.96 e z1.0=0,84. Nesse caso, obtemos n= 35,59, ou seja,
n=36 unidades amostrais por grupo.

Setenta e dois casos de astrocitomas, previamente fixados em formol a 10% e
armazenados em blocos de parafina, foram histologicamente divididos em dois

grupos de 36 casos, de baixo e alto grau, todavia por motivos técnicos, foram

utilizados apenas 40 blocos, sendo 20 em cada grupo.
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Foram escolhidos de forma aleatdria simples, entre todos os tumores que
preencherem os critérios de inclusdo, por intermédio de sorteio realizado pelo
programa SPSS 20.0.

3.3- Critérios de Inclusdo da Amostra:
Apenas amostras do tipo do tipo histolégico astrocitoma.
Os casos sem tratamento prévio a cirurgia primaria.

Tumores armazenados em blocos de parafina ha no maximo cinco anos.

3.4- Método Imunoistoquimico:

Cada bloco de parafina deu origem a trés laminas (uma para estudar o
antigeno Ki-67, uma para o receptor de estrogeno e outra para o receptor de
progesterona) que foram desparafinizadas com com xilol a temperatura de 60°C por
15 minutos, desidratados com concentragdes decrescentes de alcool (100, 95, 80 e
70%) por 30 segundos cada e lavadas com agua destilada.

Para recuperar os antigenos, as laminas foram imersas em &acido citrico
tamponado e aquecidas em microondas por 15 minutos com poténcia maxima. Em
seguida tratadas com peroxido de hidrogénio a 3% em solucdo tamponada em duas
imersdes de 10 minutos cada. Novamente lavadas com agua destilada e fosfato de
salina tamponada.

Em seguida as laminas foram colocadosnum sistema informatizado de
coloracdo denominado de BenchMark Ultra (Ventana Medical Systems®) (Figura 6),
gue utilizou como marcadores imunoistoquimicos o anticorpo monoclonal NCL-ER-
6F11 (Novocastra Laboratories Ltd.)para os receptores de estrégeno, o anticorpo
monoclonal anti-humano PgR 636 (Dako Corporation) para o0s receptores de
progesterona e o anticorpo monoclonal anti-Ki-67 de rato (clone MIB1 Ref. M7240;
Dako, Carpinteria, CA, USA/1:4800) para o antigeno Ki67.

Foram consideradas positivas as células que mostraram ndcleo corado em

marrom.
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e T 2

Figura 5-Sistema computadorizado BenchMark Ultra (Ventana Medical Systems®). 1 computador
com software de controle; 2: Instrumento de coloracdo das l[Aminas.

Fonte: Arquivo pessoal

3.5- Método Quantitativo:

Foi realizada utilizando um microscopio (Nikon Eclipse E-400, microscopio
optico, Tokyo, Japao) conectado a uma camera de video colorida (Samsung digital
camera CHC-370N, Seul, Coréia) que capturou a imagem e transmitiu a um
computador equipado com o programa Imagelab, versdo 2.3, desenvolvido pela
Softium Informéatica Ltda. (S&o Paulo, Brasil) para a avaliagcdo das imagens (Figura
7).

Para a expressao dos receptores de estrégeno, progesterona e do antigeno
Ki-67, foram contadas 600 células coradas ou ndo, usando um aumento de 400x,
iniciando pelas areas com maior expressao das células marcadas. Em cada lamina,
a porcentagem de células foi obtida da razédo entre 0 numero de células com nucleo

corado e o total de células, multiplicada por 100.
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Figura 6- Sistema computadorizado utilizado para contagem de células. 1:Microscopia Optica; 2:
Video camera digital; 3: Software de anélise de imagem.

Fonte: Arquivo pessoal

3.6- Método Estatistico:

Os resultados foram armazenados em planilhas do Excel Windows e a anélise
estatistica foi realizada pelo programa SPSS 20.0.

Os dados obtidos foram previamente submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov.

A porcentagem média de nucleos corados para receptores de estrégeno,
progesterona e para o Ki-67, entre os gliomas de baixo e alto grau foi comparada
utilizando o teste de Mann-Whitney, uma vez que a distribuicdo ndo foi normal e as

amostras sao independentes. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.

3.7- Aspectos Legais e Eticos:

O trabalho foi aprovado pela Plataforma Brasil e pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Piaui com um aditivo feito a um projeto mais
amplo da linha de pesquisa do orientador intitulado “Biomarcadores Moleculares em
Mulheres com Neoplasia Maméaria” sob o numero de registro CAAE
43447015.8.0000.5214.
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4. RESULTADOS
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O estudo microscopico mostrou uma maior concentragdo de células com
ndcleos corados com anti-Ki-67 no grupo de células de astrocitomas de alto grau em
comparacao com o de baixo grau. Os ndcleos corados para RE foram encontrados
apenas nos astrocitomas de baixo grau, enquanto os nucleos corados para RP
foram tanto nos astrocitomas de baixo como de alto grau (Figuras 7 a 12).

A porcentagem média de nucleos corados com anti-ki-67 foi 0,19 + 0,07 nos
astrocitomas de alto grau em comparacdo com 0,05 + 0,02 nos astrocitomas de
baixo grau (p < 0,0001) (Tabela 1). A porcentagem média de nucleos corados com
anti-RE foi nula nos astrocitomas de alto grau em comparacdo com 0,04 = 0,05 nos
astrocitomas de baixo grau (p < 0,0001) (Tabela 2). A porcentagem meédia de
ndcleos corados com anti-RP foi 0,09 + 0,1 nos astrocitomas de alto grau em
comparacao com 0,15 + 0,15 nos astrocitomas de baixo grau (p = 0,2) (Tabela 3).
Os resultados encontram-se melhor ilustrados no boxplot da mediana de nucleos
com expressdo positiva para o antigeno Ki-67, RE e RP entre os astrocitomas de

alto e baixo grau (Figura 13, Figura 14 e Figura 15).

Figura 7-Fotomicrografia de corte histolégico de astrocitoma de baixo grau mostrando auséncia de
expressao do antigeno Ki-67 (ampliagao original, 400X).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 8-Fotomicrografia de corte histologico de astrocitoma de alto grau mostrando alta
concentragao de ndcleos celulares corados com anti-KI-67 (ampliacéo original, 400X).

Figura 9-Fotomicrografia de corte histolégico de astrocitoma de baixo grau
mostrando a presencga de ndcleos corados com anti-RE(ampliag&o original, 400X).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 10-Fotomicrografia de corte histoldgico de astrocitoma de alto grau mostrando auséncia da
expressao de receptores de estrogénio (ampliagao original, 400X).

Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 11-Fotomicrografia de corte histoldgico de astrocitoma de baixo grau mostrando alta
concentragao de nucleos corados com anticorpo anti-RP (ampliagdo original, 400X).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 12-Fotomicrografia de corte histolégico de astrocitoma alto grau mostrando alta concentracéo
de nucleos corados com anticorpo anti-RP, porém sem diferenca estatisticamente significativa em

relacédo aos de baixo grau (ampliagdo original, 400X).

Tabela 01: Porcentagem média de nucleos corados com anti-Ki-67 em astrocitomas
de alto e baixo grau.

Grupos N Média EP DP Minimo  Maximo Mediana
Alto Grau 20 0,19* 0,0175 0,0783  0,0682 0,3371 0,1975
Baixo Grau 20 0,05 0,0046 0,0204 0,0223 0,1135 0,0468

Legenda: EP: erro padréao; DP: desvio padrao

*p<0,0001

Tabela 02: Porcentagem média de nucleos corados com anti-RE em astrocitomas

de alto e baixo grau.

Grupos N Média EP DP Minimo  Maximo Mediana
Alto Grau 20 0,0 0 0 0 0 0
Baixo Grau 20 0,04* 0,012 0,0536 0 0,1894 0,0164

EP: erro padrédo; DP: desvio padrédo

*p<0,0001
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Tabela 03: Porcentagem média de nucleos corados com anti-RP em astrocitomas

de alto e baixo grau.

Grupos N Média EP DP Méaximo  Mediana
RP Alto Grau 20 0,09 0,0237 0,1062 0,37
RP Baixo Grau 20 0,15 0,0330 10,1479 0,55
EP: erro padrdo; DP: desvio padrdo
p=0,2
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Figura 13: Mediana de nlcleos corados com anti-Ki-67 em astrocitomas de alto e baixo

grau.
Legenda: Ki-67AG: Ki-67 em Astrocitomas de Alto Grau

Ki-67BG: Ki-67 em Astrocitomas de Baixo Grau
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Figura 14: Mediana de nlcleos corados com anti-RE em astrocitomas de alto e baixo
grau.

Legenda: REAG: Receptor de Estrégeno em Astrocitomas de Alto Grau

REBG: Receptor de Estrogeno em Astrocitomas de Baixo Grau
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Figura 15: Mediana de nucleos corados com anti-RP em astrocitomas de alto e baixo
grau.

Legenda: RPAG: Receptor de Progesterona em Astrocitomas de Alto Grau

RPBG: Receptor de Progesterona em Astrocitomas de baixo Grau
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5. DISCUSSAO
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No presente estudo observamos uma maior propor¢cdo de nucleos corados
com anti-Ki-67 nos gliomas de alto grau em comparacdo com os gliomas de baixo
grau, mostrado uma maior proliferagao celular dos malignos em comparagao com 0s
benignos. Este achado esta de acordo com inimeros trabalhos que apontam para
um substancial aumento no IP com o aumento da malignidade dos gliomas
(GERDES et al., 1983; KARAMITOPOULOU et al., 1994; HSU et al., 1994; KHALID
et al., 1997; JOHANNESSEN; TORP, 2006; RATHI; RADOTRA; KHOSLA, 2008;
SKJULSVIK et al., 2014; THOTAKURA; TIRUMALASETTI; KRISHNA, 2014;).

No trabalho de Skjulsvik et al. (2014), os valores de Ki-67 mostraram-se
significantentemente maiores nos astrocitomas de alto em grau em comparagédo com
os de baixo grau, todavia ndo foi mostrada diferenca estatisticamente significante na
proliferacéo celular entres os astrocitomas de baixo grau | e I, assim como entre 0s
gliomas de alto grau lll e IV.

Alguns artigos citam a importancia do Ki-67 como método de classificagdo
dos gliomas, sendo valores superiores a 10% um ponto de corte razoavel, na
maioria dos trabalhos, para diferenciar os astrocitomas em baixo grau e alto grau
(JOHANNESSEN; TORP, 2006; HABBERSTAD; GULATI; TORP, 2011;
THOTAKURA; TIRUMALASETTI; KRISHNA, 2014;)

No entanto, o indice de proliferagcdo celular é utilizado principalmente como
um marcador progndstico. Saha et al. (2014) evidenciou, com auxilio da curva de
Kaplan-Meier, que astrocitomas com Ki-67 maior do que 14,3% tinham menor tempo
médio de sobrevida e sobrevida acumulativa. Consoante, Uehara et al.(2012), o Ki-
67 também é preditivo, pois quanto maior for o indice de proliferacdo, maior a taxa
de recorréncia em glioblastomas multiformes, mesmo tratados adequadamente.

Uma revisdo sistematica com metanalise, publicada por Wen-Ji et al. (2015),
mostrou associacao estatisticamente significante entre o aumento da expresséo do
Ki-67 e a piora do prognoéstico de pacientes com glioma. Ja nos pacientes com
valores menores do que 10% ocorreu um efeito inverso, uma melhora na sobrevida.

Todavia, os valores do Ki-67 sdo muito variaveis, uma vez que os métodos de
contagem sofrem muita variacdo interobservadores e intraobservadores e ndo ha
uma padronizacdo dos procedimentos imunoistoquimicos entre os diferentes
laboratorios. Portanto, o Ki-67 apesar de ser um importante marcador clinico, deve

ser utilizado em combinagdo com outras varidveis, como exames de imagem,
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condicdo neuroldgica, duracdo dos sintomas e critérios histopatolégicos para definir
o diagnostico, a classificagdo e prognéstico da doenca (GERDES et al.,, 1983;
JOHANNESSEN; TORP, 2006; HABBERSTAD; GULATI; TORP, 2011,
THOTAKURA; TIRUMALASETTI; KRISHNA, 2014;).

Os achados imunoistoquimicos em relagdo ao receptor de estrogeno do
presente estudo mostraramque sua presenca ocorreu apenas em astrocitomas de
baixo grau, o que esta de acordo com a literatura que mostra os RE serem
principalmente expressos em células astrocitarias normais e em gliomas de baixo
grau, assim diminuindo a sua concentragdo com o aumento da malignidade destes
tumores, suscitando um papel neuroprotetor (BATISTATOU et al, 2004,
BATISTATOU et al., 2006; SAREDDY et al., 2012; JIMENEZ et al., 2014; LIU et al.,
2014, TAVARES et al., 2016).

Por outro lado, Wenjun Lia et al. (2013) mostraram que o REB5 foi a principal
isoforma dos RE[ encontrada em gliomas e a sua expressao foi maior na neoplasia
do que em tecido cerebral normal e com aumento da sua expressao com 0 processo
de desdiferenciacao celular, o que segundo este autor poderia ter ocorrido devido a
hipdxia, comum em gliomas, que pode aumentar a expressao destes receptores.

Outrossim, Sareddy et al. (2012), mencionam que em gliomas de alto grau
estes receptores sdo encontrados principalmente no citoplasma celular dos gliomas,
0 que poderia justificar a sua auséncia, tendo em vista que neste estudo foi utilizado
anticorpo para marcacéao desta proteina localizada no nucleo celular.

Os receptores de estrogénio também podem ser usados como biomarcadores
progndsticos, uma vez que correlacdo positiva entre a expressao REa e o tempo de
sobrevida de pacientes com gliomas tem sido encontrada. Modelos de regressao,
utilizando a curva de Kaplan-Meier, também tem evidenciado um melhor prognéstico
e maior tempo de sobrevida para pacientes com tumores REB positivos
(BATISTATOU et al., 2006; JIMENEZ et al., 2014; TAVARES et al., 2016).

Por sua vez, os achados do presente estudo, com relacdo a expressao dos
receptores de progesterona ndo mostraram diferenca estatisticamente significante
entre 0s astrocitomas de alto e baixo grau. Estes resultados n&o estdo em
consonancia com achados consistentes da literatura em relacdo a expressédo dos
receptores de progesterona e o0 grau histolégico dos astrocitomas
(ASSIMAKOPOULOU et al., 1998; GONZALEZ-AGUERO et al., 2001; EVANS et al.,
2004; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al.,, 2010; HASSANZADEH; ARBABI, 2012;
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THOTAKURA; TIRUMALASETTI; KRISHNA, 2014; GERMAN-CASTELAN;
MANJARREZ-MARMOLEJO; GONZALEZ-ARENAS, 2014).

A propdésito, a progesterona, como ja supracitada, é derivada do colesterol e
exerce seus efeitos por meio de dois principais mecanismos, denominadas vias
classica e ndo-classica. A classica envolve a interagcdo com os receptores nucleares
intracelulares de progesterona, enquanto a nao-classica requer a participacdo de
receptores de membrana e canais de ions. Estes receptores séo ligantes de fatores
da transcricdo para diversos genes que estdo envolvidos no metabolismo,
desenvolvimento, reproducéo e progressdo do ciclo celular (CABRERA-MUNOZ;
HERNANDEZ-HERNANDEZ; CAMACHO-ARROYO, 2011; GONZALEZ-ARENAS et
al., 2015). Outrossim, na forma classica a isoforma do receptor de progesterona B é
um ativador transcripcional mais forte do que o receptor de progesterona A (EVANS
et al, 2004; CABRERA-MUNOZ; HERNANDEZ-HERNANDEZ; CAMACHO-
ARROYO, 2011; HERNANDEZ-HERNANDEZ; GONZALEZ-GARCIA; CAMACHO-
ARROYO, 2012; GERMAN-CASTELAN; MANJARREZ-MARMOLEJO; GONZALEZ-
ARENAS, 2014).

Os receptores de progesterona séo regulados diferentemente pelo estradiol e
progesterona em células e tecidos. Comumente, o receptor de progesterona é
aumentado (hiperexpresso) pelo estradiol e reduzido (subexpresso) pela
progesterona (CABRERA-MUNOZ; HERNANDEZ-HERNANDEZ; CAMACHO-
ARROYO, 2011; DUENAS JIMENEZ et al.2014).

Todavia, consoante alguns estudos, a expressdo do receptor de
progesterona, em particular a sua isoforma B, aumenta com a malignidade
histologica dos astrocitomas, diferindo do que é observado com os receptores de
estrogénios (GONZALES-AGUERO et al., 2001; EVANS et al., 2004; HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al, 2010; CABRERA-MUNOZ; HERNANDEZ-HERNANDEZ;
CAMACHO-ARROYO, 2011; HASSANZADEH; ARBABI, 2012; THOTAKURA;
TIRUMALASETTI; KRISHNA, 2014; GERMAN-CASTELAN; MANJARREZ-
MARMOLEJO; GONZALEZ-ARENAS, 2014). Assim, 0s nossos achados, como ja
supracitados, ndo apresentaram concordancia com a literatura em relacdo a
expressdao do receptor de progesterona com o grau de malignidade dos
astrocitomas.

Alguns autores tém sugerido um mecanismo de acdo em que o receptor de

progesterona participa na proliferagdo celular induzido pela ativacdo da Proteina C
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Kinase (PCK) por meio de uma complexa via de sinalizagédo, onde a PCK ativa o
receptor de progesterona pela fosforilacdo e isto aumenta a atividade transcricional,
que possivelmente induz a expressao génica (GONZALEZ-ARENAS et al., 2015).

Por sua vez, Assimakopoulou et al. (1998) mencionaram que uma possivel
explicacdo para o desencontro desses achados poderia ser a heterogeneidade
tumoral regional que poderia assim ser um fator limitante para o uso de
imunoistoquimica do receptor de estrégeno e receptor de progesterona na avaliacao
do exame de patologia de rotina.

Assim, os achados do presente estudo mostraram uma expressao dos
receptores de estrogenos estatisticamente significante maior nos astrocitomas de
alto grau em comparacdo com os de baixo grau e um expressdo similar da
expressao dos receptores de progesterona entre astrocitomas de alto e baixo grau,
todavia h& necessidade de futuros estudos prospectivos com um tamanho amostral
maior para se melhor correlacionar os receptores hormonais com agressividade dos

astrocitomas.
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6. CONCLUSOES
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Neste estudo:
1. A expressdo da proteina Ki-67 foi significantemente maior nos astrocitomas

de alto grau em comparacéao com os de baixo grau.

2. Somente os astrocitomas de baixo grau mostraram expressdo do RE, com
uma diferenca estatisticamente significante em comparacdo com os de alto

grau.

3. A expressao do receptor de progesterona foi similar entre os astrocitomas de

baixo e alto grau.
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