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RESUMO

Introducéo: As neoplasias solidas de sistema nervoso central (SNC) sé&o as de maior
prevaléncia na populacdo infantojuvenil e possuem grande taxa de mortalidade.
Podem ser oriundas de qualquer célula do SNC, sendo os gliomas o tipo predominante
e, dentre estes, 0s astrocitomas sdo os mais comuns. O tratamento pode ser realizado
a partir de cirurgia, quimioterapia e radioterapia a depender da localizacao e grau de
malignidade dos astrocitomas. A partir de biomarcadores teciduais, busca-se propiciar
diagnésticos precoces, estadiamentos acurados e alvos terapéuticos eficientes. A
proteina XIAP € uma proteina da familia das inibidoras de apoptose, impedindo a
morte celular programada a partir da inibicdo das Caspases 3, 7 e 9. A p53 € uma
proteina supressora de tumor que quando mutada pode promover o crescimento
tumoral. O Ki-67 € uma encontrada no nucleo celular a partir da qual pode-se inferir
maior ou menor malignidade do tumor considerando sua quantidade intracelular.
Objetivo: Avaliar a imunoexpressao tecidual da proteina XIAP em amostras de
astrocitomas pediatricos, correlacionando-as com as caracteristicas da amostra, além
de realizar a comparacdo de XIAP com os marcadores Ki-67 e proteina p53.
Metodologia: 101 amostras teciduais parafinadas de astrocitomas foram divididas por
grau tumoral (de 1 a 4) e categorizadas quanto a género, idade ao diagndstico,
topografia da leséo, tempo de sobrevida e desfecho. As amostrar foram submetidas a
técnica de imuno-histoquimica, e subsequente, realizou-se morfometria e analise
estatistica. Resultados: As analises demonstraram aumento estatisticamente
significativo de imunoexpressao tecidual de XIAP, p53 e Ki-67 entre os graus (tipos)
dos astrocitomas estudados, sendo que o Ki-67 e o p53 foram mais expressos nos
astrocitomas de alto grau (anaplasico e glioblastoma) (p<0,001 respectivamente). Ja
a XIAP foi mais expressa no grupo dos astrocitomas de baixo grau (pilocitico e difuso)
(p=0,048). Conclusao: Nota-se que os astrocitomas apresentam expressao tecidual
de XIAP, sendo que o astrocitoma difuso e o pilocitico (baixo grau) apresentaram 0s
maiores niveis da proteina, podendo sugerir essa proteina como um importante

biomarcador para astrocitomas de baixo grau.
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ABSTRACT

Introduction: Solid neoplasms of the Central Nervous System (CNS) are the most
prevalent in children and adolescents and have a high mortality rate. They can originate
from any CNS cell, with gliomas being the predominant type and among these
astrocytomas being the most common. The treatment can be carried out through
surgery, chemotherapy and radiotherapy depending on the astrocytomas' location and
degree of malignancy. Based on tissue biomarkers, we seek to provide earlier
diagnoses, more accurate staging and efficient therapeutic targets. The XIAP protein
is a protein from the family of apoptosis inhibitors. It prevents programmed cell death
by inhibiting Caspases 3, 7 and 9. The p53 protein is a tumor suppressor protein that,
when mutated, can promote tumor growth. Ki-67 is a nuclear protein from which more
significant or lesser tumor malignancy can be inferred considering cellular levels.
Objective: To evaluate the tissue immunoexpression of XIAP protein in samples of
pediatric gliomas, correlating it with the characteristics of the sample, in addition to
comparing XIAP versus other biomarkers. Methodology: The 101 samples of
astrocytomas were divided by tumor grade and categorized according to gender, age
at diagnosis, lesion topography, survival time and outcome. Immunohistochemistry
techniques were applied to quantify tissue immunoexpression of XIAP, p53 and Ki-67
proteins. From this, the reading and the statistical analysis were performed. Results:
The analyzes showed a statistically significant increase in tissue immunoexpression of
XIAP, p53 and Ki-67 between the degrees of astrocytomas studied, with Ki-67 and p53
being more expressed in high-grade astrocytomas (p<0.001, respectively). XIAP was
more expressed in the low-grade astrocytoma group (p=0.048). Conclusion: Itis noted
that astrocytomas have tissue expression of XIAP, with diffuse astrocytoma and
pilocytic (low grade) having the highest levels. Furthermore, XIAP protein could be a

biomarker for low-grade astrocytomas.

Keywords: XIAP, p53, Ki-67, biomarkers, glioma, astrocytoma,
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RESUMO POPULAR

Os tumores cerebrais séo os de maior prevaléncia na populagao infantojuvenil, sendo
responsaveis por ceifar muitas vidas na mais tenra idade. Podem se originar em muitas
partes do cérebro, apresentando-se de varias formas pois podem derivar de células
diferentes. Sendo os astrocitomas sao o tipo mais comum. Os astrocitomas podem ser
tratados com cirurgia, quimioterapia ou radioterapia, no entanto, o sucesso do
tratamento depende da localizagéo e grau de agressividade e malignidade do tumor.
Os biomarcadores sao moléculas (proteinas) que, quando presentes no tumor, podem
ajudar os oncologistas a realizarem diagndsticos mais precoces e tratamentos mais
precisos, ja que contribuem para entender o grau de malignidade de cada tumor. A
proteina XIAP é uma molécula presente nos astrocitomas que impede a morte das
células tumorais, favorecendo desta maneira o crescimento do tumor. Entender como
esta proteina pode atuar nos astrocitomas auxiliaria a compreender seu papel como
marcador tumoral e, consequentemente, sua funcdo na malignizacdo destes tumores,
auxiliando os oncologistas a planejarem melhor e tratamento dos seus pacientes. Para
tal foram analisadas 101 amostras teciduais de astrocitomas, as quais demonstraram
a presenca da proteina XIAP em todas as amostras, sendo que 0s tipos menos

agressivos apresentaram maiores niveis de expressao.
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1. INTRODUCAO

Dentre as neoplasias soélidas mais prevalentes na populacdo pediatrica
encontram-se 0s tumores do sistema nervoso central (SNC), os quais possuem as
maiores taxas de mortalidade entre as faixas etarias mais baixas (HUSAIN, 2014;
OSTROM et al., 2020). O cancer infantil esta entre as maiores causas de morte de
pessoas entre 0 e 19 anos, perdendo apenas para causas externas de mortalidade
(HOSPITAL DO CANCER DE PERNAMBUCO, 2019). No Brasil, de acordo com o
Instituto Nacional do Cancer José de Alencar Gomes da Silva (INCA), apesar das taxas
variarem de acordo com cada regido, estima-se que entre as neoplasias, as de SNC
correspondem de 8 a 15% dos casos da faixa etaria pediatrica, ocupando a segunda
posicdo entre os tumores pediatricos (REIS et al., 2007; INCA, 2016).

Os gliomas séo tumores que se originam de células gliais do SNC, como, por
exemplo, os astrocitos, olingodendrécitos, ependimarias e micréglia (RIVERA, 2015).
Esses s&o o tipo mais prevalente de tumor cerebral maligno primario em todas as
faixas etarias, correspondendo a 80% dos diagndsticos e possuindo alta
morbimortalidade (SU, LI, GAO 2018; WU et al., 2014).

O tratamento baseia-se em resseccao cirargica. Além disso, alguns pacientes
podem ser tratados com quimioterapia e irradiacdo adjuvante e neoadjuvante. Porém,
em muitos casos, de gliomas refratarios, a sobrevida com toda a terapéutica pertinente
€ de apenas 3 anos (SU, LI, GAO, 2018).

Para a realizacdo de uma classificacdo adequada, as caracteristicas
histopatolégicas sdo necessarias. As alteracbes causadas nas células, fruto de
modificacbes genéticas, sao sitios importantes de pesquisa e é neste ponto que se
enquadra o estudo dos biomarcadores (LOUIS, 2016). Os biomarcadores podem
auxiliar, ndo apenas na definicdo do tipo do tumor, mas nortear a terapéutica do
paciente, individualizando cada tratamento.

Neste trabalho, destaca-se a Proteina Inibidora de Apoptose Ligada ao X
(XIAP), que foi comparada a marcadores tumorais ja consagrados como o Ki-67 e a

proteina p53, oriunda do gene TP53.
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A XIAP, ou BIRC4 (Baculoviral IAP repeat-containing), € uma proteina da familia
de inibidores de proteinas de apoptose (IAP) (GAO et al., 2019). A XIAP inativa as
proteinas pré-apoptéticas caspase 3, 7 e 9 (PRABHU et al., 2018; JEONG et al., 2019;
AYACHI et al., 2019). Sendo assim, uma expressao significativa da proteina XIAP no
tecido pode estar associada a tumorogénese, angiogénese, invasao tumoral e
resisténcia a medicamentos antineoplasicos (OBEXER, AUSSERLECHNER, 2014).

A Ki-67 é uma proteina nuclear ndo histona, que esta diretamente relacionada
com a diviséo celular e a malignidade dos tumores (ISOLAN et al. 2005; DUREGON
et al. 2016 MORAES-FILHO, RABENHORST, 2006). O gene TP53 é um gene
supressor de tumor responsavel por impedir a proliferacdo celular diante de uma
neoplasia e de eventos estressantes, sendo o gene que mais sofre mutacdes quando
se trata de oncogénese. (D'BROT, et al., 2017; JORUIZ, BOURDON, 2016; FETT-
CONTE, 2002).

Desta forma, estudos que visem estabelecer relacdes entre a expressao das
proteinas XIAP, Ki-67 e mutacdes do gene TP53 em gliomas devem ser realizados,
visto que estes podem vir a ser futuros alvos para terapias anticancerigenas. Além
disto, entender as vias das proteinas e suas correlagbes é fundamental para
proporcionar melhores prognosticos e maior qualidade de vida aos portadores de

neoplasias solidas.

. JUSTIFICATIVA

Este trabalho justifica-se pelo crescente aumento dos niumeros de diagndsticos de
cancer, sendo a segunda maior causa de mortes no mundo. Uma em cada seis mortes
esta relacionada a algum tipo de neoplasia maligna. Somente em 2022, no Brasil,
704080 pessoas receberam o diagnostico de cancer e, por vezes, séo tardiamente
diagnosticados e ndo recebem terapéutica objetiva e adequada. Os tumores de SNC
estdo entre as neoplasias soélidas mais comuns na infancia e tém alta
morbimortalidade. Os astrocitomas sao neoplasias gliais que constituem o tipo mais

comum de neoplasia que se inicia no SNC. O tratamento dos astrocitomas depende
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ndo sO da localizacdo precisa da neoplasia, como também do seu grau de
agressividade (grau histoldgico) e estadiamento. A XIAP € uma proteina inibidora das
proteinas caspases e a sua presenca pode estar associada com a inibicao da apoptose
e consequente crescimento tumoral, podendo funcionar como biomarcador de
agressividade da neoplasia. A busca por biomarcadores tumorais é importante nao sé
na melhor definicdo diagndstica das lesdes, como também no estabelecimento mais
preciso de seu tipo histolégico, a fim de nortear diagnésticos mais precoces,

estadiamentos mais precisos e alvos terapéuticos mais eficientes.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.10 CANCER INFANTOJUVENIL

Uma forma genérica de definir o cancer € o rapido crescimento de células
anormais que extrapolam seus limites e podem invadir tecidos adjacentes e 6rgaos a
longa distancia (OPAS, 2020). A modificacdo de células normais em células
cancerigenas € um processo que ocorre em diferentes niveis, progredindo de uma
les&o inicial, pré-cancerosa para tumores malignos (OPAS, 2020). Sendo resultado do
trindbmio predisposi¢do genética, ambiente e habitos de vida.

Os tumores sé@o a maior causa de morte entre pessoas com 19 anos ou menos
na América Latina e Caribe (OMS apud OPAS, 2022). No Brasil, o cancer infantojuvenil
€ a segunda causa de Obito neste grupo etario, perdendo apenas para Obitos por
acidentes e mortes violentas - as ditas causas externas de morbidade e mortalidade
(INCA, 2016). Entre os anos de 2009 e 2013, essa causa motivou aproximadamente
12% das mortes entre 1 e 14 anos e aproximadamente 8% da faixa etaria entre 1 e 19
anos, o que também foi observado entre os anos de 2015 e 2019, como demonstra a
figura 1 (INCA, 2016; SISTEMA DE INFORMACOES SOBRE MORTALIDADE, 2021,
apud INSTITUTO DESIDERATA, 2021).

17



Figura 1. Trés principais causas de morte infantojuvenil (entre O e 19 anos) no Brasil entre os
anos de 2015 e 2019.

TRES PRINCIPAIS CAUSAS DE MORTALIDADE INFANTOJUVENIL NO BRASIL

Neoplasias: principal causa de morte por doenca

N W

Causas externas de Neoplasias loencas do
morbidade e mortalidade (tumores) SIStEMA NErvosa

56% 11% 6.4 %

Total de dbitos de 1213 anas no periodo: 168.897

Fonte: SISTEMA DE INFORMAGOES SOBRE MORTALIDADE, 2021, apud INSTITUTO
DESIDERATA, 2021.

Além disso, no Brasil, entre 2015 e 2019, observou-se maior mortalidade por
cancer infantojuvenil (0 a 19 anos) na faixa etaria de 15 a 19 anos (51,1%) seguido
pela faixa etaria de 0 a 4 anos (46,9%) (IBGE, 2021; SISTEMA DE INFORMACOES
SOBRE MORTALIDADE, 2021, apud INSTITUTO DESIDERATA, 2021). Como pode

ser observado na figura 2.
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Figura 2. Mortalidade por cancer infantojuvenil no Brasil por 1 milhdo de crianca entre os anos
de 2015 e 2019.
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Fonte: IBGE, 2021; SISTEMA DE INFORMACOES SOBRE MORTALIDADE, 2021, apud INSTITUTO
DESIDRATA, 2021.

O estudo conjunto entre INCA e Ministério da Saude (2016) demonstrou que a
sobrevida brasileira de 0 a 19 anos, em relacdo ao cancer, é de 64%. O mesmo estudo
ainda apresenta a variacdo da sobrevida dependendo da regido em que a crianca ou
adolescente reside. Sendo os indices mais elevados nas regifes Sul (75%) e Sudeste
(70%). Ja as regides Centro-oeste (65%), Nordeste (60%) e Norte (50%) apresentaram
indices de sobrevida mais baixos.

Em 2017 foram previstos pelo INCA cerca de 12.600 novos casos de cancer
entre pessoas de zero a 19 anos. A mesma instituicdo ainda prop6s para o triénio
2020/2022 cerca de 8.460 novos casos por ano, destes 4.310 do sexo masculino e
4.150 do sexo feminino (INCA apud GANDRA, 2021). Na figura abaixo € possivel
observar a estimativa de casos por regiao.
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Figura 3: Populacéo infantojuvenil e estimativa de incidéncia anual de cancer por regido.
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Fonte: IBGE, 2021; INCA, 2019, apud INSTITUTO DESIDERATA, 2021.

Observa-se na populacéo infantojuvenil mundial a prevaléncia de leucemias,
linfomas e os tumores de SNC (INCA, 2019; OPAS, 2022). Verifica-se que as
leucemias apresentando frequéncia de aproximadamente 33% na populagcdo de 0 a
14 anos e de 26% se a idade for extrapolada para 0 a 19 anos (INCA, 2016). Entre
pessoas de 0 a 14 anos os tumores de SNC ocupam 16% dos casos, seguidos por
linfomas com aproximadamente 14% dos casos (INCA, 2016). Ja quando considerado
a faixa etaria de 0 a 19 anos os linfomas ganham a segunda posi¢cdo apresentando
14% dos casos contra 13% dos casos de cancer de SNC (INCA, 2016).

3.2SISTEMA NERVOSO CENTRAL

ANATOMIA SIMPLIFICADA

O sistema nervoso central (SNC) é composto pelo encéfalo e pela medula

espinhal. O cérebro é a chave mestra que comanda o0s sentimentos, pensamentos,
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memodria, fala, audicdo, visdo, movimentacdo, entre outras (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2018). Ja a medula espinhal e nervos espinhais transmitem aos Nnossos
musculos mensagens para realizacdo dos movimentos, por exemplo, e auxiliam a
coordenar as fungfes dos 6rgaos, além de levarem de volta ao cérebro as informacgdes
coletadas pelos sentidos (CHANG, et al., 2015).

O encéfalo é dividido em cérebro, cerebelo e tronco cerebral. O cérebro compde
a maior parte externa do encéfalo. E formado por duas metades chamadas
hemisférios. E ele o responséavel por interpretar informagées, formacdo do raciocinio,
pensamentos, emocgdes, linguagem, movimentos, entre outros (DORSEY, et al., 2014).
O cerebelo esta localizado na parte posterior do encéfalo, localizado sob o cérebro.
Tem como atribui¢cdes principais auxiliar na coordenacao dos movimentos (DORSEY,
et al., 2014). O tronco cerebral é dividido em trés partes: mesencéfalo, ponte e bulbo.
De um modo geral, o tronco cerebral € essencial a vida, uma vez que controla fungdes
primordiais, como respiracdo e batimentos cardiacos. E é a parte mais inferior do
encéfalo, que conecta o cérebro a medula espinhal. Além do controle de fungdes vitais,
0s nervos ligados a esta parte estao relacionados a inervacdo de cabeca e pescoco
(DORSEY, et al., 2014). A divisdo do SNC pode ser observada na figura 4.

Figura 4: Sistema Nervoso central e Sistema Nervoso Periférico

Cérebro
Cerebelo —— <&

Nervos Cranianos
Medula Espinhal ————

Nervos Espinhais

Nervos Periféricos

e Sistema Nervoso Central
» Sistema Nervoso Periférico

Fonte: A Autora, criado com BioRender.com (2023), adaptado de American Cancer Society, 2018.
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A medula espinhal é formada por neurdnios e ramificacbes neuronais capazes
de transportar mensagens do cérebro a musculatura e érgédos e vice-versa (DORSEY,
et al, 2014 apud AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

SISTEMA NERVOSO CENTRAL - TIPOS CELULARES

O SNC possui varios tipos celulares, sendo que cada um deles pode gerar
tumores diferentes, entre os principais tipos estdo os neurdnios e células da glia.

Os neurbnios sdo as células do SNC que exercem sua funcdo. Auxiliam na
formulacdo dos pensamentos, memorias, emocdes, fala, movimentos musculares,
sensacOes e em quase todas as funcbes que encéfalo e medula espinhal realizam.
Quase todos os tipos de neurdnios cessam sua multiplicacdo com 1 ano de idade.
Geralmente, esse tipo de células ndo forma tumor, porém acaba danificado por
tumores de outros tipos celulares (DORSEY, et al, 2014 apud AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2018).

As células da glia s@o células que ddo, em sua maioria, suporte ao cérebro.
Entre as células gliais, quatro sdo as mais importantes. Os astrécitos séo as células
gue auxiliam na sustentacdo e nutricdo dos neurbnios. Os oligodendrdcitos sdo as
células que produzem a mielina, uma substancia rica em gordura que envolve e realiza
o isolamento elétrico dos ax6nios dos neurbnios do cérebro e da medula espinhal, para
gue as sinapses acontecam de forma adequada. As células ependimarias revestem os
ventriculos cerebrais. E as micréglias séo as células de defesa do SNC, fazendo parte
do sistema imunoldgico (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

3.30S TUMORES DE SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os tumores de SNC sédo o tipo de cancer que afeta o cérebro e a medula
espinhal. S&o os canceres mais comuns em paises desenvolvidos, apesar dos niveis
crescentes em paises em desenvolvimento. A nivel mundial, estimam-se 310000

novos diagndsticos a cada ano, correspondendo a 1,6% entre todos os tipos de cancer
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(INCA, 2022). O INCA (2022), vislumbra que no triénio de 2023 a 2025, no Brasil,
sejam diagnosticados 11.490 novos casos de tumores cerebrais, sendo 6110 em
homens e 5380 em mulheres.

Para 2023, a American Cancer Society - ACS (2020) vislumbra que cerca de
24.810 tumores malignos de SNC serao diagnosticados nos Estados Unidos. A mesma
instituicdo também acredita que, em 2023, 18.990 individuos morrerdo desta causa,
sendo 11.020 homens e 7.970 mulheres. Observando uma taxa de mortalidade 2016
— 2020, nos EUA, de 5,4 para homens contra 3,6 para mulheres. A ACS (2020), ainda
demonstra maior taxa de incidéncia e mortalidade na populagéo branca néo hispanica,
do que nas demais etnias.

O gréfico 1 apresenta as taxas de incidéncia de tumores de SNC por sexo nos EUA
nos ultimos anos, deixando clara a predilecdo dos tumores cerebrais pelo publico

masculino.

Gréfico 1. Taxas de incidéncia de tumores de SNC por sexo nos EUA, entre 1975 —
2019

HOMENS
7.0

s} 6.0 MULHERES

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2019

Fonte: Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) 8 registries, National Cancer Institute, 2022

De forma geral, apesar deste numero estar em progressivo aumento, a
probabilidade de qualquer individuo desenvolver um tumor no SNC é inferior a 1%
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). Por exemplo, ao nascimento, uma pessoa

estado-unidense tem 0,62% de chance de desenvolver algum tipo de cancer primario
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e maligno do SNC e 0,48% de chance de morrer do mesmo tipo de tumor (OSTROM,
et al., 2020).

O risco maior para o desenvolvimento de tumores no SNC se da em mulheres,
embora o maior indice de presencga de tumores malignos se dé em individuos do sexo
masculino, assim como o maior numero de mortes (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2020; OSTROM, et al., 2020). Estes dados demonstrados nos EUA, também sé&o
vislumbrados no Brasil, como pode ser observado na figura 5. No Brasil, em 2020,
ocorreram 9355 0Obitos por cancer de SNC, uma taxa de mortalidade de 4,42 por 100
mil habitantes (BRASIL, 2022). Entre estes, 4787 foram homens e 4567 mulheres
(BRASIL, 2022).

Observa-se no Brasil uma maior prevaléncia de tumores de SNC na populacéo
masculina, que permanece por quase todas as faixas etarias. Além disso, nota-se que
alguns estados tendem a apresentar diferencgas significativas quanto a prevaléncia de
tumores de SNC em homens e mulheres (VALADARES, et al., 2021). O que pode ser
determinado pelo tipo de colonizacdo nacional, mas ainda depende de pesquisas para
maiores esclarecimentos (VALADARES, et al., 2021).

Figura 5: Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil pessoas (para
homens e mulheres), estimadas para o ano de 2020, segundo Unidade da Federagdo para
neoplasia maligha do sistema nervoso central.
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Legenda: Em laranja, taxas de incidéncia de neoplasia da SNC ajustadas por 100 mil homens para
cada estado brasileiro. Em azul, taxas de incidéncia de neoplasia da SNC ajustadas por 100 mil
mulheres para cada estado brasileiro.
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Fonte: Adaptado de INCA e Ministério da Saude 2019.

Os tumores em SNC apresentam manifestages clinicas varidveis. Em 2006,
Wilne, et al. realizaram uma revisdo de 200 casos de tumores cerebrais observando
sintomas iniciais comuns, como cefaleia, vomito, instabilidade motora, disturbios
visuais, alteragdes comportamentais e convulsées. A diversidade dos sintomas €
consequéncia da variabilidade de topografias cerebrais. Algumas manifestacdes
podem ser graves, podendo até mesmo ser letais, mesmo no caso de tumores
benignos, pois estes podem exercer efeito massa, comprimindo estruturas importantes
do SNC (WILNE et al., 2016).

N&o h& uma causa clara para a formacdo de tumores de SNC. Fatores que
normalmente predispdem individuos ao cancer, em outros 6rgaos, a longo prazo, como
estilo de vida sedentario, ma alimentacao e cigarro, ndo pontuam para estes tipos de
tumor (AMERICA CANCER SOCIETY, 2018). O que se observa é o aumento do risco
de desenvolvimento para cancer de SNC em individuos com alta exposicao a radiacao
ionizante, deficiéncia do sistema imunoldgico, exposicbes ambientais (arsénico,
chumbo e mercurio), exposi¢cées ocupacionais (industria petroquimica, borracha,
plastico e gréafica, obesidade e aqueles que herdam caracteristicas genéticas
familiares (CLAUS, et al., 2011; MALMER, et al., 2003; INCA, 2019; BRAGANZA, et
al., apud OSTROM et al., 2020). Amiriam et al. (2016) afirmam que ha um risco
diminuido para desenvolver, em especial gliomas, em pacientes com histérico de
alergia e doencas atOpicas, como eczema, psoriase e asma, funcionando como um
fator protetivo devido a hiperativacao constante das células de defesa.

Neste momento, ainda ndo ha testes efetivos para o diagnostico de tumores
cerebrais, sendo o diagnostico realizado, na maioria das vezes, por uma combinacéo
de anamnese, exame fisico alterado e exame de imagem, devido a apresentacao de
sintomatologia pelos pacientes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). O que
invariavelmente pode atrasar o diagnostico, pois depende do aparecimento de
sintomas e da suspeicao clinica do médico para a combinacgéo dos fatores.

O tratamento depende do tipo e da gravidade do tumor, bem como idade ao
diagnoéstico e estado geral de saude do paciente. Ele baseia-se em resseccéo

cirirgica. Além disso, alguns pacientes podem ser abordados com quimioterapia e

25



irradiacdo adjuvante e neoadjuvante. Além da necessidade de terapias adicionais,
como fisioterapia, terapia ocupacional, psicologia, tratamento para dor e a insercéo de
cuidados paliativos, quando necessario (SU, LI, GAO, 2018; OPAS 2020). O objetivo
principal do tratamento € a cura do cancer ou, ao menos, prolongar consideravelmente
a vida do individuo com a qualidade de vida necesséria (OPAS, 2020).

A sobrevida de pacientes com tumores cerebrais e de medula espinhal depende
da idade ao diagndstico, raca, tipo do tumor, localizacdo, estadiamento e sucesso do
tratamento (OSTROM et al., 2020; AMERICA CANCER SOCIETY, 2020). Um estudo
americano de 2013 a 2017, demonstrou maior sobrevida na populagcéo de 0 a 14 anos
em relacdo a populacdo com 40 anos ou mais. O mesmo estudo ainda demonstrou
maior sobrevida em mulheres, exceto quando essas possuiam o diagnéstico de
glioblastoma ou tumores embrionarios ou de células germinativas (OSTROM, et al.,
2020).

Em se tratando de tumores como um todo, pode-se dizer que existem 0s
primarios e os secundarios. Sendo os primarios aqueles que tém inicio nas células
cerebrais ou da medula espinhal. Ja os secundéarios ou metastaticos tém sua origem
em outro segmento do corpo e posteriormente chegam ao SNC (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2020).

Nas criancas, os tumores metastaticos de SNC sdo menos comuns do que 0s
originados neste sistema. Ja em adultos isto se inverte, sendo os secundarios mais
prevalentes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018 e 2020).

Raramente os tumores que se iniciam no SNC espalham-se para 6rgaos
distantes, pois, apesar de em alguns casos as lesGes ndo se tratarem de tumores
propriamente dito malignos, por serem localizados e ndo se espalharem pelo SNC,
elas podem crescer no tecido cerebral e/ou na medula espinhal, ocasionando o
chamado efeito massa. Isto leva a compressdao de estruturas importantes
comprometendo a vida do individuo (WILNE et al., 2016; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2020).

O cancer de SNC tem inicio nos mais variados tipos celulares do cérebro ou
medula espinhal, como por exemplo células da glia, como astrocitos e

oligodendrdcitos, células meningoteliais, células ependimarias, neurbnios, entre outras
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(RIVERA, 2015; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). Podendo até se formar por
uma mistura entre os tipos celulares (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). E
comum que alguns tipos de tumores tenham inicio em certas partes do cérebro ou
medula espinhal e tendam a crescer a sua prépria maneira (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2020).

A classificacdo dos tumores de SNC baseia-se nos achados histopatolégicos,
gue por sua vez sdo apoiados por testes auxiliares sobre os tecidos, como por exemplo
a imuno-histoquimica, e conforme o0s anos passam, vao se adicionando novas
ferramentas, a fim de tornar o diagnéstico mais preciso (LOUIS et al, 2021).

A classificacdo histopatolégica que norteou as demais foi a classificacdo de
Bailey e Cushing, publicada em 1926. A mais recente foi publicada pela OMS em 2021,
em que ocorreram mudang¢as em algumas nomenclaturas, em relagéo a classificacéo
publicada em 2016. Houve um aumento da participacdo de ferramentas diagndsticas
com base em biologia molecular, genotipagem e alteracdes de proteinas nos tumores
de SNC (LOUIS et al, 2021).

Os gliomas estudados neste trabalho foram classificados com base na
atualizacdo de 2016 da Classificagdo de Tumores do Sistema Nervoso Central da
OMS de 2000, que classifica os tumores de SNC em graus de | a IV, a partir do
comportamento clinico previsto (LOUIS et al, 2016). Esta classificacdo pode ser

observada no quadro 1.

Quadro 1. Classificacdo de Gliomas Pediatricos a partir da Classificacdo da OMS de

2016

GLIOMAS GRAUS OMS
TUMORES OLIGODENDROGLIAIS E ASTROCITARIOS DIFUSOS
ASTROCITOMA DIFUSO, IDH-MUTANTE

ASTROCITOMA ANAPLASICO, IDH-MUTANTE

GLIOBLASTOMA, IDH-MUTANTE

GLIOBLASTOMA, IDH-SELVAGEM

GLIOMA DIFUSO DA LINHA MEDIA, H3K27M-MUTANTE
OLIGODENDROGLIOMA, IDH-MUTANTE E CODELEGCAO 1p-19q
OLIGODENDROGLIOMA ANAPLASICO, IDH-MUTANTE E CODELEGAO 1p/19q
OUTROS TUMORES ASTROCITARIOS

ASTROCITOMA PILOCITICO 1

w N DDA ODN

27



1ASTROCITOMA SUBEPENDIMARIO DE CELULAS GIGANTES
XANTOASTROCITOMA PLEOMORFICO
XANTOASTROCITOMA PLEOMORFICO ANAPLASICO
TUMORES EPENDIMARIOS

SUBEPENDIMOMA 1
EPENDIMOMA MIXOPAPILAR

EPENDIMOMA

EPENDIMOMA, FUSAO RELA POSITIVO 2o0u3
EPENDIMOMA ANAPLASICO 3

OUTROS GLIOMAS
GLIOMA ANGIOCENTRICO
GLIOMA COROIDE DO 3° VENTRICULO

Fonte: LOUIS (2016) adaptado por CASTRO (2022).

3.4 TUMORES DE SISTEMA NERVOSO CENTRAL NA PEDIATRIA

Os tumores de SNC séo o segundo tipo mais comum na faixa etaria pediatrica
perdendo apenas para as leucemias, representando 1 a cada 4 casos de cancer infantil
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023). Quando se explana sobre tumores solidos
pediatricos, 0 SNC passa a ser o primeiro da lista, sendo responsavel por um grande
percentual de mortes dentro da faixa etaria (OSTROM et al., 2020).

Segundo a American Cancer Society (ACS) (2023) mais de 4000 criangas ou
adolescentes sao diagnosticados com tumores cerebrais e/ou de medula espinhal nos
EUA todos os anos. Entre 2013 e 2017 a taxa de incidéncia de neoplasias na
populacao infanto-juvenil, benignas ou malignas, foi de 6,14 casos/100.000 habitantes,
sendo maior em individuos do sexo feminino e brancos (OSTROM et al., 2020).

No Brasil, os tumores de SNC representam cerca de 20% das neoplasias
pediatricas diagnosticadas, entretanto as taxas de incidéncia variam por regido do pais
(INCA, 2022; REIS et al., 2007). Segundo INCA apud AC. Camargo (2021),
aproximadamente 20.000 novos casos foram registrados em 2020 no Brasil.

Em torno de 3 a cada 4 criangas diagnosticadas com tumores cerebrais
sobrevivem, pelo menos, 5 anos apés o diagnostico, a depender, é claro, do tipo e

localizacdo do tumor, além de outros fatores como idade, estado de saude, entre
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outros, que devem ser levados em consideracdo (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2023).

Os tumores malignos de SNC s&o mais comuns em meninos, estando presente
em sua maior parte na regiao supratentorial em regido frontal, temporal, parietal e
occipital (OSTROM et al, 2020; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023).
Comparacdes de dados feitas por Ostrom et al. (2020) apontaram os gliomas como 0s
representantes de 80% das neoplasias de SNC. Sendo o tumor maligno mais comum
o glioblastoma (grau IV da OMS), com sobrevida média estimada de 8 meses
(OSTROM et al., 2020). Em se tratando de gliomas, os tumores derivados de
astrocitos, os astrocitomas, sdo o tipo mais prevalentes (HUSAIN, 2014; RIVERA
2015).

GLIOMAS

No mundo, a incidéncia de gliomas é bastante variavel. Ha predominancia pelo
sexo masculino, tendo uma média mundial de 3,4 casos por 100 mil habitantes por
ano (VALADARES, et al., 2021). Nos EUA a estimativa € de 7,15 casos por 100 mil
habitantes por ano, enquanto no Brasil esta estimativa € de 5,8 casos para 100 mil
habitantes. Devido ao tipo de colonizacdo brasileira, a populacdo é bastante
diferenciada de regido para regido, o que faz com que algumas localidades do pais,
como o sul, por exemplo, apresentem taxas muito diferenciadas em relacdo a certos
tipos de doencas (VALADARES, et al., 2021).

Glioma é um termo genérico para determinar tumores cerebrais que se iniciam
nas chamadas células da glia, sdo eles os astrocitomas, oligodendrogliomas,
ependimomas, entre outros (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018 e 2020). Se
considerar a populacdo em geral, trés em cada dez tumores cerebrais sdo gliomas e,
destes trés, dois sdo astrocitomas, sendo este o tipo mais prevalente (HUSAIN 2014;
LOUIS, 2016; SU, LI, GAO 2018). Na populacéo infantil cerca de metade dos casos
de tumor de SNC sao gliomas (HUSAIN, 2014; NACIONAL CANCER INSTITUTE,
2017).
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Por vezes, os gliomas sédo tumores de crescimento rapido, podendo espalhar-

se pelo cérebro, difundindo-se com as ceélulas normais do tecido, o que dificulta a

retirada do tumor (NACIONAL CANCER INSTITUTE, 2020). E raro que se manifestem
externamente ao SNC (NACIONAL CANCER INSTITUTE, 2020).

Devido ao fato dos astrocitomas representarem cerca de 80% do total dos gliomas,

eles séo o foco deste trabalho (WU et al., 2014).

ASTROCITOMAS

Entre os astrocitomas, ha quatro tipos mais prevalentes: astrocitoma pilocitico;
astrocitoma difuso; astrocitoma anaplasico; e glioblastoma ou GBM.

O astrocitoma pilocitico € o mais comum na infancia (LOUIS, et al., 2016;
OSTROM, et al., 2020). Trata-se de um tumor circunscrito, com bom progndstico,
sendo classificado como grau 1 pela OMS. O grau 2 € denominado astrocitoma difuso,
0 grau 3 astrocitoma anaplasico e o grau 4 glioblastoma ou GBM. Todos os trés séo
tumores infiltrativos. Além dessa primeira classificacdo, os astrocitomas podem ser
agrupados em baixo grau, constituido pelos grupos 1 e 2 da OMS, e alto grau com 0s
grupos 3 e 4 (LOUIS, 2016).

Esta divisdo baseia-se em critérios histopatoldégicos como hipercelularidade,
atipia nuclear, indice mitético, presenca de vascularizacdo glomeruloide e necrose
tumoral (LOUIS, et al., 2007; LOUIS, et al., 2016, apud CASTRO 2022). Os quatro

tipos mais frequentes estao representados no quadro 3.

Quadro 2. Classificacao histopatoldgica (tipo ou grau) de astrocitomas da OMS.

TIPO (GRAU) HISTOLOGICO GRAU DA OMS
ASTROCITOMA PILOCITICO 1
ASTROCITOMA DIFUSO 2
ASTROCITOMA ANAPLASICO 3
GLIOBLASTOMA 4

Fonte: LOUIS, et al., 2016 apud CASTRO, 2022.
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O grau do tumor, juntamente com alguns outros aspectos, determina e direciona
o tipo de tratamento necessario, em particular, a necessidade de radioterapia ionizante
e quimioterapia (LOUIS, et al., 2007).

Os astrocitomas pilociticos (grau 1 da OMS) sao lesdes circunscritas, bem
definidas, geralmente cisticas, de crescimento lento, de padrdo nao infiltrativo, e mais
comuns em criancas e adultos jovens (LOUIS, et al., 2007; ELLISON, 2013). Tém seu
pico de incidéncia entre 8 e 13 anos, diminuindo sua incidéncia com a progressao da
idade (ALVES, 2014; OSTROM, et al.,, 2020). A maioria destes tumores (85%)
desenvolve-se em regido infratentorial, no cerebelo (IT) (REFEIBERGER, COLLINS,
2004; LOUIS, et al., 2007). Em menor proporcdo pode aparecer também no nervo
optico, quiasma oOptico, hipotadlamo, talamo, ganglios da base, tronco cerebral,
hemisférios cerebrais e medula (ALVES, 2014).

Histopatologicamente séo caracterizados por baixa taxa mitética, com baixa ou
média celularidade, necrose ocasional, padrao bifasico com proporcdes de células
alongadas compactas e densas associadas ou ndo com fibras de Rosenthal e outro
com células soltas com formacg&o de microcistos e corpusculos granulares, agregados
proteicos e eosinofilicos (LOUIS, et al., 2007; LOUIS, et al, 2016 apud CASTRO,
2022). As fibras de Rosenthal sdo depodsitos de material hialino, constituido por
proteina alfa-beta cristalina, situadas nos prolongamentos dos astrécitos bipolares,
com organizagdo semelhante a “contas de rosario” (BURGER, et al., 2002). Sua
presenca em astrocitomas pilociticos corrobora o diagnostico, porém sua falta ndo o
exclui (BURGER, et al., 2002). Estudos apontam que a presenca de fibras de
Rosenthal esta ligada ao aumento da taxa de sobrevida (BLEGGI-TORRES, et al,
1997). Apresentam bom prognadstico apos resseccado cirdrgica e uma taxa de sobrevida
em 5 anos de 95% (LOUIS, et al, 2007, ELLISON, 2013; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2018). As fibras de Rosenthal podem ser observadas na figura 6.
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Figura 6: Fibras de Rosenthal em Astrgci‘toma Pilocitico Cerebelar.
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Legenda: (A) Fibras Rosenthal coradas em HE em um astrocitoma pilocitico cerebelar. As fibras de
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astrocitoma pilocitico cerebelar demonstrando material grumoso, amorfo e eletrodenso, compativel com
fibras de Rosenthal presentes nos prolongamentos astrocitarios
Fonte: Anatomia Patol6égica Unicamp
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O astrocitoma difuso (grau 2 da OMS) representa de 10 a 15% dos tumores
oriundos de astrocitos (ALVES, 2014). Eles podem estar presentes em qualquer regido
do SNC, com maior preferéncia pelos hemisférios cerebrais (LOUIS, et al., 2007).
Apresentam padréo infiltrativo difuso a estruturas adjacentes (LOUIS, et al., 2007). A
histopatologia apresenta células com atipias nucleares, irregulares, hipercromaticas e
baixo padrdo mitético (CASTRO, 2022). Tem alteragBes genéticas relacionadas ao
gene supressor de tumor TP53 (Tumor Protein 53) e outros genes pontuais (ALVES,
2014). Ha trés variacdes histologicas: fibrilar (mais comum), protoplasmatico e
gemistocitico (HUSAIN, 2014 apud CASTRO, 2022). Apresentam uma taxa de
sobrevida em 5 anos de 80 a 85% (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

Apesar da imprevisibilidade do astrocitoma difuso progredir para astrocitoma
anaplasico, o astrocitoma difuso (grau 2) juntamente com o astrocitoma pilocitico (grau
1) sdo agrupados na categoria de gliomas de baixo grau (CASKEY, et al., 2000;
LOUIS, et al, 2007).

O astrocitoma anaplésico (grau 3 da OMS) € um tumor infiltrativo, com presenca
de anaplasias celulares focais, dispersas com grande potencial mitotico proliferativo e
nacleos hipercromaticos e pleomorficos (ALVES, 2014; LOUIS, et al., 2016). Sua
localizagcdo é semelhante a do astrocitoma difuso, com preferéncia pelos hemisférios
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cerebrais (LOUIS, et al., 2016). Histologicamente apresenta atipia nuclear,
celularidade e atividade mitética aumentadas, sem a presenca de neovascularizacéo
e necrose (REFEIBERGER, COLLINS, 2004; LOUIS, et al., 2016). Assim como no
astrocitoma difuso, o astrocitoma anaplasico também apresenta mutacdo no gene
TP53 (ALVES, 2014). Apresenta uma taxa de sobrevida em 5 anos de 25%
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

Eles podem ter seu inicio em um astrocitoma de baixo grau, que em um intervalo
médio de 2 anos, tendem a evoluir para GBM, ou ter seu inicio do zero ja em fase mais
avancada sem indicio de lesdo precursora, sendo chamados de primarios (ALVES,
2014). De uma forma geral, é possivel inferir que o astrocitoma anaplasico € um
estagio intermediario do caminho de evolucédo do glioblastoma (ALVES, 2013).

O glioblastoma (grau 4 da OMS) é o tumor primario maligno mais frequente,
extremamente agressivo e infiltrativo (REFEIBERGER, COLLINS, 2004; LOUIS, et al.,
2007). Eles podem ocorrer em qualquer faixa etaria, com maior predilecéo por adultos
entre 40 e 70 anos (LOUIS, et al., 2016). Ocorrem mais frequentemente na substancia
branca em hemisférios bilateralmente, em lobos frontal, temporal e parietal (ALVES,
2014; LOUIS, et al.,, 2016). Frequentemente acometem ambos os hemisférios,
apresentam um padréo tipico de “asa de borboleta” visto em imagem radiografica e
necropsia pés mortem (CASTRO, 2022). Tendo uma taxa de sobrevida em 5 anos
estimada em 20% (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

A histologia apresenta atipias nucleares, pleomorfismos celulares acentuados,
células gigantes multinucleadas, alto indice mitdtico, necrose geografica e/ou
neovascularizacdo “glomeruloide” (ALVES, 2014; CASTRO 2022). A maioria dos
glioblastomas origina-se “de novo” (ou primario), ou seja, sem quaisquer evidéncias
clinicas e/ou histolégicas de lesdes malignas de menor grau, todavia eles, também,
podem ser secundarios originando-se de astrocitomas de menor grau (GLADSON,;
PRAYSON; LIU, 2010).

Os astrocitomas primarios predominam na faixa etaria pediatrica, respondendo
por 90% dos casos, enquanto os astrocitomas secundarios tém maior predominancia
em adultos (APPIN, et al., 2015, apud CASTRO 2022).
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Por se tratar de lesdes altamente infiltravas, sdo mais resistentes a tratamentos,
nao respondendo adequadamente as terapias (ALVES, 2014). Geralmente
apresentam sobrevida menor do que 1 ano (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).
Por serem mais agressivos, o0 astrocitoma anaplasico (grau 3) e o glioblastoma (grau
4) foram agrupados na categoria de astrocitomas de alto grau (ELLISON, 2013;
CASKEY et al., 2000).

Entre 2013 e 2017, 51,6% das neoplasias de SNC diagnosticadas na populacéo
de 0 a 14 anos, nos EUA, foram de gliomas. Os astrocitomas pilociticos
corresponderam a 14,9% dos casos, enquanto o glioblastoma representou 2,9% dos
casos (OSTROM, et al., 2020).

Figura 7. Taxa de incidéncia de tumores cerebrais e outros tumores do SNC ajustada por idade.
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Legenda: A: Incidéncia de 0 a 19 anos, demonstrando diminuicdo do indice de gliomas (linha rosa -
quadrado) conforme o envelhecimento da populacdo. Além disso, diminuicdo da porcentagem de
astrocitomas pilociticos (linha azul — triangulo) conforme o envelhecimento da populacédo. B: Incidéncia
de 20 a mais de 75 anos, demonstrando que com o aumento da idade, a presenca de glioblastoma
(linha rosa — bola) torna-se mais prevalente.

Fonte: OSTROM et al., 2020

Se considerarmos pacientes que passam por intervencdes de tratamento,
cirdrgicas ou nao, com alguma resposta terapéutica pessoas com astrocitoma difuso
apresentam sobrevida média de 7 anos, o numero que cai pela metade quando se
trata de astrocitoma anaplasico e a sobrevida ndo chega a 12 meses nos glioblastomas

(LOUIS, et al.,, 2007). Nos casos de astrocitomas refratarios, aqueles que nao
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respondem ao tratamento otimizado, a sobrevida é de apenas 3 anos (SU, LI, GAO,
2018).

3.5 BIOMARCADORES

Para a realizacdo de uma classificacdo adequada, as caracteristicas
histopatolégicas sdo necessérias. As alteracbes causadas nas células, fruto de
modificagdes genéticas, séo sitios importantes de pesquisa e € neste ponto que se
enguadra o estudo dos biomarcadores (LOUIS, 2016).

Com o intuito de auxiliar a realizacao de um diagndstico mais precoce e preciso
dos gliomas, o estudo dos biomarcadores tumorais faz-se necessério. Estes
marcadores podem auxiliar, ndo apenas na definicdo do tipo do tumor, mas nortear a
terapéutica do paciente, individualizando cada tratamento.

Dentre os biomarcadores de células neoplasicas estudados neste trabalho,
destaca-se a Proteina Inibidora de Apoptose Ligada ao X (XIAP), que foi comparada
a marcadores tumorais ja consagrados como o Ki-67 e a proteina p53, oriunda do gene
TP53.

PROTEINA Ki-67

A proteina Ki-67 (ou antigeno Ki-67) € uma proteina nuclear ndo histona, que
esta diretamente relacionada com a divisdo celular e a malignidade dos tumores
(DUREGON, et al., 2016). O nome Ki-67 ocorreu devido a identificacao da proteina na
672 placa de cultura tecidual a partir do anticorpo Ki-67 monoclonal oriundo de
camundongos de uma pesquisa para a doenca de Hodgkin L428 na cidade de Kiel, na
Alemanha (GERDES, et al., 1983, BARBOSA, et al., 2003). A proteina Ki-67 humana,
e codificada no gene MKI67, no cromossomo 10 (LUZZATTO, 2014).

A proteina € corada a partir de uma reacdo de imuno-histoquimica e

guantificada em porcentagem por um médico patologista, refletindo assim a velocidade
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de multiplicacdo das células tumorais, uma vez que se encontra presente em todas as
fases do ciclo celular (CHAGAS, 2018).

A proteina Ki-67 esté intimamente ligada a proliferacdo celular e a transcricdo
do RNA ribossémico (BULLWINKEL, et al., 2006). Ela esta presente em quase todas
as fases do ciclo celular (G1, S, G2, mitose), a excecéo € a fase GO, fase de repouso
(BRONWN; GATTER, 1990). Durante a interfase € possivel localizar a proteina,
exclusivamente, dentro do nucleo das células (LUZZATTO, 2014). O conteldo celular
de proteina Ki-67 aumenta durante a fase S do ciclo celular, devido ao fato de ser
neste momento que ha duplicagdo do DNA (DARZYNKIEWICZ, et al., 2015). J& no
periodo das mitoses é possivel encontrar a proteina alocada junto a superficie dos
cromossomos (LUZZATTO, 2014)

Figura 8. Fases do ciclo celular.
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Legenda: O ciclo celular é dividido em quatro fases principais: G1 com aumento celular e producéo de
componentes para replicacdo celular; Fase S com a replicacdo do DNA e estruturas; Fase G2 com
aumento celular e preparacéo celular para a divisdo celular; Fase M onde ocorre a divisdo celular em
si. A expresséo celular de Ki-67 acontece durante todas as fases do ciclo celular, ja p53, apesar de
poder ser ativada em qualquer fase do ciclo, esta presente em maior proporgao na fase G1.

Fonte: A Autora (2023), criado com BioRender.com. Adaptado de BOLOGNA-MOLINA, et al., 2013.
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Apesar de ndo ser exclusivo de células malignas, sendo expresso em qualquer
célula, seu numero é aumentado devido a falha de apoptose das células tumorais que
seguem em replicacdo constante (BARBOSA, et al., 2003). Sendo assim, estudos
demonstram que quanto maior a quantidade desta proteina, pior o progndstico do
paciente (DUREGON et al. 2016; MORAES-FILHO, RABENHORST, 2006; ISOLAN et
al. 2005;).

Uma metandlise de Azambuja, et al. (2007) sustenta que uma alta expressao
de Ki-67 esta associado a um pior progndstico para alguns tipos de canceres. Estudos
feitos por Faria, et al. (2006) observaram a expressao aumentada de Ki-67 a depender
do aumento do grau do astrocitoma, independente de ndo predizer a sobrevivéncia
dos pacientes, ainda assim podem ser um fator importante de prognadstico clinico dos
astrocitomas (TORTOSA, et al., 2003; KATO, et al.,2004; JOHANNESSEN, et al.,
2006; MOSKOWITZ, et al., 2006; Chen et al., 2015). A meta-analise de Chen, et al.
(2015) somou 4307 pacientes de 51 estudos diferentes, demonstrando Ki-67 menor
gue 10% para gliomas de baixo grau e Ki-67 maior que 10% para gliomas de alto grau.
O estudo de Wong, et al. (2019), que analisou apenas glioblastomas, observou que
pacientes que apresentaram expressao de Ki-67 maior ou igual a 22% tiveram pior

sobrevida global.

PROTEINA p53

O gene TP53 (ou Tumor Protein p53) € um gene supressor de tumor
responsavel por impedir a proliferacao celular diante de uma neoplasia e de eventos
estressantes, sendo ele o gene que mais sofre mutacdes quando se trata de
oncogénese (FETT-CONTE, 2002; JORUIZ, BOURDON, 2016; D'BROT et al., 2017).

O gene TP53 foi descoberto ha quatro décadas, descrito pela primeira vez em
1979, estando localizado no braco curto do cromossomo 17, na posicdo 17pl13.1
(AUBREY, et al., 2022 apud CASTRO, 2022; NCBI, 2022 apud CASTRO, 2022). Ele
garante integridade gendmica pois propicia resposta ao estresse celular, desta forma,
propicia a supressao tumoral (AUBREY, et al., 2022 apud CASTRO, 2022).
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A partir do gene TP53 é transcrita a proteina 53 (p53), uma proteina nuclear de
53 kilodaltons, com estrutura tetramérica, com meia-vida bastante curta quando néo
mutada, sendo, normalmente, indetectavel nos estudos (FRUM; GROSSMAN, 2014;
RIVLIN, et al., 2011; SIMABUCO, et al., 2018). J& quando ha mutac&o no gene TP53,
as proteinas sintetizadas a partir deste gene alterado, mesmo quando estdo em forma
inativa, podem acumular-se nas células (MAY, 1995; MILNER, 1997; VANDE WANDE;
KEIN, 1998; MAY; FRUM; GROSSMAN, 2014). Quando funcionantes, aumentam sua
expressao com ganho de funcdo oncogénica (FRUM; GROSSMAN, 2014).

A p53 tem a alcunha de “guardia do genoma”, uma vez que tem fungao
primordial de impedir a proliferacéo de células com DNA alterado (AZEVEDO, 2021).
Ela pode ser ativada a qualquer momento do ciclo celular, apesar de serem mais
frequentes em G1, para ativagdo da cascata de reparacdo de forma a arrumar 0s
possiveis erros de replicacdo e em caso de inviabilidade de reestruturacéo disparar o
sinal de apoptose celular impedindo a divisao celular, como pode ser observado no
esquema da figura 8 (KASTENHUBER; LOWE, 2017; AZEVEDO, 2021).

As mutacdes em genes supressores de tumor ocasionam perda de fungao das
proteinas sintetizadas por eles (CASTRO, 2022). De forma que quando ha uma p53
disfuncional ndo ha como realizar a correcado dos erros ocorridos durante a replicacao
do DNA e nem como dar sequéncia a apoptose (AZEVEDO, 2021). H4 aumento da
carcinogénese devido a proliferacdo de células tumorais, migracdo, invasao,
reprogramacao metabdlica e quimiorresisténcia (JORUIZ; BOURDON, 2016; YUE, et
al., 2017; CHIANG, et al., 2021, apud CASTRO, 2022).

Cerca de 50% dos tumores tém seu gene TP53 com alguma mutacao,
gerando proteinas deficientes, sendo frequentemente encontrada em gliomas
(ICHIMURA, et al., 2000). O percentual de mutac@es esta diretamente relacionado ao
tipo tumoral variando aproximadamente 10% nas leucemias, 20% nos canceres de
mama, 30% nos canceres gastricos, 35% em gliomas e mais de 60% em cancer
colorretal e ovariano (ROYDS, et al., 2006 apud SILVA, 2012).

Uma meta-analise feita por Jin e colaboradores (2016) incluiu 1322 pacientes
com gliomas, demonstrando aumento significativo de p53 associado ao grau do glioma

e a sobrevida dos pacientes. Pesquisas do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA) (2008)
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apontaram que cerca de 87% dos glioblastomas tém alteracdes genéticas na via da
p53, apresentando-se uma boa ferramenta no diagnodstico e acompanhamento dos
gliomas. (FETT-CONTE, 2002; JORUIZ, BOURDON, 2016; D'BROT, et al., 2017).

PROTEINAS INIBIDORAS DE APOPTOSE (IAPs)

A apoptose ou morte celular programada pode ser ativada por duas vias:
intrinseca e extrinseca. A via intrinseca tem seu inicio a partir de estimulos internos,
como dano ao DNA, que alteram a permeabilidade da membrana mitocondrial e
culmina na liberacdo de proteinas, como citocromo ¢ e SMAC (Segundo Ativador
Mitocondrial de Caspase). No citoplasma o citocromo C ligasse a APAF-1 (Fator de
Ativacdo de Protease Apoptética 1) levando a formacgé&o do apoptossomo com ativagao
da via das proteinas caspases e subsequente apoptose (SILVA, 2017). J& a via
extrinseca se ativa com estimulos externos, como citocinas, por exemplo, que se ligam
aos receptores de membrana, que recrutam moléculas especificas formando um
complexo de sinalizagao indutora de apoptose (DISC), dando o alarme para a ativagao
das caspases e posterior apoptose (McILWAIN, et al., 2013). As caspases séao
proteases que clivam substratos para mediar todo o processo (FULDA; VUCIC, 2012).

Ambas as vias podem ser reguladas pelas proteinas inibidoras de apoptose (IAPS).

Figura 9. Vias de inducdo da apoptose e inibicdo pelas proteinas inibidoras da apoptose (IAPS).
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Legenda: A via intrinseca da apoptose é iniciada por estimulos que geram dano ao DNA celular, o que
leva a alteracdo da membrana mitocondrial levando a liberagdo de citocromo c¢ no citoplasma. O
citocromo c¢ junta-se com a APAF-1 no citoplasma formando o apoptossomo, que resulta na ativacao
das caspases e posteriormente no processo de apoptose. A via extrinseca tem seu start a partir de
eventos externos culminando na interagdo entre alguma molécula e o receptor celular, que recruta
moléculas do citoplasma celular, formando o complexo DISC e ativando a via das caspases. As IAPs
podem agir tanto na via intrinseca quanto na extrinseca, inibindo diretamente ou indiretamente a
ativacao das caspases, e por consequéncia a apoptose celular.

Fonte: A Autora, 2023, Adaptado de WRIGHT; DUCKETT, 2005, apud SILVA, 2017. Criado com
BioRender.com.

As IAPs foram descritas pela primeira vez a partir de um estudo que buscava
identificar genes antiapoptoéticos essenciais a replicacéo viral em células hospedeiras
de baculovirus (CROOK, et al., 1993). Sua fun¢éo é a regulacéo negativa da apoptose
através da inibicdo direta ou indireta das caspases, ou seja, impedir a apoptose celular
(SILVA, 2017).

A familia das IAPs atualmente € formada por oito membros: NAIP (Proteina
inibidora da apoptose neuronal ou BIRC1), clAP1 (BIRC2), clAP2 (BIRC3), XIAP
(proteina inibidora da apoptose ligada ao X ou BIRC4), Survivina (BIRC5),
Bruce/Apollon (enzima conjugada a ubiquitina contendo BIR ou BIRC6), ML-IAP
(BIRC7) e ILP2 (IAP-like 2 ou BIRC 8) (SILVA, 2017).

A principal caracteristica dessa familia de proteinas & a existéncia de um
dominio Baculoviral IAP Repeat (BIR) que interage com proteinas (SRINIVASULA &
ASHWELL, 2008). Além do BIR, algumas IAPs, também, possuem um dominio RING
(Really Interesting New Gene) com funcdo de ligar a proteina ubiquitina a outras
proteinas e a ela mesma (ubiquitina E3 ligase), o que marca as proteinas enviando-as
para a degradacédo via proteassoma, de forma a realizar regulacéo e autorregulacao
das proteinas celulares (FULDA; VUCIC, 2012; KOCAB; DUCKETT, 2016).

Em algumas IAPs também estdo presentes os dominios CARD (Dominio de
Ativacdo e Recrutamento de Caspases) e o0 dominio UBA (Dominio Associado a
Ubiquitina). O dominio CARD esta envolvido com a interacdo entre as proteinas
associadas as caspases e a autorregulacao de clAP1 (BIRC 2) (LOPEZ, et al., 2011).
Ja o dominio UBA auxilia no recrutamento de outros fatores que envolvem o processo
de ubiquitinacdo, bem como participa da ligacdo entre a ubiquitina e seus substratos
(BUDHIDARMO; DAY, 2014). O dominio UBC (Conjugacédo a Ubiquitina de Apollon)
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nao tem funcdes bem elucidadas, porém é sabido que esta associado a ubiquitinacao
e degradacéo via proteassoma (OBEXER; AUSSERLESHNER, 2014).
Tradicionalmente as IAPs estdo ligadas a inibicdo das vias apoptéticas, todavia
diversos estudos demonstraram outras fungdes para esta familia. Como por exemplo,
na formacé&o do fuso mitético e divisdo celular, regulacéo das outras vias de sinalizacdo
como NFkB e JNK1, metabolismo do cobre, entre outras (MITA, et al., 2008; SANNA
et al., 2002; MUFTI, et al., 2007). Dentro deste exposto, o0 presente estudo dara

atencao especial a Proteina XIAP e seu envolvimento com astrocitomas pediatricos.

PROTEINA INIBIDORA DE APOPTOSE LIGADA AO X (XIAP)

A XIAP, também conhecida como BIRC4, MIHA ou hILP, € uma proteina da
familia das inibidoras de proteinas de apoptose (GAO et al., 2019). Ela foi vista pela
primeira vez por Liston, et al. (1996) em uma analise sobre um banco de dados que
sequenciava IAPs em mariposas Cydia pomonella. No estudo foi identificada a
sequéncia genética da proteina presente no cromossomo X, que a partir dali foi
denominada XIAP (SILVA, 2017).

A XIAP possui trés dominios BIR (BIR1, BIR2, BIR3) na por¢do N-terminal, um
dominio UBA e wum dominio RING na por¢cdo C-terminal (OBEXER,;
AUSSERLECHNER, 2014). Os diferentes dominios estdo associados a diversas
interacdes proteicas. A partir do dominio BIR3 XIAP interage com a caspase 9 —
iniciadora e em BIR2 interage com as caspases efetoras 3 e 7, inibindo estas caspases
ambas as vias apoptoticas ficam bloqueadas (SCOTT, et al., 2005; PRABHU et al.,
2018; GAO et al., 2019; JEONG et al., 2019; AYACHI et al., 2019). Sendo assim XIAP
capaz intervir na via apoptética em diferentes fases, inibindo a morte celular em
resposta a estimulos (SCHIMMER, et al., 2006).

Através do seu dominio BIR1, XIAP interage com a proteina TAB1 (TAK1-
binding Protein), presente na via de ativacdo da proteina quinase TAK1 (Transforming
Growth Factor B-activated Protein Kinase 1), o que gera ativacdo do fator nuclear
Kappa Beta (NFxB), importante na progressdo tumoral, angiogénese, invasédo e

metastase tumoral (LU, et al., 2007). O domino UBA participa do processo de
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sinalizacdo que depende da Ubiquitina (TSE, et al., 2011). Além de estar relacionado
a ativacdo de NFxB juntamente com BIR1 (TSE, et al., 2011).

O dominio RING, assim como o dominio UBA, esté intimamente ligado com o
processo de degradacéo pelo proteassmo. Ele apresenta fungdo de Ubiquitina E3
ligase, unindo-se a ubiquitina E2 ligase para promover a transferéncia da ubiquitina a
sua proteina alvo, a qual pode ser a propria XIAP ou ainda a proteina SMAC/DIABLO
e caspase 9, proteinas pré-apoptoéticas (YANG, et al., 2000; MORIZANE, et al., 2005,
SILVA,2017). Este dominio € importante para a ubiquitinacdo de XIAP por outras IAPs
gue também possuem o dominio RING (CHEUNG, et al., 2008). As fun¢des dos

dominios pertencentes a XIAP podem ser vistos na figura 10.

Figura 10. Estrutura da XIAP e funcéo dos seus dominios.

DOMINIOS PROTEINA XIAP

) | |

TAB 1 CASPASE 3 CASPASE 9 l
CASPASE 7
ATIVIDADE
l UBIQUITINA
E3 LIGASE
TAK 1
1 ‘,

PROCESSO DE

ATIVAGAO UBIQUITANAGAO
DE NFxB ATIVAGAO DE NFxB

Legenda: A figura mostra os dominios presentes na XIAP e suas fungcfes. O dominio BIR1 ativa a
proteina TAB1 e por consequéncia TAK1 e NFkB. O dominio BIR2 promove inativagcao das proteinas
caspases 3 e 7, bem como BIR 3 promove inativacdo da caspase 9. O dominio UBA além de promover
ativacdo de NFxB, promove o processo de ubiquitina¢@o de outras proteinas pois participa do processo
de ligacéo da ubiquitina aos substratos. E o dominio RING tem funcéo de Ubiquitina E3 ligase, sendo
responsavel por ligar a si mesma e a outras proteinas para encaminha-las para degradacdo via
proteassomo, sendo importante na autorregulacdo e na heterorregulacdo proteica. Siglas: BIR:
baculoviral IAP repeat; NFxB: nuclear factor kappa B; UBA: dominio associado a ubiquitinacdo; RING:
really interesting new gene; UBA: dominio associado a ubiquitina; TAB1: TAK1- binding protein; TAK1:
transforming growth factor 3-activated protein kinase 1.

Fonte: A autora ciado com BioRender.com (2023), adaptado de SILVA, 2017.

A XIAP esta presente em todas as células do corpo, exceto em leucocitos do
sangue periférico tanto em tecidos normais quanto nos neoplésicos (VISCHIONI, et
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al., 2006; GAO et al., 2019). Sendo possivel observar sua maior expressdo em tecidos
tumorais de diversos tipos (VISCHIONI, et al., 2006).

A proteina XIAP apresenta padrao de distribuicdo celular heterogéneo, podendo
variar sua expressao a depender do tipo celular (SILVA, 2017). Em células livres de
neoplasia a XIAP é encontrada predominantemente no citoplasma, todavia em alguns
tipos de células, como acinos pancreaticos e células de Sertoli, é possivel observar a
proteina no nucleo (VISCHIONI, et al., 2006). De forma que XIAP pode se deslocar do
citoplasma para o nucleo e vice-versa com base no estimulo fornecido (SILVA, 2017).
Os estudos de Siegelin et al. (2005) e Russel et al. (2008) determinaram a localizag&o
citoplasmatica ou perinuclear de XIAP em condicbes normais em cérebros de
camundongos, porém quando estes ratos eram expostos a isquemia cerebral,
observou-se padrao difuso da localizacdo, sendo possivel encontrar a proteina nao so
no citoplasma, mas também no nucleo.

Cao et al. (2014) relatam que alguns estudos demonstraram que a presenca de
XIAP no ndcleo celular mostrou-se desfavoravel, uma vez que manifesta papel
oncogeénico interagindo com alguns fatores de transcricdo aumentando a capacidade
proliferativa das células tumorais, conferindo pior progndstico aos pacientes com
cancer (ZHANG, et al., 2011).

Estudos demonstram que altos niveis de XIAP promovem resisténcia a drogas
quimioterapicas nos modelos in vitro de células tumorais (SILVA, 2017). Por exemplo,
em células derivadas de cancer pancreatico em que ocorreu silenciamento de XIAP,
observou-se diminuicao de resisténcia as drogas mais utilizadas, 0 mesmo aconteceu
com células neoplasicas de cancer de prostata e de leucemia mieloide crénica
(AMANTANA, et al., 2004; SHRIKHANDE, et al., 2006; SILVA, et al., 2013). Além de
aumentar a sensibilidade as drogas quimioterapicas, o silenciamento de XIAP ainda
induziu ao aumento de apoptose (AMANTANA, et al., 2004). Flanagan, et al. (2015)
observaram a elevada expressao de XIAP como indicativo de resisténcia a radioterapia
em pacientes com tumor colorretal.

De forma que é possivel inferir o papel de XIAP no aumento da resisténcia ao
tratamento do cancer, tanto medicamentoso quanto radioterapico nos mais diferentes

tipos tumorais (SILVA, 2017). Por exemplo, no estudo de Silva et al. (2007) o
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silenciamento de XIAP mostrou reducédo do crescimento do glioblastoma em 40%, bem
como aumentou significativamente a sensibilidade a medicacéao.

Sendo assim, é possivel afirmar que uma grande expressao da proteina XIAP
no tecido pode estar associada ao aumento da tumorogénese, angiogénese, invasao
tumoral e resisténcia as terapias antineoplasicas (OBEXER, AUSSERLECHNER,
2014).

Altos niveis de XIAP podem ser indicativos de um mau prognostico ou baixa
taxa de sobrevida, sendo esta, uma razéo para que ela se torne um alvo no tratamento
do cancer (GAO et al., 2019). Além disso, como as proteinas Ki-67 e p53 atuam na
manutencado do ciclo celular e estdo superexpressas nas células tumorais também sao
indicativos de mau progndstico e biomarcadores uteis no diagndstico e seguimento
dos tumores (Hanahan; Weinberg, 2011; JURIKOVA, et al., 2016).

Desta forma, mais estudos que visam estabelecer relacdes entre a expressao
das proteinas XIAP, Ki-67 e mutacbes do gene TP53 em gliomas devem ser
realizados. Uma vez que, estes podem vir a ser futuros alvos para terapias
anticancerigenas. Além disto, entender as vias das proteinas e suas correlacdes é
fundamental para proporcionar melhores progndsticos e maior qualidade de vida aos

pacientes com neoplasias sélidas.

4. OBJETIVOS

4.10BJETIVO GERAL

Avaliar a imunoexpressao tecidual da proteina XIAP em amostras de astrocitomas

pediatricos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Correlacionar os achados de expressao tecidual da XIAP com o grau (tipo) histolégico

dos astrocitomas.
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Correlacionar achados de expresséo tecidual da XIAP com a classificacédo dos gliomas
em alto e baixo grau.
Correlacionar a imunoexpressao tecidual da XIAP com a imunoexpressao tecidual dos

marcadores: p53 e o Ki-67.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi revisado e aprovado pelo comité de ética e pesquisa do
Hospital Pequeno Principe, em Curitiba, Parana (nimero de registro: 1.787.170). Ele
€ parte de um estudo retrospectivo observacional de coorte, realizado no Instituto De
Pesquisa Pelé Pequeno Principe (IPPPP), em parceria técnica com o Laboratério de
Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catélica Do Parana (PUCPR), cujo
nome se intitula “Investigacdo de biomarcadores em tumores sélidos pediatricos do
sistema nervoso”, CAAE: 13240619.5.0000.0097. (anexo 1)

Foram selecionados 186 casos de gliomas pediatricos diagnosticados no
Hospital Pequeno Principe, no periodo entre 2003 e 2015. Apos realizacdo desta
selecdo, 101 casos foram incluidos na amostragem e 85 casos foram excluidos. Foram
incluidos no estudo pacientes com diagndstico de astrocitoma pediatrico com
diagnostico confirmado e cirurgia de resseccédo feita entre os anos de 2003 e 2015.
Foram excluidos do estudo pacientes com dados incompletos de prontuario e/ou que
nao possuiam amostras de material no laboratorio de Patologia Experimental, ou
amostras que apresentavam pequena quantidade de material tumoral ou que né&o
apresentavam material tumoral nos blocos de parafina.

Entre os casos que foram adicionados ao estudo estdo 56 astrocitomas
pilociticos (grau 1), 23 astrocitomas difusos (grau 2), 3 astrocitomas anaplasicos (grau

3) e 19 glioblastomas.
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Figura 11. Fluxograma de selec&o de casos e amostra final de gliomas, divididos por grau (tipo)

histol6gico seguindo a classificagdo em quatro graus.
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Fonte: A Autora (2023), criado com BioRender.com, adaptado de CASTRO (2022).

Nos prontuarios dos casos selecionados, foram captadas as seguintes variaveis
clinico-patolégicas: género; idade ao diagnostico; topografia da lesédo; grupo
histologico; tempo de sobrevida e desfecho, sendo paciente vivo ao final do estudo ou
oObito.

Dos blocos a disposicao, com o auxilio de uma placa fria, microtomo e navalha
de microtomia, realizaram-se cortes histoldégicos de 4um de espessura. Estes cortes
foram alocados em l|aminas. Estas laminas histologicas foram coradas em
hematoxilina-eosina (HE).

Apdés a confeccdo das laminas, as areas que apresentaram alteracfes
degenerativas (necrose), hemorragia, calcificacdo e/ou artefatos de fixacdo ou
inclusdo, foram excluidas e as areas remanescentes foram selecionadas. Estas areas

selecionadas de tecido neoplasico foram coletadas por meio de broca Trefina

Neodent®: cilindrica, de 3 mm de diametro, acoplada a uma caneta-pino-chave e a um
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motor de suspensao de 130 watts, da marca Bethil®. De cada um dos 101 casos
coletou-se, no minimo, duas amostras distintas dos blocos originais (doadores).

As amostras, entdo, foram novamente reemblocadas, utilizando-se parafina

liquida, a 60°C, e repousaram sobre uma placa de gelo, a 10°C negativos, durante 30
minutos. O que resultou blocos multiamostrais de parafina, desta vez com fragmentos
cilindricos das varias amostras coletadas anteriormente. Sdo os chamados TMAs (do

inglés, tissue microarrays).

Figura 12. Esquema da montagem de um bloco parafinado multiamostral de TMA.

Routine histologic Tissue core Construction of
paraffin block tissue microarray

TMA sectioning Assessment
and processing of expression
—_— -
o
2
c
=
(7}
Sum section Tissue microarray Statistical analysis of biomarker

Legenda: Inicialmente, amostras com o diametro de 3mm foram coletadas de posi¢des especificas das
amostras que compdes os blocos originais (blocos-doadores). Posteriormente, as novas amostras foram
compiladas em blocos Unicos de parafina, contendo diversas amostras (bloco-receptor).

Fonte: Rimm et al., 2021 apud Nagashima 2022.
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Submeteu-se os TMAs a cortes histolégicos sequenciais de 4um, como

realizado anteriormente. E desta vez foi realizada a técnica de imuno-histoquimica.

Figura 13. Bloco de parafina de TMA dos casos de astrocitoma difuso do estudo.

Fonte: A autora. (2022)

A partir dos cortes histolégicos dos TMAS, realizou-se a pesquisa imuno-
histoquimica de XIAP. As laminas foram submetidas a desparafinizacdo com xilol,
desidratacdo com élcool, e reidratacdo com agua.

Incubou-se as laminas em camara Umida e fria, seguindo o protocolo do
Laboratério de Patologia Experimental da PUC-PR.

O ensaio de imuno-histoquimica preconizou um protocolo de incubacéo dos
anticorpos primarios em camara Umida, com temperatura entre 2 e 8°C, overnight. O
polimero secundéario (Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring
Bioscience, Pleasanton, CA) foi aplicado no material testado por 25 minutos em
temperatura ambiente. A revelacdo da técnica se deu com a adicao do complexo 2, 3,
Diaminobenzidina + substrato peréxido de hidrogénio, por tempos suficientes para o
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desenvolvimento da cor castanha, seguida de contra-coloracdo com Hematoxilina de

Harris. Os resultados foram confirmados pela reatividade de um controle positivo, onde

uma amostra tecidual com imunoexpresséo sabidamente positiva para o anticorpo foi

alocada juntamente com as amostras testadas.

Quadro 3. Anticorpos utilizados na pesquisa

Proteina Anticorpo Especificacbes Origem Marca Diluicdo
XIAP Polyclonal antibody to x- Policlonal de Katy -Estados Cloud-Clone 1:100
linked inhibitor of apoptosis Coelho Unidos
protein (XIAP)
p53 Anti-human p53 protein Monoclonal de Glostrup - Dakocytomation 1:200
antibody camundongo Dinamarca
Ki-67 Primary Antibody: Monoclonal de Carpinteria— | Dakocytomatiom 1:150
Monoclonal Rat Anti- Mouse camundongo Estados
Ki-67 Antibody Unidos
Fonte: A autora (2022)
Figura 14. Laminas histolégicas do estudo.
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Legenda: Lamina em TMA de astrocitomas pilociticos corada em HE (esquerda) e lamina histologica
em TMA de astrocitomas pilociticos corada por imuno-histoquimica para XIAP (direita), do bloco de

TMA.

Fonte: A autora. (2022).

As laminas imunocoradas foram digitalizadas utilizando o scanner de laminas

Axion Scan.Z1. Para cada amostra, obtiveram-se inimeras imagens satisfatorias, das

guais escolheu-se 20 de maneira aleatéria para analise.
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Figura 15: Laminas de Astrocitomas fotografadas ap6s imuno-histoquimica com marcacédo da
proteina XIAP.

TR T

i . 7 o, —‘f /‘ ‘ 4 : ,‘ '
5 '_‘.:;g 5-; ‘ ;'.. ." £ R o e »‘
S S . " N . " £ ‘e
maf i Gy A *’.’ RV W
(P :’,_..!‘-,‘s. g ‘k " ‘.’; b 4
e B AT It T B e e oo
cw e MY B W E MR Lo Y WESEL T Y Y
o B Ve e ROR S B 9/
‘el (o (LERT T Ao S Nl ST
' _‘..“‘l -r ‘ 4 % £
~p £ 3 fw G 4
o L“?
P”J’ e e ' WL At :'.‘-\ ‘ § WAy 4 ~
34, % »ﬁ-:‘:' & C5Ag TSR &
é - - -y -
\,Z - w PN
LR S
._‘\ - - '\" ‘ .
- b
- - I". . > ...
v,
= \ v
) T '\; 4 TS S
\\.‘\ 3 x 4;
\ { N
-~ .% - e N 4
e . ; % 4
SR A elinad S \\'{;”’\ ’6 fq,J//",i-".'
- o X P » 5.~ bR V 4 A {'\/«b“
E Rttt ot g Gl oy 70 3

Legenda: Fotos tiradas a partir do scanner de laminas Axion Scan.Z1, com aumento de 40x, apés a
realizacdo da imuno-histoquimica de proteina XIAP. (A) Astrocitoma Pilocitico; (B) Astrocitoma Difuso;
(C) Astrocitoma Anaplasico; (D) Glioblastoma.

Fonte: A Autora (2023).

A avaliacdo morfométrica das imagens foi feita pelo software Image Pro Plus®
4, o qual utiliza um padréo cromatico, criando uma mascara que foi capaz de identificar
as areas positivas nas amostras e transformou esses resultados em areas de
imunoexpressado positivas por micrometro quadrado (um?). O software analisou
laminas com cor castanho, indicativo de imunoexpressao positiva, em seguida tingiu,
artificialmente, as areas de interesse de vermelho, como demonstrado na figura
abaixo. Realizando assim a quantificacdo da area de imunoexpressao.

A area em um? obtida com esse método foi dividida pela area de tecido total do
campo observado (20x), gerando assim, um valor percentual para cada imagem
(MALAQUIAS et al., 2018).
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Figura 16. Avaliacdo morfométrica de XIAP (Astrocitoma Pilocitico) foi feita pelo software Image Pro
Plus® 4,

+_ :nr ‘w
, 0%

Legenda: (A) Imagem digitalizada da lamina imunomarcada com anticorpo detector de XIAP em um
astrocitoma pilocitico (40x); (B) Imagem anterior delimitada pelo software, utilizando vermelha para
realizar a quantificagdo da proteina XIAP. Um terceiro passo que ndo foi registado com imagem é a
quantificacdo da area total realizada também pelo software.

Fonte: A autora (2022).

Para a analise morfolégica da Ki-67 e p53, as imagens foram observadas em

objetivas de 4x, 10x e 40x com o microscopio 6ptico Olympus CH30®. Além disso, o

Escore de Allred, também, foi utilizado para a avaliagdo morfolégica da proteina p53.

Quadro 4. Escore de Allred para avaliagdo da p53

DISTRIBUICAO % DE CELULAS INTENSIDA MARCACAO
POSITIVAS DE

GRAU 0 0 0 NENHUMA
GRAU 1 <1 1 FRACA
GRAU 2 1-10 2 MODERADA
GRAU 3 10-33 3 FORTE
GRAU 4 33-66
GRAU 5 66-100

Fonte: Adaptado de ALLRED (1998)
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As amostras foram entdo classificadas de acordo com a distribuicdo da
positividade em: auséncia de marcacéo (grau 0); menos de 1% de células tumorais
(grau 1); entre 1 e 10% (grau 2); entre 10 e 33% (grau 3); entre 33 e 66% (grau 4); e
entre 66 e 100% (grau 5). Sendo designada focal, quando positiva em menos de 10%
de células tumorais e difusa, quando maior que 10%. A intensidade da positividade
também foi quantificada e graduada em grau 1 (fraca), grau 2 (moderada) e grau 3
(forte) (CASTRO, E.M., 2022). Conforme ilustra a figura abaixo.

Figura 14. Escore de Allred para avaliagdo da p53.

A) Escore de distnbuigdo (1a5)

C) Escore total = distnibuicdo + mtensidade (1 a 8)

Legenda: A) Representacdo do escore de propor¢éo ou distribuicdo de células positivas para a proteina
analisada, que pode ser de 0 a 5, sendo as células positivas identificadas por cor preta e as negativas
por cor verde. B) Representacdo do escore de intensidade de expressao, que pode variar de 0 a 3,
sendo as células com intensidade fraca identificadas por cor branca, intermediaria por cor cinza e
intensidade forte por cor preta. C) O escore final € a somatoria dos dois, podendo variar de 0 a 8.
Fonte: Adaptado de QURESHI e PERVEZ (2010), citado por CASTRO (2022).

Para avaliar a imunoexpresséo de Ki-67 nas amostras, foi realizada a contagem

manual de nucleos positivos e estabelecida uma porcentagem desta contagem em
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relacdo ao total de células neoplasicas. Para isso, utilizou-se o microscépio Olympus

CH30® em uma Optica de 40x.

A analise estatistica foi pautada nos valores minimos, maximos, medianas,
médias e desvios padrdes, a depender da condicdo de normalidade das amostras.
Para avaliar a condicdo de normalidade das variaveis de cada grupo, foi realizado o
teste de Shapiro-Wilk.

A comparacao entre 0s grupos em relacdo a variaveis quantitativas categoricas
foi feita utilizando-se os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney.
Para comparacdo entre os resultados quantitativos continuos das proteinas foi
utilizado o coeficiente de correcdo de Spearman. Valores de p<0,05 representaram
significancia estatistica. Para andlise de variaveis qualitativas foram realizadas tabelas
de contingéncia. Os dados foram analisados com o programa computacional Jamovi®
2.3.16.0.

RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os dados clinico-patolégicos da amostra,
totalizando 101 casos, que foram classificados quanto ao seu grau (tipo) histolégico
(graus 1, 2, 3 e 4). As variaveis (género, média de idade ao diagnéstico, topografia do
tumor, nimero de 6bitos e média de sobrevida) foram distribuidas nos quatro grupos
histologicos possiveis. A combinacdo entre as variaveis da tabela 1, geraram os
gréficos 2, 3, 4,5 e 6.

Tabela 1. Variaveis clinico-patologicas segundo os tipos histologicos dos astrocitomas

(OMS).

Variaveis Pilocitico Difuso Anaplasico Glioblastoma

(Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 4)

[n=56] [n=23] [n=3] [n=19]
Baixo Grau Alto Grau
Sexo*

Masculino 27 (48,2) 11 (47,8) 1(33,3) 13 (68,8)

Feminino 29 (51,8) 12 (52,2) 2 (66,4) 6 (31,5)

Idade ao 52+3,7 78+43 13,3+1,6 9,7+3,6

Diagnostico**
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Topografia*

Intrafentorial 24 (66,7) 5 (35,7) 0 (0,0) 2 (20,0)
Supratentorial 12 (33,3) 9 (64,3) 3 (100,0) 8 (80,0)
Numero de 0 (0,0) 3(13,0) 0(0,0) 8(42,1)
Obitos *
Numero de Vivos Mortos
Obitos por sexo
dividido Masculino
44 8
Feminino 46 3
Sobrevida N&o se aplica. 11,2+7,0 N&o se aplica. 8,8+4,8
(meses)** Todos Todos
permaneceram permaneceram
vivos durante o vivos durante o
estudo. estudo.

Legenda: * Numero absoluto (porcentagem); ** Média + Desvio Padrao.

Como desfecho, observou-se um total de onze 6bitos, sendo oito pacientes do

grupo 4 e trés pacientes do grupo 2. Nao foram observados o6bitos nos grupos 1 e 3.

Além disso, houve um maior nimero de mortes no sexo masculino e na topografia

supratentorial. Notou-se, ainda, maior prevaléncia de astrocitomas no sexo feminino,

principalmente de gliomas de baixo grau. Enquanto no sexo masculino, mesmo em

menor porcentagem, percebeu-se maior distribuicdo nos gliomas de maior grau € um

maior nimero de obitos.

Grafico 2. Distribuicdo dos astrocitomas por tipo (grau) histolégico e sexo.
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Legenda: F = feminino, M = masculino.
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Gréfico 3. Distribuicdo dos astrocitomas por tipo (grau) histologico e desfecho

Obito/vivo.
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Gréfico 4: Distribuicao dos astrocitomas por desfecho ébito/vivo e sexo.
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Legenda: F = feminino, M = masculino.
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Outro ponto observado, foi a localizacdo dos tumores. Os tumores de baixo
grau, em sua maioria pilociticos, apresentaram-se em topografia infratentorial.
Enquanto os de maior grau, difuso, anaplasico e glioblastoma tiveram topografia
supratentorial. Em relag&o a localizag¢éo, observou-se maior mortalidade em pacientes

cujo tumor tinha topografia supratentorial.

Grafico 5. Distribuicdo dos astrocitomas por tipo (grau) histolégico e por topografia.
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Legenda: IT = infratentorial, ST = supratentorial.

Gréfico 6: Distribuicdo dos astrocitomas por desfecho 6bito/vivo e por topografia.
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Legenda: IT = infratentorial, ST = supratentorial.
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A proteina Ki-67 foi quantificada em porcentagem e apresentou-se sua

distribuicdo por tipo de astrocitoma demonstrada na tabela 2 e no grafico abaixo,

demonstrando maior presenca da proteina nos astrocitomas anaplasicos e

glioblastomas.

Tabela 2. Imunomarcacdo de Ki-67 (porcentagem) distribuida por tipo (grau)

histolégico dos astrocitomas.

Variaveis Pilocitico Difuso Anaplasico Glioblastoma
(Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) [n=3] (Grau 4)

[n=56] [n=23] [n=19]

Ki-67 % Minimo 1,0 2,0 4,0 2,0
n=101 Maximo 14,0 28,0 44,0 52,0
p<0,001 Média 591 8,74 21,3 19,1
1° Quartil 3,0 4,0 10,0 11,0

2° Quiartil/ 5,0 8,0 14,0 16,0

Mediana
3° Quartil 8,75 12,0 28,0 30,0
Desvio padrédo 3,56 6,21 20,5 12,8

Legenda: Teste estatistico Kruskal-Wallis

Grafico 7. Imunomarcagcdo de Ki-67 (porcentagem) por tipo (grau) histolégico dos

astrocitomas.
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Legenda: Observa-se maior presenca de Ki-67 em Astrocitoma Anaplasico e Glioblastoma.
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Quando Ki-67 foi pareado pelos tipos de astrocitoma observou-se que ha
diferenca estatistica entre, pelo menos, dois grupos avaliados. Esta diferenca foi
observada nos astrocitomas pilociticos e glioblastomas (p<0,001) e astrocitomas

difusos e glioblastomas (p=0,021).

Tabela 3. Comparacdo da imunomarcacédo de Ki-67 (porcentagem) entre os tipos
(graus) histolégicos dos astrocitomas.

Tipos Histoldgicos dos Astrocitomas p VALUE
ANAPLASICO DIFUSO 0,595
ANAPLASICO GLIOBLASTOMA 1,000
ANAPLASICO PILOCITICO 0,328

DIFUSO GLIOBLASTOMA & 0,021*
DIFUSO PILOCITICO 0,212
GLIOBLASTOMA & PILOCITICO <0,001*

Legenda: * demonstra valores estatisticamente significativos pelo teste de Post hoc Dwass-Steel-
Critcholow-Fligner; p<0,05 representa significancia estatistica. & Representa o tipo (grau) histologico
com maiores valores de expresséo tecidual de Ki-67 em porcentagem conforme o grafico 7.

Com a combinacdo das variaveis Ki-67, tipo tumoral e desfecho obteve-se o
gréfico 8, demonstrando maior imunoexpressao em individuos com glioma de alto
grau, bem como, maior mortalidade em individuos com glioblastoma com maior

expressao de Ki-67. Todavia, ndo se encontrou significancia estatistica (p=0,368).

Grafico 8: Imunoexpressdao de Ki-67 (porcentagem) em relacdo ao tipo (grau)

histologico do astrocitoma e o desfecho vivo/morto.
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Legenda: O desfecho de letalidade foi somente encontrado em astrocitomas difusos e glioblastomas.
Estes apresentaram maior expressao de Ki-67 juntamente com astrocitomas anaplasicos.
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Ja quando o teste foi realizado baseando-se na divisdo de baixo e alto grau da

OMS, demonstrou-se diferenca estatistica entre os grupos quanto a Ki-67, o que ja era

esperado haja vista os resultados acima. Podendo-se inferir que ha mais Ki-67 nos

tumores de alto grau.

Tabela 4. Imunoexpresséo de Ki-67 (porcentagem) em relacéo a classificacdo dos

astrocitomas em baixo e alto grau.

Variaveis Pilocitico Difuso Anaplasico Glioblastoma
(Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 4) [n=19]
[n=56] [n=23] [n=3]
Baixo Grau Alto Grau
Minimo 1,0 2,0
Ki-67 em %
Maximo 28,0 52,0
n=101
Média 6,75 19,4
p<0,001
1° Quartil 3,0 10,3
Mediana 6,0 15,0
3° Quiartil 10,0 28,0
Desvio 4,66 13,5
padréo

Legenda: Teste estatistico Mann-Whitney.

Gréafico 9: Imunoexpressdo da proteina Ki-67 (porcentagem) em

classificagao dos astrocitomas em alto e baixo grau.
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Legenda: Representacdo de maior expressdo de Ki-67 em astrocitomas de alto grau da OMS
(astrocitoma anapléasico e glioblastoma)
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A proteina 53 (p53) teve suas comparacoes feitas por morfologia e morfometria
a partir do Escore de Allred modificado, onde foram somadas as pontuacfes de
distribuicdo e intensidade para realizar os calculos. A distribuicdo de p53 com base no

tipo de tumor pode ser observada na tabela abaixo.

Tabela 5. Imunoexpresséao da proteina p53 (escore de Allred - soma) nos astrocitomas

divididos por tipo (grau) histologico

Variaveis Pilocitico Difuso Anaplasico Glioblastoma
(Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) [n=3] (Grau 4)
[n=56] [n=23] [n=19]
p53 Minimo 1,0 1,0 1,0 2,0
n=101 Maximo 6,0 5,0 6,0 8,0
p<0,001 Média 2,61 2,48 4,33 5,88
1° Quartil 1,0 15 3,5 4,0
2° Quiartil/ 2,0 2,0 6,0 6.0
Mediana
3° Quartil 4,0 3,5 6,0 8,0
Desvio padrédo 1,45 1,31 2,89 2,26

Legenda: Teste estatistico Kruskal-Wallis

Gréfico 10: Imunoexpressdo da p53 (escore de Allred — soma) por tipo (grau)

histologico do astrocitoma.
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Legenda: Notou-se maior presenca de proteina p53 em astrocitomas anaplasicos e glioblastomas.
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Quando p53 foi pareado considerando os tipos (graus) de astrocitoma
observou-se que ha diferenca estatistica (p<0,001) entre, pelo menos dois, grupos,
sendo esta diferenca vista entre os astrocitomas pilociticos e glioblastomas (p<0,001)
e astrocitomas difusos e glioblastoma (p<0,001). Foi possivel inferir que ha maior

imunoexpressao de p53 em astrocitomas anaplasicos e glioblastomas.

Tabela 6. Comparacao estatistica entre a imunoexpressao de p53 (score Allred —

soma) e os tipos (graus) histolégicos dos astrocitomas.

Tipos Histologicos dos Astrocitomas p VALUE
ANAPLASICO DIFUSO 0,630
ANAPLASICO GLIOBLASTOMA 0,651
ANAPLASICO PILOCITICO 0,603

DIFUSO GLIOBLASTOMA 4 <0,001*
DIFUSO PILOCITICO 0,995
GLIOBLASTOMA QA PILOCITICO <0,001*

Legenda: * demonstra valores estatisticamente significativos a partir do teste Post hoc Dwass-Steel-
Critcholow-Fligner; p<0,05 representa significAncia estatistica. & Representa o tipo (grau) histoldgico
com maiores valores de expresséao tecidual de p53 em porcentagem conforme o gréfico 10.

Assim como em Ki-67, a combinacdo das variaveis p53, tipo tumoral e desfecho
obteve-se o gréafico abaixo, demonstrando maior imunoexpressao em individuos com
glioma de alto grau, em especial glioblastomas. Também se notou maior mortalidade
em individuos com glioblastoma e maior expressédo de p53. Porém nao foi possivel

encontrar significAncia estatistica (p=0,289).
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Gréfico 11. Imunoexpresséao da proteina p53 (score de Allred - soma) em relacéo ao

tipo (grau) histolégico do astrocitoma e o desfecho vivo/morto.
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Legenda: O desfecho de letalidade foi somente encontrado em astrocitomas difusos e glioblastomas.
Estes apresentaram maior expressao de p53 juntamente com astrocitomas anaplasicos.

Quando p53 foi analisado sob a 6tica de baixo e alto grau, notou-se diferenca

estatistica entre os grupos, demonstrando-se maior presenca de p53 em tumores de

alto grau (p<0,001).

Tabela 7: Imunoexpresséo de proteina p53 (score de Allred — soma) em relacéo a

classificagao de baixo e alto grau dos astrocitomas.

Variaveis Pilocitico Difuso Anaplasico Glioblastoma
(Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 4) [n=19]
[n=56] [n=23] [n=3]
Baixo Grau Alto Grau
p53
Minimo 1,0 1,0
n=101
Maximo 6,0 8,0
p<0,001
Média 2,57 5,65
1° Quartil 1,0 3,75
2° Quartil/ 2,0 6,0
Mediana
3° Quartil 4,0 8,0
Desvio 1,40 2,35
padréo

Legenda: Teste estatistico Mann-Whitney.
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Gréfico 12. Imunoexpressao de proteina p53 (score de Allred — soma) em relacéo a

classificacdo de baixo e alto grau dos astrocitomas.
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Legenda: Representacdo de maior expressdo de p53 em astrocitomas de alto grau da OMS
(astrocitoma anaplésico e glioblastoma)

A partir da avaliacdo da expresséao tecidual de XIAP nas amostras estudadas,

foi possivel chegar na tabela 8.

Tabela 8: Imunoexpressdo da proteina XIAP por tipo (grau) histolégico dos

astrocitomas (porcentagem).

Variaveis Pilocitico Difuso Anaplasico Glioblastoma
(Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 4)
[n=56] [n=23] [n=3] [n=19]
Minimo 0,004 0,705 0,204 0,108
Méaximo 18,5 13,4 7,33 24,7
XIAP
Média 521 5,56 2,49 4,93
n*=101
1° Quartil 2,24 2,79 0,86 2,14
p=0,028
2° Quartil/ 3,67 4,53 1,97 3,42
Mediana
3° Quartil 7,42 7,69 3,12 5,87
Desvio padrao 4,19 3,70 2,14 4,64

Legenda: Teste estatistico Kruskal-Wallis

Notou-se uma distribuicdo semelhante entre os quatro grupos. Apesar da
representacdo no grafico desproporcional do astrocitoma anaplasico. Isto pode ser
visto no gréfico 13.
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Gréfico 13. Imunoexpressdo da proteina XIAP por tipo (grau) histolégico dos

astrocitomas (porcentagem).
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Legenda: Representacdo de maior expressao de XIAP em Astrocitomas Pilocitico e Difuso.

A proteina XIAP apresentou significancia estatistica (p=0,028) quanto a sua
imunoexpressao em células de astrocitomas pediatricos. De forma que se pode afirmar
gue ha realmente mais expressao de XIAP nestes tumores.

Quando comparados 0s grupos entre si, observou-se diferenca estatistica entre

0s grupos anaplasico e difuso (p=0,016) e anaplasico e pilocitico (p=0,053).

Tabela 9. Comparacdo estatistica entre a imunoexpressdo da proteina XIAP
(porcentagem) e os tipos (graus) histolégicos dos astrocitomas.

Tipos Histoldgicos dos Astrocitomas p VALUE
ANAPLASICO DIFUSO 0,016*
ANAPLASICO GLIOBLASTOMA 0,170
ANAPLASICO PILOCITICO 4 0,053*

DIFUSO GLIOBLASTOMA 0,533
DIFUSO PILOCITICO 0,761
GLIOBLASTOMA PILOCITICO 0,942

Legenda: * demonstra valores estatisticamente significativos a partir do teste Post hoc Dwass-Steel-
Critcholow-Fligner ; p<0,05 representa significAncia estatistica. & Representa o tipo (grau) histolégico
com maiores valores de expresséo tecidual de XIAP em porcentagem conforme o gréafico 13.
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Para comparar XIAP com os padrdes de divisdo da OMS (baixo grau e alto grau)
notando-se que realmente ha mais expresséao de XIAP em um dos grupos (p=0,048).

Demonstrando maior expressao de XIAP nos astrocitomas de baixo grau.

Tabela 10. Imunoexpressao de proteina XIAP em relacéo a classificacdo em baixo e
alto grau dos astrocitomas (porcentagem).

Variaveis Pilocitico Difuso Anaplasico Glioblastoma
(Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 4) [n=19]
[n=56] [n=23] [n=3]
Baixo Grau Alto Grau
XIAP
Minimo 0.00 0,018
n=101
Maximo 18.5 24,7
p=0.048
Média 5.31 4,35
1° Quartil 2.25 1,75
2° Quartil/ 4.08 3,10
Mediana
3° Quartil 7.43 5,69
Desvio 4.05 4,29
padréao

Legenda: Teste estatistico Mann-Whitney.

Gréfico 14. Imunoexpressao de proteina XIAP em relacéo a classificagdo em baixo e

alto grau dos astrocitomas (porcentagem).
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Legenda: Representacdo de maior expressdo de XIAP em astrocitomas de baixo grau da OMS
(astrocitomas pilocitico e difuso)
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Correspondendo aos objetivos especificos, foi comparado XIAP versus Ki-67 e
XIAP versus p53 distribuidos grupos da OMS.

Tabela 11. Correlacao (Coeficiente de Spearman) entre XIAP e Ki-67 nos astrocitomas
divididos pelos tipos (graus) histologicos.

Coeficiente de Spearman (Rho) 0,287

XIAP x Ki-67 Valor de p. 0,032*
Astrocitoma Pilocitico

Coeficiente de Spearman (Rho) - 0,209

XIAP x Ki-67 Valor de p. 0,339
Astrocitoma Difuso

Coeficiente de Spearman (Rho) -0,500

XIAP x Ki-67 Valor de p. 1,00
Astrocitoma Anapléasico

Coeficiente de Spearman (Rho) 0,133

XIAP x Ki-67 Valor de p. 0,587

Glioblastoma

Legenda: Teste de Correlacdo de Spearman

Dentre as correlacdes pelo teste de Spearman, somente XIAP versus Ki-67 no
astrocitoma pilocitico mostrou-se significativa (p=0,032). Porém, ao analisar-se 0
coeficiente de Spearman, observa-se uma correlacéo fraca e diretamente proporcional
(Rho 0,287). Ou seja, mesmo que fraca, se a quantidade de XIAP aumentar, Ki-67
seguird o mesmo padrao.

O mesmo acontece quando se compara XIAP e p53. Demonstra-se correlacéo
estatistica positiva apenas nos astrocitomas pilociticos (p=0,022). Todavia, essa
correlacao também é fraca, e diretamente proporcional, apresentando Rho de 0,304,

assemelhando-se ao padrdo de Ki-67 descrito acima.
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Tabela 12. Correlacéo (Coeficiente de Spearman) entre XIAP e p53 nos astrocitoma
divididos pelos tipos (graus) histolégicos.

Coeficiente de Spearman (Rho) 0,304
XIAP x p53 Valor de p. 0,022*
Astrocitoma Pilocitico
Coeficiente de Spearman (Rho) 0,011
XIAP x p53 Valor de p. 0,959
Astrocitoma Difuso
Coeficiente de Spearman (Rho) 0,866
XIAP x p53 Valor de p. 0,333
Astrocitoma Anaplésico
Coeficiente de Spearman (Rho) 0,186
XIAP x p53 Valor de p. 0,446

Glioblastoma

Legenda: Teste de Correlacdo de Spearman

Ao se correlacionar XIAP, Ki-67 e p53 sem a separagdo por grupos, nao foi

observado correlacdo estatistica positiva (tabela 13).

Tabela 13. Correlacdo (Coeficiente de Spearman) entre XIAP e Ki-67 e p53 nos

astrocitomas (n = 101).

Coeficiente de Spearman (Rho) 0,009

XIAP x Ki-67 Valor de p. 0,932
Coeficiente de Spearman (Rho) 0,100

XIAP x p53 Valor de p. 0,318
Coeficiente de Spearman (Rho) 0,109

Ki-67 x p53 Valor de p. 0,310

Legenda: Teste de Correlacdo de Spearman

67



7 DISCUSSAO

Seguindo os passos da literatura, 0os astrocitomas estudados na pesquisa
demonstraram padréo de distribuicdo por sexo, local do tumor e idade ao diagnéstico
bastante semelhantes aos ja descritos em outros estudos sobre tumores de SNC.

Apesar dos numeros, de certa forma parelhos, em relacdo a distribuicdo por
sexo observados no estudo, notou-se que os nimeros seguem os padrées mundiais.
Segundo a ACS (2020), observa-se um risco maior de desenvolvimento para tumores
de SNC em mulheres em relacdo a homens, todavia estas desenvolvem menos
tumores malignos e morrem menos quando comparadas ao sexo masculino. Dentro
do estudo exposto, notou-se maior prevaléncia de astrocitomas no sexo feminino, com
maior incidéncia para tumores de baixo grau, enquanto no sexo masculino ha maior
prevaléncia de tumores de alto grau e por consequéncia maior nimero de o6bitos.

A literatura mostra que o astrocitoma mais comum na infancia é o astrocitoma
pilocitico (grau 1 da OMS), o que também se demonstrou verdade no estudo,
observando-se 55,4% de astrocitomas pilociticos em relacdo aos demais estudados
(OSTROM, et al., 2020). Porém, no que diz respeito ao pico de incidéncia dos
astrocitomas pilociticos ser entre 8 e 13 anos, 0 exposto observou mais casos entre 0
e 5 anos ao diagnéstico (ALVES, 2014; OSTROM, et al., 2020).

A literatura ainda demonstra que a maioria dos astrocitomas pilociticos
desenvolvem-se em regiédo infratentorial, no cerebelo, sendo corroborada pelo estudo,
gue demonstrou que além da maior porcentagem de astrocitomas serem de grau 1,
eles também estéo localizados em sua maioria na regiao infratentorial (LOUIS, et al.,
2007).

Os estudos que apresentam tumores malignos de SNC s&o mais prevalentes
em meninos e em sua maioria estao presentes em regiao supratentorial (OSTROM et
al., 2020; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023). O que também se confirmou neste
estudo. Foi observado que a partir de astrocitomas difusos (grau 2), os tumores
estavam em sua maioria localizados em por¢cdes supratentoriais. Sendo que o0s
astrocitomas de maior grau tém preferéncia pelos hemisférios cerebrais (LOUIS, et al.,

2007). Foi possivel observar a maior presencga de tumores supratentoriais em criangas
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com idade superior a 7 anos, 0 que pode ser explicado pela predilecdo de tumores de
maior grau com o crescer da idade (OSTROM, et al., 2020).

Apesar da literatura, o estudo n&o demonstrou maior prevaléncia de
astrocitomas difusos no sexo masculino, isto somente se deu com astrocitoma
anaplasico e glioblastoma. O que provavelmente corrobore com os estudos de Ostrom,
et al. (2020) que afirmam ndo se observar despropor¢cdes significativas entre os
géneros no que se diz respeito ao género neste tipo de tumor (CASTRO, 2022).

A ACS (2018) estimou taxas de sobrevida, na populacdo infanto-juvenil, em 5
anos, em pacientes tratados adequadamente, para astrocitomas pilociticos em 95%,
para os astrocitomas difusos entre 80% e 85%, para astrocitomas anaplasicos de 25%
e para glioblastomas de 20%. O que se assemelha com os dados verificados no estudo
realizado em Curitiba encontrados apenas no astrocitoma pilocitico e no astrocitoma
difuso, com 0% e 13%, consecutivamente, de 6bitos no periodo do estudo. No periodo
estudado, e por apresentar uma amostra baixa, ndo foram contabilizadas mortes no
astrocitoma anaplasico. Ja para o glioblastoma, mais da metade das criancas
participantes (58%), permaneceram vivas durante o estudo. Nos que faleceram, foi
vista a média de sobrevida em meses 11,2 (desvio padréo * 7,0) para astrocitomas
difusos e de 8,8 (desvio padrao de 4,8) para glioblastomas.

De um modo geral, observou-se no estudo maior prevaléncia de tumores de
maior grau de malignidade em individuos do sexo masculino, com topografia
supratentorial e que estes também morreram mais devido a combinacao de fatores.

O marcador de proliferacéo celular Ki-67 esta presente em todas as fases ativas
do ciclo celular — fases G1, S, G2 e M — e ausente na fase de dorméncia, GO. Sua
expressdo aumenta progressivamente com o avancar do ciclo, atingindo seu pico
durante as fases G2 e M. Podendo aumentar ainda mais com a desregulagao do ciclo
celular (BROWN; GATTER, 2002).

No que diz respeito a presenca de Ki-67 nas células neoplasicas de SNC,
autores apontaram que a proteina € encontrada em maior quantidade em células
cancerigenas, apesar de poderem estar presentes em quaisquer células neoplasicas,
ou ndo (BARBOSA, et al., 2003; DUREGON et al. 2016). O estudo realizado em

Curitiba denota maior presenca de Ki-67 em células de glioblastoma. E apesar desta

69



maior transcricdo ndo predizer mortalidade e/ou prognadstico, viu-se que individuos que
expressaram mais Ki-67 estavam no grupo de glioblastoma e morreram mais em
relacdo aos demais (CHEN, et al., 2015).

Seguindo estudos recentes, a expressdo meédia de Ki-67 em astrocitomas de
baixo grau mostrou-se menor do que 10% (6.75%) e maior que 10% em astrocitomas
de alto grau (19.4%) (CHEN, et al., 2015).

Ja a p53 tem a funcéo primordial de impedir a proliferacdo de células com DNA
alterado, tende a estar presente em maior quantidade em tumores de maior grau pois
as células ndo conseguem realizar a apoptose celular (AZEVEDO, 2021; CHIANG, et
al., 2021, apud CASTRO, 2022). O que se confirmou neste estudo.

A partir do exposto, foi possivel a concordancia com estudos anteriores,
expressando aumento significativo de p53 em gliomas de maior grau, em especial em
glioblastomas (JIN, et al., 2016). No estudo ndo sé se demonstrou maior expressao
em glioblastomas, como também foi possivel inferir maior morte desta populacdo no
que se diz respeito a grau (tipo) de tumor. Ou seja, individuos que possuiam
diagndstico de glioblastoma, apresentaram maior imunoexpressao de p53 e tiveram
uma maior taxa de mortalidade.

A proteina XIAP é um marcador antiapoptético. Com o aumento de XIAP ocorre
a inibicdo da apoptose, o que resulta em uma proliferacdo celular desenfreada. A Ki-
67 € uma proteina ligada a proliferacao celular, de modo que, quando a proliferacao
celular aumenta, Ki-67 também aumenta (BAGULKAR, et al., 2015). A correlagéo entre
0 aumento de XIAP diretamente proporcional ao aumento de Ki-67, apesar de fraca,
foi observada neste estudo, em astrocitomas pilociticos.

As proteinas XIAP e p53 tem suas vias sobrepostas, uma vez que p53 tem acao
sobre a familia de BCL-2, de proteinas que regulam a permeabilidade de membrana
externa das mitocéndrias. Com a desestabilizacdo da membrana mitocondrial, ha a
liberacdo de citocromo C e, também, de Segundo Ativador Mitocondrial de Caspase
(do inglés SMAC), conhecido por ser um regulador negativo de XIAP (VUCIC, et al.,
2002).

Quando h& algum dano no DNA celular e inicia-se a via intrinseca da apoptose,

proteinas BCL-2, como BAK ou BAX, formam um poro na membrana externa
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mitocondrial, ocasionando instabilidade e liberando para o citosol o citocromo C e
SMAC (ANGUIANO-HERNANDEZ; CHARTIER; HUERTA, 2007). No citosol, o
citocromo C ativa as proteinas APAF1 e caspase 9, propiciando a formacédo do
apoptossomo  (ANGUIANO-HERNANDEZ; CHARTIER; HUERTA,  2007;
DOBRZYCKA, et al, 2010).

A proteina SMAC, quando liberada no citosol da célula, liga-se ao dominio BIR3
de XIAP, formando um complexo estavel (GALLUZZI, et al, 2008; BAI; SMITH; WANG,
2014). Além disso, SMAC ainda pode se unir a XIAP quando ainda dentro da
mitocdndria, mesmo que nao esteja completamente formada (GALLUZZI, et al, 2008;
BAI; SMITH; WANG, 2014). A permeabilidade da membrana externa permite a
conexao ao dominio BIR2 de XIAP, formando o complexo SMAC-XIAP (GALLUZZI, et
al, 2008; BAI; SMITH; WANG, 2014). Até mesmo quando mutada, SMAC esta
intimamente ligado a XIAP, pois ainda assim liga-se a ela pelo dominio BIRS,
marcando-a para ubiquitinacdo. Deste modo ha a ativacdo da caspase 9 e a apoptose
segue pela via intrinseca (GALLUZZI, et al, 2008; BAI; SMITH; WANG, 2014).

Ou seja, se ha dano no DNA celular, se inicia a via intrinseca da apoptose,
propiciando instabilidade de membrana, liberacao de citrocromo C e SMAC. O primeiro
irA estimular a capase 9, iniciadora, e 0 segundo ird bloquear o0 agente que seria capaz
de bloquear a caspase 9, a XIAP. De forma que a morte celular programada da célula
defeituosa possa se consolidar. Isto estd esquematizado na figura 14.

A proteina XIAP tem papel importante na inibicdo direta da caspase 9, uma
enzima iniciadora, e das caspases 3 e 7, enzimas efetoras de forma a bloquear a via
intrinseca, a via mitocondrial, e a extrinseca mediada por receptores de morte
bloqgueando a morte celular programada (SCOT, et al., 2005; SCHIMMER, et al., 2006).
Ou seja, ela inibe uma apoptose ja iniciada.

Outro ponto, é que XIAP promove a ativacéo de TAB1 que ir4 ativar TAK1 e por
consequéncia ativara NFxB (LU, et al., 2007). A ativacdo de NFxB leva a expressao
de genes geradores de resisténcia apoptotica, promovendo maior progressao tumoral,

angiogénese, invasao e metastase tumoral (LU, et al., 2007)
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Figura 17: Vias extrinseca e intrinseca da apoptose em relacédo a XIAP.
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Foi possivel observar que de fato ha maior expressao de XIAP em células de
gliomas, e que ha diferenca estatistica entre astrocitomas pilociticos e anaplasicos e
astrocitomas difusos e anaplasicos, sendo que os de mais baixo grau (pilociticos e
difusos) tem maior imunoexpressao tecidual de XIAP. Isto foi confirmado quando
analisado os astrocitomas divididos pela classificacéo de baixo e alto grau, sendo que
0S maiores 0s niveis de imunoexpressao tecidual de XIAP foram encontrados nos
primeiros (baixo grau).

Tendo em vista que XIAP bloqueia a apoptose em andamento, seria de esperar
gue os niveis mais altos fossem vistos nos gliomas de alto grau, onde o crescimento
celular se daria, canonicamente, por aumento da proliferacdo celular e bloqueio da
apoptose. No entanto, paradoxalmente, os niveis de XIAP estdo mais altos nos

gliomas de mais baixo grau. Uma vez que a XIAP bloqueia uma apoptose ja iniciada,
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pois promove bloqueio de caspases, algumas hipoteses que poderiam explicar estes
resultados podem ser formuladas.

Considerando que as taxas apoptéticas de gliomas de baixo grau seriam
relativamente baixas, uma vez que a proliferagédo celular também o é (vide resultados
do Ki-67), a presenca aumentada de XIAP nestes tumores poderia ser explicada pela
sua “falta de utilizagao”, sendo que estaria integra, livre no citoplasma, porém nao na
sua forma ativa (TORRES, et al, 1997; LOUIS, et al., 2007; LOUIS, et al, 2016 apud
CASTRO, 2022). Além disso, ao ser utilizada, a XIAP se ligaria com a caspase e depois
seria clivada.

A imuno-histoquimica é uma técnica que apenas identifica a proteina no
citoplasma, ndo sendo capaz de diferenciar entre uma proteina em sua forma ativada
ou inativada. Sendo assim, possivelmente o estudo poderia estar usando a técnica em
guestdo e visualizando uma proteina inativa. Além disso, uma proteina depois de
clivada, pode nédo ser mais identificada pelo anticorpo usado para visualizar a
imunoexpressao. Isto explicaria a baixa imunoexpressao nos astrocitomas de alto grau
e a alta imunoexpressao naqueles de baixo grau; (a) nos primeiros a proteina estaria
sendo usada para se ligar as caspases exercendo sua funcédo, sendo posteriormente
clivada e ficando invisivel a técnica de imuno-histoquimica; (b) nos de baixo grau ela
nao estaria sendo usada, portanto estaria sobrando integra no citoplasma e seria
identificada pelo anticorpo primério na técnica de imuno-histoquimica. Todavia outras
analises ainda sé@o necessarias para obter estas confirmacdes.

A presenca de XIAP nos casos de astrocitomas de baixo grau também poderia
explicar o fato de que estes tumores nao sdo muito sensiveis a quimioterapia, sendo
gue o melhor tratamento para estas lesdes é a resseccdo. Estudos recentes
observaram que a superexpressao de XIAP confere resisténcia a agentes
guimioterapicos e radioterapicos de tumores (SILVA, 2017). Possivelmente, ao ofertar-
se agentes quimioterapicos a gliomas de baixo grau, iniciar-se-ia apoptose em massa,
gue por consequéncia seria bloqueada pelas altas dosagens de XIAP intracelulares
conferindo resisténcia ao tratamento (LOUIS, et al, 2007, ELLISON, 2013).

De um modo geral, terapias que tenham como efeito terapéutico silenciamento

de XIAP e superexpressédo de p53, parecem ter agdo positiva na cura do cancer, em
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especial dos astrocitomas (WILKINSON, et al., 2008), uma vez que o silenciamento de
XIAP ndo se mostrou téxico para as células sadias (HARLIN, et al., 2001). Todavia,
ainda séo necessarios estudos mais aprofundados sobre o tema.

Uma outra hip6tese sobre o aumento de XIAP em gliomas de baixo grau diz
respeito a limitagio do método da imuno-histoquimica em ainda
identificar/imunomarcar proteinas que podem estar mutadas, uma vez que a
imunomarcacao é baseada em epitopos da proteina que nao necessariamente podem
estar envolvidos nestas mutagbes. Sendo assim, pequenas mutagcdes nao seriam
vislumbradas pelo método que continuaria a marcar XIAP, mesmo que esta proteina
nao fosse de fato funcional.

Devido a alta taxa de mutacdo do gene TP53 em gliomas de alto grau (vide
resultados da p53), produzindo isoformas defeituosas de proteina p53 (ICHIMURA, et
al., 2000), a via apoptética intrinseca estaria embotada. Sendo assim, a p53 mutada
acabaria por ndo desencadear a via intrinseca da apoptose, ficando dependente
apenas da via extrinseca que seria bloqueada por XIAP intracelular, reduzindo assim
sua quantidade dentro das células destes tumores de alto grau (devido a sua
utilizacdo, ligagdo com as caspases e clivagem) e também diminuindo a taxa de
apoptose celular, fazendo com que o tumor cresca.

Além disso, teria que se considerar a hipotese de que a presenca de SMAC e
XAF-1 poderia estar inibindo XIAP estudada. Sendo assim, é necessario um estudo
mais complexo da via XIAP/SMAC/XAF-1 como um todo para elucidar melhor as
hipoteses descritas. Apesar da aparente relacdo entre ambos, XIAP e p53, nenhum
estudo ainda conseguiu demonstrar os efeitos de uma proteina sobre a outra (SILVA,
2017).

CONCLUSAO:

De um modo geral foi possivel concluir que ha maior imunoexpressao de XIAP

em astrocitomas pilociticos e difusos, ou seja, em astrocitomas de baixo grau. Além
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disso, concluiu-se que astrocitomas de maior grau foram observados em maior nimero
no publico masculino e em regido supratentorial.

A partir do estudo foi possivel formular trés hipéteses, contudo esbarrou-se na
imperfeicdo da técnica da imuno-histoquimica ndo sendo possivel provar nenhuma
delas. Também né&o foram encontradas fortes correlagdes positivas ou negativas,
estatisticamente significativas, quando a expressao de XIAP foi correlacionada com as
expressodes teciduais de p53 e Ki-67. De forma que a proteina XIAP pode ser utilizada
Ccomo um novo imunomarcador.

Alguns fatores que poderiam contribuir para a explicacao dos resultados seriam
realizar a genotipagem da proteina XIAP, objetivando-se encontrar as proteinas
mutadas ou ndo, a fim de se obter uma explicacdo sobre seu acumulo. Ou ainda, optar-
se por marcadores de imuno-histoquimica que realizem amostragem de proteinas
ativas e ndo ativas. Além de realizar investigagdo de XIAP em cérebros nao
neoplasicos da populacéo pediatrica.

Héa a necessidade de maiores estudos e aprofundamentos nas vias apoptoéticas
intrinseca e extrinseca para que possa se localizar o elo principal da cadeia. Pois XIAP
€ uma proteina central na via apoptética. Desta forma, saber o que acontece com as
demais proteinas que fazem parte do ciclo se torna fundamental para correlacionar os
achados de XIAP e se alcancar uma explicacdo plausivel para a imunoexpressao

encontrada.
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Abstract

Central nervous system tumors, especially astrocyromas, are the solid neoplasms with the highest incidence and morzalicy
rates in childhood. The disgnosis is based on histopathological characteristes, but mealecular methods have been increasingly
used. Transladonally controlled wmar provein (TCTP) protein, encoded by dhe tumor procein, rranslationally contralled |
(TPT{) gene, is a muldfunctional protein with an importane physiclogical role in the cell cycle. Expression of this protein
has been associated with several neoplasms, including astrocyromas in adules. However, the role of this protein in pediatric
asgrocytomas is largely unknown. Ve aim o evaluate in cases of pediatric astrecyromas, the frequency of pelymarphisms in
the TPTI gene and ather genes associaved with it molecular patveays, such o MTOR, MDMZ, TP53, and CDENTA, correlating
it with protein expression and clinical variables, in formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) samples. These samples were
submimed e genotyping and immunchistochemistry analyses. The most revealing resules refer o te MDM2 gene,
ral 17039649 [GIC). in which C polymorphic allele was abserved only in the glioblastamas (p=.028). The COKNIA gene,
r13176334 [TVC] presented a homozygows polymorphic genatype anly in high-grade astrocytomas, when infiltradng tumors
were compared (p=.039). The immunohistachemical sopression of cyroplasmic MDM2 correlated with beter survival races
in patients with gliohlastama (p=1018). The presence of polymorphisms in the MDOM2 and COKN A genes, as well as a spe-
cifie correlation bepwesn MDM2 expression, suggests a likely assoclaton with risk in pediatrie mtrecytomas. This study
sought the probable role involved in the TCTP pathway, and associared proteins, in the wmorigenesis of pediatric astrecy-
vomas, and same could have potential impact a prognestic markers in these patients.

Keywords
astrocytomas, polymorphisms, TPTI, TCTP, MDM2, biomarkers
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The role of the lectin pathway of the "’{,'

complement system in SARS-CoV-2 lung injury

MINEIA ALESSANDRA SCARANELLO MALAQUIAS, ANA CAROLINA GADOTTI,

JARBAS DA SILVA MOTTA-JUNIOR, ANA PAULA CAMARGO MARTINS, .

MARINA LUISE VIOLA AZEVEDO, ANA PAULA KUBASKI BENEVIDES, PLINIO CEZAR-NETO,
LETICIA ARIANNE PANINI DO CARMO, RAFAELA CHIUCO ZENI, SONIA MARA RABONI,
ALINE SIMONETI FONSECA,, CLEBER MACHADO-SOUZA,

ANDREA NOVAIS MORENO-AMARAL, and LUCIA DE NORONHA

CURITIBA, BRAZIL

Although some evidence showed the aclivation of compleament systems in COVID-
19 pafients, proinflammatory stolus and lectin pathway remain unclear. Thus, the
present study aimed to demonsirate the role of MEL and ficolin-3 in the complement
systermn actlivation and compared fo pandemic Influenza A virus HIN1 subtype
infection (H1N1pdm0%) ond conirol patients. A fotal of 27 lungs formalin-fived parat-
fin-embedded samples (10 from HIN1 group, 6 from the COVID-19 group, and 11
from the conirol group) were analyzed by immunochistochemistry using anti-IL-&,
TNF-alfa, CD163, MBL @ FCN3 antibodies. Genotyping of farget polymorphisms in the
MELZ gene was performed by real-fime PCR. Proinflommatory cylokines such as IL-
& and TNF-alpha presented higher fissue expression in the COVID-19 group com-
pared fo HIN1 and conirol groups. The same results were observed for ICAM-1 fis-
sue expression. Increased expression of the FCN3 was observed in the COVID-19
group and HIN1 group compared fo the control group. The MBL fissue expression
was higher in the COVID-1% group compared to HIN1T and conirol groups. The gen-
otypes AA for rs180040 (GfA), GG for rs1800451 (G/A) and CC for rs5030737 (1/C)
showed a higher prevalence in the COVID-19 group. The infense activation of the
leciin pathway, with parficular emphasis on the MEL pathway, fogether with endo-
thelial dysfunction and a massive proinflammatory cytokines production, possibly
lead to a worse ocutcome in patients infected with SARS-Cov-2. Moreover, 3 SNPs of
our study presented genotypes that might be comelated with high MBL fissue
expression in the COVID-19 pulmonary somples. (Tronslafional Research 2021;
231:55-63)
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Abstract

Quality of life is an eminently human condition that informs the perception of how the individual is in his life
values, while spirituality and religiosity represent the connection with the sacred, the transcendental practices in
the search for existential causes. Bringing these concepts to the academic environment can help in promoting
health and better training for future medical professionals. The main objective of this study is to evaluate the
relationship between guality af life and spirttuality of medical students at a private university in the state of Parand,
Brazil. One hundred eighty-nine medical students answered three gquestionnaires (socio-demographic,
WHOQOL-bref on quality of life, and DUREL spirituality ) during the first and last year of graduation. In this study,
we found that the general quality of life of medical students, according to the WHOQOL-bref scale, is regular
{3.78), and there was no statistically significant difference in the general quality of life between the first and the
last year of medical school. (p = 0.156). The social and environmental domains leveraged the scores more than the
physical and psychological domains in both groups. On the Durel scale, intrinsic religiosity (IR) stood out more
than organized (OR) and non-organized (NOR) religiosity, with statistically significant differences (p = 0.018),
which may imply that these students prefer to seek more in themselves, a harmony of life between their beliefs and
their particular needs, intermalizing existential and spiritual reflexes that are reflected in their behaviors and
decisions.

Keywords: health and spirituality, health promotion, health promotion for undergraduate students, Quality of life,
religiosity, spirituality
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and IL-8/IL-17A Tissue Expression
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