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RESUMO

Os Tumores de plexo coroide (TPC) sdo neoplasias raras do sistema nervoso
central afetando principalmente criangas abaixo dos 3 anos de idade, com uma
alta mortalidade. No sul do Brasil ha uma incidéncia elevada de carcinomas de
plexo coroide (CPC), que foi associada a mutagdao R337H no gene TP53. A
parquina que tem sido descrita em neoplasias como mama, ovario e colén e &
uma proteina codificada no gene PRKN, que no cancer pode estar mutado ou
deletado. Esta proteina esta envolvida em muitos processos celulares agindo
como supressor tumoral. Além disto, alteracdes no TP53 podem contribuir para
a desregulagao da expressao do PRKN, resultando na sua baixa transcrigao. O
objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo imunoistoquimica de parquina,
p53R2, p53, Ciclina D1 e Ciclina E1, em casos de tumores de plexo coroide
(TPC) com e sem a mutagdo R337H no gene TP53. Foram selecionados
pacientes com TPC operados entre 1992 e 2010 em um Hospital terciario de
referéncia no sul do Brasil. A imunopositividade para p53 foi mais frequente em
pacientes com CPC do que em pacientes com papiloma de plexo coroide (PPC)
(p=0,006). Todos os casos de PPC testados foram positivos para p53R2, ja em
CPC a expressdao desta proteina foi variavel. Todos os pacientes com
diagnostico de CPC sem expressdo de p53R2 estdo mortos (p=0,041).
Observamos neste estudo uma tendéncia estatistica (p = 0,097) quando
comparamos os pacientes com e sem mutagdo R337H no gene TP53, sendo
que pacientes com esta mutacdo parecem ter mais parquina. Encontramos uma
correlagao positiva entre a parquina e a p53R2 (+43%; p = 0,019). Este estudo
aponta para uma possivel agao protetora da parquina em conjunto com a p53R2
na tentativa de manutengéo do controle do ciclo celular nos CPC, especialmente
em individuos com TP53 mutado, tendo como evidencia a correlagédo positiva
entre estas duas proteinas e a relacéo entre a auséncia de expressao da p53R2

e a progressao para o obito em pacientes com CPC.



1 INTRODUGAO

Tumores de plexo coroide (TPC) sdao tumores primarios do sistema
nervoso central raros, derivados do plexo coroide, com localizacédo
intraventricular. Correspondem de 0,4 a 0,6 % de todos os tumores
intracranianos, afetando predominantemente criangas jovens, geralmente
abaixo dos trés anos de idade.'® 192342

Os TPC sao classificados baseados em critérios histologicos como
Papilomas de Plexo Coroide (PPC, grau | da OMS), Carcinomas de Plexo
Coroide (CPC, grau Ill da OMS) e uma forma intermediaria denominada como
Papilomas de Plexo Coroide Atipicos (PPCa, grau Il da OMS)."8 19.23. 420 PPC
apresenta tecido fibroconjuntivo delicado franjado, revestido por epitélio
uniforme cubico a colunar, com nucleo redondo ou oval basal e indice mitotio
baixo (<2 mitoses/10CGA) ou ausente. O PPCa é definido como papiloma de
plexo coroide com indice mitotico aumentado (> 2 mitoses/10CGA),
hipercelularidade, pleomorfismo nuclear e areas de necrose. O CPC tem sinais
francos de malignidade, como mitoses frequentes (>5 mitoses/10CGA), aumento
da celularidade, pleomorfismo nuclear, perda das proje¢cdes papiliferas, com
ninhos celulares pouco estruturado, areas de necrose e invasao do tecido
cerebral. 2°

O diagndstico entre carcinoma e papiloma torna-se muitas vezes dificil e
isso leva o patologista a optar por essa classificagdo intermediaria de papiloma
atipico. A possibilidade de usar a biologia molecular para ajudar nesta
dificuldade, poderia suscitar diagnosticos mais precisos, e consequentemente,
estabelecer melhorias no tratamento e prognéstico desses pacientes.* 46

O CPC corresponde a forma maligna desses tumores, ocorrendo na razao
de 1:5 em relagdo aos papilomas.’>44® Bleggi e colaboradores (2004)
demonstraram uma incidéncia aumentada dos casos de CPC no sul do Brasil,
na cidade de Curitiba, correspondendo a 66,3% (24/38) dos casos de tumores
de plexo coroide.*"®

O progndstico do TPC depende diretamente do local do tumor, do tipo
histologico, da extensdo da ressecgao cirlrgica e do estadio da doenga. ' Os
papilomas de plexo coroide tém bom prognostico quando a ressecgado é



completa, porém nos carcinomas de plexo coroide o prognostico ainda € pobre
uma vez que a resseccado completa destes tumores € muito dificil em razéo da
localizagao, principalmente em criangas. Neste grupo, a radioterapia pré ou pos-
operatdria esta indicada, porém pode induzir a deterioracdo intelectual e
endocrinopatias.*'®

O mecanismo mais comum associado a formagao do CPC ¢ a perda da
expressdo do gene supressor tumoral TP53, mais frequentemente encontrado
em familias com sindrome de Li-Fraumeni (FSL)."® A FSL é o protdtipo da
sindrome de predisposi¢cdo ao cancer. Individuos com FSL herdam a mutacao
no gene supressor tumoral TP53, que resulta no desenvolvimento precoce de
cancer. Estes tumores incluem sarcomas 0sseos e de partes moles, carcinomas
adrenocorticais e tumores cerebrais.%1°

A etiologia dos TPC é desconhecida, porém ha trabalhos demonstrando a
presenga de sequéncias de DNA do virus simio 40 (SV40) em papilomas e
carcinomas de plexo coroide. A mutagdo R337H no gene TP53 foi observada em
50% dos carcinomas de plexo coroide e em 5% dos papilomas de plexo
coroide.®6: 41

A sobrevida para pacientes com carcinomas de plexo coroide é baixa. A
taxa de sobrevida em cinco anos foi de 98,7% para os PPC e de 58,5% para os
CPC (p < 0,001).2* Em 2012, Crocetti e colaboradores reportaram a taxa 42,6%
de sobrevida de cinco anos para os CPC. Este estudo contribuiu
significativamente para entender a sobrevida destes pacientes, entretanto n&o
avaliou a associagao da taxa de sobrevida com a mutagdo no gene TP53.8 Entre
os pacientes com carcinoma CPC, a resseccao total estda associada a menor
mortalidade (p = 0,007), com uma sobrevida global em cinco anos de 70,9%,
contra 35,9% apos ressecgao subtotal e 30% quando a cirurgia nao foi
realizada.?* O tratamento radioterapico ndo conferiu beneficio de sobrevida nos
pacientes com CPC. Lam e colaboradores (2014), também n&o encontraram
caracteristicas demograficas (idade, sexo, raga) associadas significativamente
com a mortalidade.?* Relatos tém analisado a mutag&o no gene TP53 como fator
prognostico, mostrando que pacientes que nédo possuem mutagdo R337H no
gene TP53 e sobrevivem ao pds-operatério tém uma sobrevida longa, mesmo
sem receber tratamento radioterapico.*® Notavelmente, genes como TP53 sido



frequentemente alvo de mutagdes nas células neoplasicas, podendo o PRKN ser
como estes genes. 133047

O gene TP53 codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 kD conhecida por
p53. Essa proteina atua como um fator de transcricdo supressor do crescimento
celular podendo induzir a parada do ciclo celular bem como induzir o processo
de apoptose. Este fator esta inativado por mutagdes somaticas em muitas formas
de cancer. Por outro lado, as mutagdes mais frequentes da linha germinativa no
TP53 sao substituicdes “missense” que se aglomeram em regides altamente
conservadas do dominio proteico de ligagdo ao DNA (codon: 125-300).284047 No
Brasil, uma mutagao em particular no gene TP53 tem sido relatada nos pacientes
com TPC. Esta mutagao ocorre no exon 10 e € conhecida por R337H, sendo que
€ uma troca do nucleotideo G para nucleotideo A o que traz uma mudanga no
coédon 337 de CGC para CAC. O residuo de arginina no cédon 337 é parte de
uma importante alfa-hélice envolvida na oligomerizagdo da p53.4° A mutacéo,
por ser uma substituigdo da arginina por histidina, ndo favorece o processo final
de oligomerizagdo e assim essa mutagdo compromete a fungéo da p53.2% Essa
mutagao foi inicialmente identificada em criangas brasileiras com carcinoma
adrenocortical.’"3® Custodio e colaboradores (2011) observaram a presencga da
mutagdo R337H no gene TP53 em 63% dos CPC analisados no Sul do Brasil. %30

Outra proteina importante no processo de carcinogénese, € que esta
relacionada diretamente com a proteina p53, € a p53R2. Ap53R2 é uma proteina
homodloga a um dos componentes do sistema ribonucleotidio-redutase (RR) que
prové nucleotideos para o reparo do DNA no ciclo celular. A ribonucleotidio-
redutase humana € um tetrdmero composto por dois homodimeros hRRM1 (R1)
e hRRM2 (R2).81231 R1 e R2 sdo expressos exclusivamente durante a fase S do
ciclo celular. A unidade R1 possui meia-vida longa e o seu nivel & constante ao
longo do ciclo celular. *° Ja a unidade R2 é rapidamente degradada na fase G1
e sua auséncia inativaria o complexo RR.% A partir da ligagdo de p53 com o gene
pb53R2, codifica-se a proteina p53R2, um peptideo com 351 aminoacidos, que
mostra notavel semelhanga com a subunidade R2 do complexo RR, mantendo-
a ativada e promovendo reparo do DNA. A presenca dessa molécula em tumores
€ importante, pois a expressdo de p53R2 é regulada por p53 em resposta a

danos no DNA., 20.31.3348



Okuma e colaboradores (2006) analisaram a relagéo entre expressao da
p53R2 em carcinoma escamocelular de eséfago e invasdo tumoral, metastase
linfonodal, estadiamento patoldgico e expressdo de p53. 3* O grupo que foi
negativo para p53 e positivo para p53R2 demonstrou invasdo tumoral profunda
e estadio mais avancado.®* Outros autores encontraram que alta expressao de
p53R2 em melanomas esta correlacionada com invasédo tumoral profunda,
metastase a distancia e estadio tumoral. ' J4 Hsu e colaboradores (2011)
avaliaram a expressdo de p53R2 em amostras de cancer de pulm&o com
parametros clinicos e taxa de sobrevida, sendo que os autores concluiram que
a expressao de p53R2 estava associada com altas taxas de sobrevida e
progndstico favoravel em cancer de pulmio.?® A funcdo divergente da p53R2
pode estar relacionada a mutacbes que afetam esta importante proteina. A
mutacao pontual foi detectada no cédon 115 do gene p53R2 em linhagens
celulares de cancer (HCT116) levando a substituigdo de valina por leucina,
levando a consequente perda da fungdo da p53R2.48 A p53R2 vem sendo
considerada um possivel alvo no tratamento do cancer. Novos reguladores e
inibidores de RR e suas subunidades tém sido descobertos podendo ser
potenciais biomarcadores ou alvos terapéuticos.

A desregulagédo da p53R2 também pode sensibilizar as células a dano no
DNA no cancer durante estresse oxidativo de maneira independente de p53.74°

A p53R2 tem sido aceita com fator dependente de p53, entretanto o Tp53
esta frequentemente mutado ou deletado em tumores. Cho e colaboradores
(2017) demonstraram a ndo associagao da expressao e fungédo da p53R2 e o
status da p53, sugerindo que a regulagao da transcricdo basal da p53R2 envolve
mecanismos independentes de p53. Além da p53 e sua familia, p73, FOXO3 e
E2F1 sao os novos reguladores da transcrigdo da p53R2. A FOXO3, supressor
tumoral, ativa p53R2 promove e induz sua expressao. A expressao de p53R2 e
FOXO3 inibe a proliferagao de células neoplasicas, e a co-expressdo de FOXO3
e p53R2 é um potencial biomarcador preditivo de doenga do cancer.’

A p53R2 pode desempenhar papel duplo na regulagdo do ciclo celular
dependendo da localizag&o da p21 e do status da p53 em canceres. Regulador
do ciclo celular, o P21 € um gene alvo da p53 que medeia o controle e inibigdo
do ciclo celular em G1 através da expressdao da p21 nuclear. Ja a p21



citoplasmatica foi encontrada promovendo a progressdo do ciclo celular e
sobrevivéncia de células tumorais. A p53R2 pode, por sua vez, interagir e super-
regular a p21 citoplasmatica.”*°

Park e colaboradores (2019) descreveram que a parquina seria
responsavel pela degradagdo da p21, a qual € bem conhecida como uma
lentificadora de progressé&o do ciclo celular por meio de inibicdo de formagao de
complexos ativados de ciclinas. Sendo assim, altos niveis de parquina seriam
responsaveis por baixos niveis de p21 e consequente aumento da velocidade de
ciclagem da célula.®®

A delecdo do PRKN, gene que codifica a parquina, é correlacionada
negativamente com cinco oncogenes (genes CCND1 da proteina clinica D1,
CCNE1 da proteina ciclina E1, CDK4 da proteina CDK-4 ou quinase 4
dependente de ciclina, BCL-XL da proteina de mesmo nome e PAX8 também da
proteina de mesmo nome) e um supressor tumoral (gene BRCA1 da proteina de
mesmo nome). Este achado apoia fortemente a fungcao de supressor tumoral da
parquina em humanos. 34344

A alteracdo genética no PRKN é comum em muitas neoplasias em
humanos e também na doenga de Parkinson hereditaria. No céncer, o gene
PRKN esta mutado e/ou deletado, com a perda do numero de copias sendo o
modo de alteragao primario. Gong e colaboradores (2014) examinaram o padrao
de delegéo do PRKN através de 4934 tumores abrangendo 11 tipos de cancer."
A delecao focal do PRKN ocorre em 11% dos tumores entre todas as linhagens
e a perda de todo braco do cromossomo ocorre em 19% das amostras,
resultando numa taxa geral de 30% de perda.’® Delegbes do PRKN sdo as mais
comuns em tumores serosos do ovario, bexiga e carcinomas de mama (60%,
38% e 32% de taxa de delegao, respectivamente). Estes dados indicam que o
PRKN é um dos mais frequentes genes deletados no cancer em humanos.'

PRKN codifica a proteina parquina que esta envolvida em muitos
processos celulares como a degradagao proteassdmica, xenofagia, controle do
ciclo, proliferagcao e migracao celular, resposta a estresse oxidativo, homeostase
mitocondrial e supressora tumoral.??

Timothy e colaboradores (2017), demonstraram que o PRKN é um
supressor tumoral que controla a agao anti-apoptética do Bcl-xL promovendo a
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morte celular programada. A parquina liga diretamente a ubiquitina a Bcl-xL,
sinalizando esta para degradacgédo no proteassoma. Com isto, a inativagao da
parquina leva ao acumulo aberrante de Bcl-xL aumentando a acado anti-
apoptaotica do mesmo. A mutacdo no PRKN anula a habilidade da ubiquitina E3
ligase de degradar a Bcl-xL, produzindo o mesmo efeito. Além disso, a parquina
modula a despolarizagdo mitocondrial e apoptose de maneira independente de
Bcl-xL." Linhagens de células neoplasicas que contém a delegdo do gene PRKN
demonstram resisténcia a morte celular induzida pelo TNF-a, sugerindo uma
potencial fungdo da parquina como regulador da resposta imune e da
apoptose.?®

A parquina pode inibir a via de sinalizagdo e crescimento
JAK2/STAT3/VEGF, controlando a rede de vias de proliferacdo celular, se
tornando um supressor tumoral vital. %6

Estudos também tém indicado que deplecdo de parquina promove a
inativagdo de PTEN. '® A inativagdo do gene PTEN tem sido encontrada em
muitas linhagens tumorais em humanos. A inativacdo de PTEN promove
sobrevivéncia de células neoplasicas, estimulag&o de ciclo celular, angiogénese
e sintese proteica.'6?’

Outro mecanismo de agéo descrito para a parquina € a interagdo genética
entre os genes PRNK, CCND1, CCNE1 e CDK4, a qual esta relacionada com
processos de desregulagdo do controle do ciclo celular.’343 A regulagéo do ciclo
celular através da degradacgéo controlada da ciclina D1 (gene CCND1), ciclina
E1 (gene CCNET) e da CDK-4 (gene CDK4), pode estar relacionada a supressao
tumoral.?24243 A relagao genética entre parquina, Ciclina D1, Ciclina E1 e CDK-
4 ¢ particularmente intrigante. Ciclina D1, Ciclina E1 e CDK-4 controlam a
progressdo de G1/S e sao todas codificadas por oncogenes que estao
frequentemente amplificados em muitos tipos de neoplasias. Uma possibilidade
€ que, a perda da parquina tem funcao similar ao ganho de cépias dos genes
das ciclinas e da CDK-4. A deplecao de parquina resulta em um aumento das
ciclinas D1 e E1, levando ao crescimento e proliferacdo celular. Gong e
colaboradores (2014), observaram, como resultado da delegdo do PRKN,

acumulo das proteinas Ciclina D1 e Ciclina E1, mas ndo de outros efetores do
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ciclo celular. Além disso, a superexpressao da parquina resulta numa diminuicéo
coordenada nos niveis de Ciclina D1 e E1."3

Por fim, alteragbes no TP53 podem contribuir para a desregulagdo da
expressdo do PRKN, resultando na sua baixa transcricdo deste gene, o que
explicaria alteracdes de expressao de parquina em neoplasias com mutagao na
p53.22
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2 JUSTIFICATIVA

Os CPC sao tumores raros, afetando principalmente criangas, tem sobrevida
baixa e apresentam alta incidéncia no sul do Brasil devido a presenca da
mutagdo R337H do gene TP53. Assim sendo, é de suma importancia entender
a oncogénese deste tumor e as moléculas envolvidas neste processo.

As proteinas p53, parquina e p53R2, Ciclina D1 e ciclina E1, por se
tratarem de proteinas envolvidas com a supresséo e progressédo tumoral, tém
demonstrado ter um papel importante em variadas neoplasias e podem ter algum
papel na carcinogénese do TPC, principalmente naqueles casos de CPC com
mutagado no gene TP53.

Em vista do acima exposto, este trabalho visa estudar a expressao destas
proteinas em amostras de TPC parafinadas, visando correlaciona-las com a
sobrevida, o tipo histologico e a presenga da mutagdo R337H no gene da p53.

3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como finalidade avaliar se a mutacdo R337H no gene
TP53 esta associada com a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos
parquina, Ciclina D1, Ciclina E1, p53 e p53R2 em tumores de plexo coroide.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever a expressao da parquina em tumores de plexo coroide.

- Comparar a expressao de parquina, Ciclina D1, Ciclina E, p53 e p53R2 em
papilomas de plexo coroide e carcinomas de plexo coroide, e correlacionar a
expressao da parquina com os demais marcadores e a mutagdo R337H no gene
Tp53.

- Buscar encontrar um possivel fator diagndstico e/ou progndstico associado a
estes marcadores.
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4 ARTIGOS

Este trabalho resultou em dois artigos.

O primeiro relatando a associagdo da mutagao R337H no gene TP53 com
a expressao das proteinas p53 e p53R2 que foi publicado em setembro de 2017
no International Journal of Science and Research (IJSR), durante o curso do
doutorado.

O segundo artigo que descreve a expressao da parquina em tumores de
plexo coroide e a correlaciona com a mutagdo R337H do gene TP53 e os demais
marcadores (p53, p53R2, Ciclina D1 e Ciclina E1), esta em processo de redagao
final para submisséo.

Os dois artigos serao apresentados a seguir.
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Abstract

Background: The most common mechanism associated with the development of
choroid plexus carcinoma seems to be mutation of the TP53 gene. The R337H
mutation of the TP53 gene has been reported in a significant proportion of
patients with choroid plexus tumors. The aim of the present study was to use
immunohistochemical techniques to establish whether the presence of the
R337H mutation is associated with changes in the expression of p53 and p53R2
in choroid plexus tumors.

Methodology/Principal Findings: A total of 27 samples collected from patients
with choroid plexus tumors were screened for p53 and p53R2 expression using
immunohistochemistry; the results were compared as a function of the presence
or absence of the R337H mutation. Immunopositivity for p53 was more frequent
in patients with choroid plexus carcinomas than in patients with choroid plexus
papilloma (p=0.006). All six cases of choroid plexus papilloma (100%) tested
positive for the p53R2 protein. Patients with choroid plexus carcinomas that were
immunopositive for p53R2 had higher odds of survival (p=0.041). The R337H
mutation and tissue immunoexpression of p53 could be used in the differential
diagnosis of atypical papilloma because both occurrences are strongly
associated with choroid plexus carcinomas. The use of these factors would make
it unnecessary for the World Health Organization (WHO) to maintain a category
for atypical papilloma in their classification system. Some evidence points to an
association between absence of the p53R2 protein and progression to death in
cases of choroid plexus carcinoma.

Significance: Our results show an additional biomarkers that can aid in the
diagnosis, treatment and determination of the prognosis of patients with choroid

plexus carcinoma will continue to drive future research.

Keywords: choroid plexus carcinoma; p53; R337H; p53R2
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Introduction

Choroid plexus tumors represent 0.4 to 0.6% of all intracranial neoplasms
and predominantly affect children less than three years old [1-3].

According to histological criteria, choroid plexus tumors are classified as
choroid plexus papilloma (WHO grade 1) or choroid plexus carcinomas (WHO
grade lll) or as intermediate forms known as atypical choroid plexus papilloma
(WHO grade IlI). Application of molecular biology techniques might allow for
differential diagnoses among these three grades and consequently improve the
treatments and prognoses of patients [4].

Although the ratio of the occurrence of choroid plexus carcinoma to
papilloma is 1:5, Bleggi-Torres et al (2004) found an increased incidence of
choroid plexus carcinoma in Southern Brazil [5,6].

The etiology of choroid plexus tumors is unknown; however, it is believed
that the mechanism most commonly associated with the development of choroid
plexus carcinomas is dysfunction of the TP53 tumor suppressor gene, which
encodes the p53 protein [7-9]. A particular mutation of the TP53 gene was
detected in a significant proportion of Brazilian patients with choroid plexus
tumors. This mutation occurs in exon 10 and is known as R337H; it leads to a
base-pair substitution of G to A, with a corresponding change in codon 337 from
CGC (arginine) to CAC (histidine). The arginine residue of codon 337 is part of
an important alpha-helix involved in the functional oligomerization of the p53
protein. By replacing arginine with histidine, the R337H mutation hinders the final
stage of p53 oligomerization, disrupting its function. This mutation was first
identified in Brazilian children with adrenocortical carcinomas [10,11]. Custddio
et al (2011) detected the R337H mutation of TP53 in 63% of choroid plexus
carcinomas analyzed in Southern Brazil [12]. In addition, the survival of patients
without the R337H mutation and those patients who survive surgery is longer,
even when radiotherapy is not performed [4].

Another molecule relevant to carcinogenesis and directly related to p53 is
the protein known as p53R2. This protein is homologous to one of the
components of the ribonucleotide reductase (RR) system, which provides
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nucleotides for DNA repair during the cell cycle. The presence of p53R2 in tumors
is significant because its expression is regulated by p53 in response to DNA
damage.

The aim of the present study was to establish whether the presence of the
R337H mutation of TP53 is associated with changes in the expression of
immunohistochemical markers for p53 and p53R2 in choroid plexus tumors.

Materials and Methods

Study population

The present study included 27 patients with choroid plexus tumors
subjected to craniotomy at the Little Prince Children’s Hospital (Hospital Infantil
Pequeno Principe) from 1992 to 2010. Six cases were diagnosed as choroid
plexus papilloma, and 21 cases were diagnosed as choroid plexus carcinomas.
The description of this population and the methods used for DNA extraction and
TP53 genotyping are described in Custodio et al [12].

The present study is part of a larger research project titled “Neonatal
screening, mapping of the prevalence of the R337H mutation in TP53 according
to county, cancer history, socioeconomic profile and molecular abnormalities
associated with familial tumors in the state of Parana” that was approved by the
Research Ethics Committee (Comité de Etica em Pesquisa - CEP) of the Little
Prince Children’s Hospital and the National Council of Research Ethics
(Conselho Nacional de Etica em Pesquisa/CONEP - 677/2009).

Immunohistochemical reactions

Representative areas of the tumors were selected, and two cylinders, 1
mm in diameter each, were taken from all of the tumor samples to prepare tissue
microarrays (TMAs). This step was performed using the Manual Tissue Array
(MTA-I) (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, Wisconsin, USA).

The immunohistochemical reactions were automated using the
Benchmark ULTRA (Ventana Medical Systems, Inc., Rotkreuz, Switzerland). The
slides were identified using barcode labels and processed by the Benchmark
ULTRA. Deparaffinization was performed with EZ PREP solution (Ventana
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Medical Systems, Inc., Rotkreuz, Switzerland), and heat-induced antigen
retrieval was carried out using the Cell Conditioning 1 (CC1) solution (ULTRA
CC1 Solution, Ventana Medical Systems, Inc., Rotkreuz, Switzerland) at high pH
and 96 °C for 15 minutes.

Blocking of endogenous peroxidase was then performed for five minutes
using a peroxidase blocking reagent (ultraView Universal DAB Inhibitor - 3%
H202, Ventana Medical Systems, Inc., Rotkreuz, Switzerland) followed by a rinse
with wash buffer. The sections were then incubated with anti-p53 (Clone DO-7,
Dako, Glostrup, Denmark) and anti-p53R2 (N-16, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, USA) antibodies (1:300) for 30 minutes.

The sections were incubated with horseradish peroxidase (HRP) polymer
(HRP Multimer, Ventana Medical Systems, Inc., Rotkreuz, Switzerland) and
rinsed several times with wash buffer. The sections were then incubated with the
chromogen diaminobenzidine (DAB), rinsed with wash buffer and counterstained
with hematoxylin (Hematoxylin Il, Ventana Medical Systems, Inc., Rotkreuz,
Switzerland).

The slides were dehydrated in ethanol and xylene and mounted using a
Tissue-Tek® Film® Coverslipper (Sakura, Alphen aan den Rijn, The
Netherlands).

Reading of the anti-p53 and anti-p53R2 immunostained slides was
performed on 10 large magnification fields (400x) with an Olympus BX50
Microscope (Tokyo, Japan) using the modified Allred score. Cells with nuclear
staining for p53 and cytoplasmic/nuclear staining for p53R2 were considered to
be positive. Thus, the samples were scored using the following system: 0 —
negative, 1 — weak immunopositivity, 2 — moderate immunopositivity or 3 — strong
immunopositivity. The values corresponded to the averages of 10 large

magnification fields.

Statistical analysis

For the purpose of statistical analysis, samples with staining intensities of
0 and 1 were considered to be immunonegative for p53 and p53R2, and samples
with intensities of 2 and 3 were considered to be immunopositive for p53 and
p53R2. In addition, the outcomes “alive” or “dead” were analyzed for choroid

19



plexus carcinoma cases. The Chi-square and Fisher's Exact tests, which
compare two sets of data, were used for statistical analysis. The significance level
was set at p=0.05. The data were analyzed using SPSS v. 20.0 software (IBM
Corporation, Armonk, New York, USA).

Results

Investigation of the R337H mutation

The R337H mutation was detected in 61.7% of the patients with choroid
plexus carcinomas (n=21; p=0.016). None of the cases of choroid plexus
papilloma exhibited this mutation (Table 1).

Table 1. Absence or presence of the R337H mutation of TP53 in the choroid
plexus papilloma and carcinoma groups (n=27).

Choroid plexus  Choroid plexus

R337H
papilloma* carcinoma* p- value**
mutation
(n=6) (n=21)
Absent 6 (100.0) 8 (38.1) 0.016
Present 0 (0.0) 13 (61.9)

*n (%); **Fisher’'s Exact test
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The outcomes “alive” or “dead” were analyzed as a function of the
presence or absence of the R337H mutation in cases of choroid plexus
carcinoma (p=1.000). Approximately 54% of the patients with the mutation died,
whereas no deaths occurred among the patients diagnosed with choroid plexus

papilloma.

Analysis of immunohistochemical results for p53

Table 2 describes the association between immunohistochemical
detection of p53 expression and choroid plexus papilloma and carcinomas
(p=0.006). Figure 1 illustrates two cases of choroid plexus carcinoma (top); one

case was positive for p53 (right), and one case was negative (left) for p53.

Table 2. Absence or presence of p53 and p53R2 expression (intensity) in the
choroid plexus papilloma and carcinoma groups (n=27).

Choroid
Choroid plexus
plexus
p53 intensity ] carcinoma* p- value**
papilloma*
(n=21)
(n=6)
Absentt 6 (100.0) 7 (33.3) 0.006
Present* 0 (0.0) 14 (66.7)
p53R2 intensity

Absentt 0 (0.0) 5 (23.8) 0.555
Present* 6 (100.0) 16 (76.2)

*n (%); £no or weak staining; ¥moderate or strong staining; **Fisher’'s Exact test
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Figure 1. Two cases of choroid plexus carcinoma (top); the one on the right is

positive for p53, and the one on the left is negative for p53. Two more cases of
choroid plexus carcinoma (middle) immunostained for p53R2; the one on the right
is positive, and the one on the left is negative. Finally, two cases of choroid plexus
papilloma (bottom); the one on the right is positive for p53R2, and the one on the
left is negative for p53. Notice the nuclear immunopositivity of p53 (top right) and
the cytoplasmic/nuclear immunopositivity of p53R2 (middle and bottom right).

400x magnification.
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When considering only the patients diagnosed with choroid plexus
carcinomas, no statistically significant relationship (p=0.346) was found between
the presence of the R337H mutation and a positive result for p53 expression
(Table 3).

Table 3. Relationship between the presence of the R337H mutation of TP53 and
the expression of p53 and p53R2 proteins in choroid plexus carcinoma patients
(n=21).

Without R337H With R337H in p-
p53 intensity
in TP53* (n=8) TP53* (n=13) value**
Absent* 4 (50.0) 3(23.1) 0.346
Present* 4 (50.0) 10 (76.9)
p53R2
intensity
Absentt 2 (25.0) 3(23.1) 1.000
Present* 6 (75.0) 10 (76.9)

*n (%); £no or weak staining; ¥moderate or strong staining; **Fisher’'s Exact test
No significant relationship was found (p=0.159) between the outcomes

“alive” or dead” and the level of p53 expression in the group of patients with
choroid plexus carcinomas (Table 4).
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Table 4. Relationship between the outcome of death and the expression of p53
and p53R2 in choroid plexus carcinoma patients (n=21).

p53R2 p53R2 p-
Outcome
absentf* (n=5) present* * (n=16) value**
Alive 0 (0.0) 9 (56.3) 0.041
Dead 5 (100.0) 7 (43.7)
Outcome p53 p53 p-
absent£ (n=7) present* (n=21)  value**
Alive 5 (60.0) 4 (10.0)
0.159
Dead 2 (40.0) 10 (71.4)

*n (%); £no or weak staining; ¥moderate or strong staining; **Fisher’'s Exact test

Analysis of immunohistochemical results for p53R2

All six cases of choroid plexus papilloma (100%) were positive for p53R2
(Table 2). Of the 21 cases of choroid plexus carcinoma, 16 cases (76.2%) were
positive for p53R2 expression. Although interesting, this relationship was not
statistically significant (p=0.555). Figure 1 illustrates two cases of choroid plexus
carcinoma (middle); one case is negative for p53R2 (left), and one case is
positive for p53R2 (right). Figure 1 also depicts two cases of choroid plexus
papilloma (bottom); one case is negative for p53 (left), and one case is positive
for pS3R2 (right).

Table 3 shows that there was no statistically significant relationship
(p=1.000) between the presence or absence of the R337H mutation and positive
immunostaining for p53R2 in the group of patients with choroid plexus
carcinomas (n=21).

Table 4 shows that there was a significant correlation (p=0.041) between
the expression of p53R2 and the outcomes “alive” or “dead” in the group of

patients with choroid plexus carcinomas.

Discussion
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This observational study investigated the expression of two important
proteins, p53 and p53R2, and their relationship with the presence of the R337H
mutation in the TP53 gene in patients with choroid plexus tumors.

In addition, our results provide preliminary evidence for the possibility of
using molecular diagnoses that target the R337H mutation as a tool for the
anatomical-pathological diagnosis of patients with choroid plexus tumors.
Presence of the R337H mutation and immunopositivity for p53 might allow
atypical papilloma and carcinomas to be distinguished in clinically ambiguous
cases and thus help define cases with carcinoma. Such a definition is highly
relevant for early clinical decision-making about the type of specific treatment
required. There are different therapeutic approaches to papilloma and
carcinomas. In cases of papilloma, surgical resection is the core treatment, and
as a rule, end bloc resection is recommended as being curative [4,13]. However,
patients with choroid plexus carcinomas should also receive adjuvant therapy
after surgery. Some studies have shown that radiotherapy increases the survival
of patients with choroid plexus carcinomas [3]. Nevertheless, radiotherapy should
be avoided in pediatric patients because it could result in cognitive deficits,
endocrine disorders and the development of secondary tumors. In that
population, chemotherapy has been used as adjuvant therapy, and in some
cases, it achieved a reduction in tumor size. An incorrect therapeutic approach
could increase patients’ morbidity and reduce their odds for longer survival.

Bleggi-Torres and colleagues found that the incidence of choroid plexus
carcinoma was 63.2% of all choroid plexus tumors [5]. Custédio and colleagues
reported that adrenocortical tumors and choroid plexus carcinomas are the most
frequent neoplasms among patients under 15 years old [14]. In the present study,
77.7% of the choroid plexus tumors were carcinomas. This finding demonstrates
that the incidence of choroid plexus carcinomas is high in the state of Parana.

Tabori et al (2010) detected the somatic mutation of TP53 in 50% of the
cases of choroid plexus carcinoma but only in 5% of the cases of papilloma [9].
In 2013, Custddio et al reported that choroid plexus carcinomas exhibit the
R337H mutation of TP53 [14]. In our study (Table 1), nearly 62% of the cases
with choroid plexus carcinoma carried this mutation, whereas none of patients

with choroid plexus papilloma carried the mutation (p=0.016). Based on this

25



evidence, we suggest that choroid plexus carcinomas might be directly
associated with the presence of the R337H mutation.

In 2012, Crocetti and colleagues reported that the five-year survival rate
for choroid plexus carcinoma cases was 42.6%. This study significantly
contributed to the understanding of patient survival; however, it did not assess
the association between the survival rate and TP53 mutations [15]. Some studies
employed the R337H mutation as a prognostic factor and found that the survival
time of patients with this mutation is short [4,9,13]. Our sample included four
cases of choroid plexus carcinoma with the R337H mutation who are still alive
more than five years after their initial diagnoses. This finding indicates that the
R337H mutation of TP53 might not be the only component of the signaling
pathway that increases the likelihood of the poorest outcome. Other types of
molecules might interact with this mutation and play a role in increasing the
survival of patients.

Tissue immunoexpression of p53 (Table 2) was positive in 66.7% of the
choroid plexus carcinoma cases but in none of the papilloma cases (p=0.006).
More complete data are available in the study by Custodio et al [12]. Gugelmin
(2005) found that 80% of choroid plexus carcinoma cases and 12% of papilloma
cases were positive for p53 expression [17]. Expression of p53 was also
observed by Tena-Suck et al (2010) in 86% of choroid plexus carcinomas and in
39% of papilloma [3]. Therefore, there is agreement in the literature that the
expression of p53 is increased in choroid plexus carcinomas.

No significant association was found (p=0.346) between the R337H
mutation and tissue immunoexpression of p53 in the group of patients with
choroid plexus carcinomas. A positive result for p53 expression was detected in
76.9% of the choroid plexus carcinoma cases carrying the R337H mutation,
whereas 50% of the cases without the mutation were negative for p53.

No statistically significant association was found (p=0.159) between the
outcomes of patients with choroid plexus carcinomas and being immunopositive
for p53. However, it is noteworthy that a large number of patients who progressed
into the outcome “death” (71.4%) exhibited positive p53 expression in their
tissues. Mutation of p53 inhibits its classic function as a tumor suppressor.

Mutated p53 could negatively affect the regulation of cell differentiation,
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proliferation and apoptosis. Most TP53 mutations cause changes between
residues 100 and 300 in the DNA-binding domain [18]; as a result, mutated p53
may acquire new functions (“gain-of-function” phenomenon) with regard to cell
migration, invasion and metastasis [19]. When p53 expression increases among
choroid plexus carcinoma patients with the R337H mutation, it can be speculated
that the half-life of this structurally altered p53 is increased, and thus, it is found
more readily in cancer cells. In our study, the reason for the higher frequency of
p53 expression among the cases that exhibited the outcome “death” might be
related to a lack of early tumorigenesis suppression [20].

RR is a tetramer composed of two homodimers known as RRM1 (R1) and
RRM2 (R2) [21]. The p53R2 protein is homologous to subunit R2 and contains a
site for p53 binding. This binding stimulates the transcription/translation of a
peptide that is notably similar to R2 [22]. Thus, p53R2 bound to R1 might play a
role in DNA repair, mainly in the G1 and G2 cycle cell stages [16,23,24].

In the present study, all of the papilloma and 76.2% of the carcinomas
were immunopositive for p53R2 (p=0.555). We may infer that the presence of
p53R2 was protective in patients with papilloma. This inference is based on the
hypothesis that p53R2 provides the conditions for DNA repair by supplying
deoxyribonucleotides (ANTPs). As a consequence, the papilloma do not become
malignant. The ability of p53R2 to suppress tumor invasion in colon,
oropharyngeal, pancreatic and prostate cancers is well known in the literature.
Okumura et al (2006) analyzed the relationship between expression of p53R2 in
esophageal squamous cell carcinomas and tumor invasion, lymph node
metastasis, pathological stage and p53 expression [25]. The group that was
negative for p53 and positive for p53R2 exhibited deep tumor invasion and
reached a more severe stage. Other authors found that high levels of p53R2
expression in melanoma is correlated with deep tumor invasion, distant
metastases and tumor stage [26]. Such divergent functions of p53R2 could be
related to mutations that affect this important protein. A point mutation that was
detected in codon 115 of the p53R2 gene in a cancer cell line (HCT116) leads to
substitution of valine for leucine, with the consequent loss of p53R2 function [27].
In addition, Hsu et al (2011) assessed the expression of p53R2 in surgical

specimens from lung cancer patients as a function of clinical parameters and
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survival rate [28]. The authors concluded that p53R2 expression was associated
with higher survival rates; thus, it is associated with favorable prognoses and is
a good biomarker for lung cancer.

Among the 13 patients in the present study that had choroid plexus
carcinomas with R337H mutations, 10 (76%) exhibited positive expression of
p53R2 (Table 3), although this association lacked statistical significance
(p=1.000). Table 4 shows that 100% of the choroid plexus carcinoma cases that
were negative for pS3R2 died and that 56% of the choroid plexus carcinoma
cases that were positive for p53R2 survived (p=0.041). The p53R2 protein
supplies nucleotides for DNA repair; perhaps the occurrences of death among
the individuals who were negative for p53R2 expression could be accounted for
by loss of a DNA repair function [29]. Zhang et al (2011) suggested that p53R2
could suppress the proliferation of cancer cells independent of the status of p53
and thus represents a key element in anticancer therapeutics, especially in cases
with TP53 mutations [16].

Conclusion

The R337H mutation and tissue immunoexpression of p53 could be used
in the differential diagnosis of atypical papilloma because both occurrences are
strongly associated with choroid plexus carcinomas. Such a use would allow
better and earlier therapeutic decision-making and would make the permanent
inclusion of such an imprecise diagnostic category in the WHO classification
unnecessary.

Although immunohistochemical assessment of choroid plexus papilloma
and carcinomas showed that the former exhibited high levels of p53R2
expression and that the latter were positive for p53 and weakly positive for p53R2,
new markers that have some joint activity with p53R2, such as p73, should be
investigated because the roles of p53 and p53R2 cannot yet be asserted with full
certainty. In addition, studies of p53R2 mutations would be very useful in the effort
to elucidate the pathway in which the protein participates.

Available evidence points to a relationship between absence of the p53R2
protein and progression to death in cases of choroid plexus carcinoma. Further
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studies are needed to confirm this hypothesis, which is highly relevant for the
determination of new biomarkers with prognostic applications for these types of
tumors.

Thus, the search for additional biomarkers that can aid in the diagnosis,
treatment and determination of the prognosis of patients with choroid plexus

carcinoma will continue to drive future research.
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RESUMO

Os Carcinomas de plexo coroide (CPC) sao neoplasias raras do sistema nervoso
central afetando principalmente criangas abaixo dos 3 anos de idade, com uma
alta mortalidade. No sul do Brasil ha uma incidéncia elevada de CPC, que foi
associada a mutagdo R337H no gene TP53. A parquina foi descrita em
neoplasias como mama, ovario, coldn, entre outros e € uma proteina codificada
no gene PRKN, que no cancer pode estar mutado ou deletado. A parquina que
esta envolvida em muitos processos de apoptose e crescimento celular e pode
agir como supressora tumoral. Além disto, alteragées no TP53 podem contribuir
para a desregulagcdo da expressdao do PRKN, resultando na sua baixa
transcrigdo. Com isto, avaliamos a expressao imunoistoquimica da parquina em
29 casos de CPC com e sem a mutagdo R337H no gene TP53. Além de
correlacionar a imunoexpressao da parquina com Ciclina D1, Ciclina E1, p53,
p53R2 e sobrevida. Quando comparamos os pacientes com e sem mutagao
R337H no gene TP53, observamos que pacientes com esta mutagdo parecem
ter mais parquina (tendéncia estatistica, p = 0,097). Encontramos uma
correlagao positiva entre a expressao tecidual citoplasmatica de parquina e a
proteina p53R2 (+43%; p = 0,019). Este estudo aponta para uma possivel agéo
protetora da parquina em conjunto com a p53R2 na tentativa de manutengao do
controle do ciclo celular nos CPC, especialmente em individuos com TP53
mutado.

Palavras chaves: Carcinoma de plexo coroide, p53, R337H, PRKN, parquina
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INTRODUCAO

Tumores de plexo coroide sdo tumores raros primarios do sistema
nervoso central, derivados do plexo coroide, correspondendo apenas a 0,4 a
0,6% dos tumores intracranianos, afetando geralmente criangas abaixo dos trés
anos de idade.!?34

Os tumores de plexo coroide sao classificados baseados em critérios
histologicos como papilomas de plexo coroide (grau | da OMS), carcinomas de
plexo coroide (grau lll da OMS) e uma forma intermediaria denominada como
papilomas de plexo coroide atipicos (grau Il da OMS)."245 O diagndstico entre
carcinoma e papiloma torna-se muitas vezes dificil e isso leva o patologista a
optar por essa classificagao intermediaria de papiloma atipico. A possibilidade
de usar a biologia molecular para ajudar nesta dificuldade, poderia suscitar
diagndsticos mais precisos, e consequentemente, estabelecer melhorias no
tratamento e progndstico desses pacientes. 5678

No Brasil, uma mutagdo no gene TP53 tem sido relatada em uma
propor¢ao significativa nos pacientes com tumores de plexo coroide. Esta
mutacéo ocorre no exon 10 e é conhecida por R337H, sendo que é uma troca
do nucleotideo G para nucleotideo A o que traz uma mudanga no cédon 337 de
CGC para CAC, o que resulta na troca da arginina pela histidina. O residuo de
arginina no codon 337 €& parte de uma importante alfa-hélice envolvida na
oligomerizagédo da p53, sendo que a substituicdo por histidina ndo favorece o
processo final de oligomerizagao e, assim, essa mutagdo compromete a fungao
da p53.° Essa mutagéo foi inicialmente identificada em criangas brasileiras com
carcinoma adrenocortical.'®' Custodio e colaboradores (2011) observaram a
presenca da mutagao R337H no gene TP53 em 63% dos carcinomas de plexo
coroide analisados no Sul do Brasil.'?'3

Notavelmente, genes como TP53, sdo frequentemente alvo de mutagdes
nas células neoplasicas, podendo o PRKN ser como estes genes.' Além disto,
ja tem sido descrito que mutagbes no TP53 podem contribuir para a
desregulacéo da expresséo do PRKN, resultando na sua baixa transcrigdo.'®

PRKN codifica a proteina parquina que esta envolvida em degradacao
proteossdmica, xenofagia, controle do ciclo, proliferacdo e migracédo celular,

resposta a estresse oxidativo, homeostase mitocondrial e supressor tumoral.'
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Um dos mecanismos de ag&o descritos para a parquina é a regulagéo do
ciclo celular através da degradagao controlada da Ciclina D1 e E1, que pode
estar relacionada a supressao tumoral.’®

A relacdo genética entre o gene PRKN e as proteinas Ciclina D1, Ciclina
E1 e Kinase 4 dependente de Ciclina (CDK4) ja foi descrita. Ciclina D1, Ciclina
E1 e CDK4 sao proteinas que controlam a progressao da fase G1 para a fase S,
resultando em proliferagao celular e sdo todas codificadas por genes (CCND1,
CCNE1 e CDK4 respectivamente) que estdo frequentemente amplificados em
muitos tipos de neoplasias. Uma possibilidade € que, a perda do gene PRKN
tem funcado similar ao ganho de copias dos genes CCND1, CCNE1 e CDK4. A
deplecdo do gene PRKN resultaria, entdo, em super-regulacdo destes genes
associados com o crescimento e proliferagéo celular. Arelagao genética entre os
genes PRKN, CCND1, CCNE1 e CDK4, esta, portanto, relacionada com
desregulagéo do controle do ciclo celular em células neoplasicas. Sendo assim,
alguns autores observaram, como resultado da delegdo do PRKN, acumulo das
proteinas Ciclina D1 e Ciclina E1, mas n&o de outros efetores do ciclo celular.
Além disso, a superexpressao da parquina resulta numa diminuicdo coordenada
nos niveis de Ciclina D1 e Ciclina E1."

Este trabalho tem como objetivo avaliar a expressdo tecidual
imunoistoquimica da parquina em tumores de plexo coroide com e sem a
mutagdo R337H no gene TP53, correlacionando esta expressdo com o tipo
histologico e o desfecho dos pacientes. Além disso, visa correlacionar a
expressao tecidual imunoistoquimica de paquina nestes tumores com a

expresséo tecidual de Ciclina D1, Ciclina E1, p53 e p53R2.

METODOS

Selecao da amostra:

O presente trabalho baseia-se no estudo de 35 pacientes portadores de
tumores de plexo coroide submetidos a craniotomia em um hospital infantil
terciario de referéncia no sul do Brasil no periodo de 1992 a 2010. Sendo que
deste total, 6 foram diagnosticados como tendo papilomas de plexo coroide e 29
carcinomas de plexo coroide. Entretanto, 2 casos de papiloma tiveram que ser
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excluidos, devido a pequena quantidade de material tumoral nos blocos de
parafina, resultando num total de 33 casos sendo 4 papilomas e 29 carcinomas
de plexo coroide. Destes casos nds temos a pesquisa para a mutagdo R337H
no gene TP53 em 24 casos, sendo 20 carcinomas de plexo coroide e 4
papilomas de plexo coroide.'? Dados clinicos como: idade, sexo e desfecho
foram retirados dos prontuarios médicos.'?16

O estudo proposto faz parte do projeto aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa do Hospital Pequeno Principe, bem como pelo conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP - 677/2009), sob o titulo de “Triagem Neonatal,
mapeamento da prevaléncia da mutacdo TP53 R337H por municipio, histérico
de cancer, perfil socioeconbmico e alteragcbes moleculares associadas com

tumores de familias do Estado do Parana”.12.16

Avaliagao da mutagao R337H:

O DNA tumoral e sanguineo foi extraido e analisado usando PCR-RFLP
e os resultados foram confirmados pelo sequenciamento de 240 pares de bases
do exon 10 do gene TP53. Os pacientes, todos os pais e alguns familiares foram
submetidos a analise do DNA de amostras de sangue. Foi avaliada a presenca
da mutacdo no DNA de amostras tumorais em blocos de parafina, sendo
avaliado a perda da heterozigose.'>16

Imunoistoquimica

As amostras em parafina foram selecionadas para a confecgéo de blocos
de microarranjo tecidual (TMA), cada tumor teve 2 areas amostradas, com 3mm
de didmetro para cada amostra. Os TMAs foram submetidos as reagbes de
imunoistoquimica utilizando-se anticorpos monoclonais para os seguintes
biomarcadores: p53 (DO-7, Dako, Dinamarca), p53R2 (N-16, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, USA), Ciclina D1 (DCS-6, Dako, Dinamarca),
Ciclina E1 (T77, Abcam, Cambridge, Reino Unido) e Parquina (PRK8, Abcam,
Cambridge, Reino Unido). 1617

Para a avaliagdo semiquantitativa da expressao tecidual
imunoistoquimica das Ciclinas D1 e E1 e da p53 foi utilizado o escore de Allred
baseado na marcagao nuclear que estas proteinas exibem. Um escore de Allred
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modificado também foi utilizado para avaliar, de forma semiquantitativa, a
expressao tecidual de parquina e p53R2, pois estas proteinas exibem marcagao
citoplasmatica e nuclear. Escore de Allred representa a soma dos escores de
distribuicao da imunopositividade com os escores de intensidade da positividade,
sendo que pode variar de 0 a 8, onde 8 sdo os valores mais altos de
imunopositividade, tanto na distribuicdo como na intensidade. A distribuicdo esta
assim classificada: 0 — ausente, 1 — até 1% das células positivas, 2 — até 10%
das células positivas, 3 — até 33% das células positivas, 4 — até 66% das células
positivas, 5 — acima de 66% das células positivas. A intensidade da
imunopositividade esta assim distribuida: 0 — ausente, 1 — discreta intensidade,
2 — moderada, 3 — acentuada intensidade.’6.18.1°

A técnica de morfometria também foi utilizada para avaliagado quantitativa
da parquina. As laminas de imunoistoquimica foram escaneadas usando o
scanner Axio Scan.Z1® (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Isto produziu um
mosaico de imagens, as quais foram fragmentadas gerando centenas de
imagens para cada amostras. Foram excluidas as imagens que apresentavam
artefatos, estavam fora de foco ou ndo eram representativas de tumor na sua
totalidade. No final desta selegcdo, restaram em média 20 imagens,
representativas de campos de magnificagdo media (objetivas de 20X), para cada
amostra de 3mm. Todas estas imagens foram avaliadas utilizando o software
Image-Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA) usando a
ferramenta de morfometria de cores. Uma mascara de identificacdo das areas
imunopositivas foi gerada usando a amostra controle com a positividade
apropriada de parquina. Esta mascara foi aplicada em todas as amostras. Apos
sobreposi¢cao da mascara nas imagens selecionadas, o software determinou a
porcentagem de area imunopositiva para Parquina de cada imagem. Uma média

de imunopositividade tecidual de Parquina foi calculada para cada amostra. '°

Analise estatistica

Os resultados de variaveis quantitativas foram descritos por medianas,
valores minimos, valores maximos e quartis. Variaveis qualitativas foram
descritas por frequéncias e percentuais. Para a comparagao de dois grupos em

relacdo a variaveis qualitativas ordinais e quantitativas, foi usado o teste néo-
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paramétrico de Mann-Whitney. Em relacdo a variaveis qualitativas, essas
comparagdes foram feitas considerando-se o teste exato de Fisher. Para
avaliacdo da correlagdo entre duas variaveis quantitativas foi estimado o
coeficiente de correlagdo de Spearman. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa
computacional SPSS v.20.0

RESULTADOS

Atabela 1, apresenta a lista dos 29 casos de carcinomas de plexo coroide
e 4 papilomas de plexo coroide, contendo os seguintes dados: sexo, idade,
presenca da mutacdo R337H e desfecho dos pacientes. Dentre os carcinomas
de plexo coroide: 19 acometeram o sexo masculino (65,5%) e 22 criangas tinham
até 3 anos de idade (81,5%). Obtivemos a informacgéo de desfecho/sobrevida de
23 casos de carcinomas de plexo coroide, dos quais 13 (56,5%) evoluiram para
0 Obito, 2 (8,7%) estao vivos ha mais de 1 ano, 5 (21,7%) ha mais de 5 anos e 2
(8,7%) ha mais de 10 anos.

A avaliagdo da mutagdo R337H foi possivel em 20 CPC, estando presente

em 13 pacientes, sendo que destes, apenas um era homozigoto (Tabela 1).
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TABELA 1: Lista de pacientes com tumores de plexo coroide, diagndstico,
presenca da mutagdo R337H e sobrevida/desfecho.

Mutacdo R337H Mutagdo R337H Sobrevida/

Paciente Sexo/ldade Diagnéstico (Tumor/ Sangue)  ( sangue pais) desfecho
1 Fr* CPC * * *
2 M/2a CPC * * *
3 F/7a CPC Normal Normal > 10 anos
4 M/* PPC Normal Normal > 10 anos
5 M/5m CPC * * *
6 F/8m CPC * * OBITO
7 M/10m CPC * * *
8 F/1a CPC * * *
9 M/16m CPC * * OBITO
10 M/1a CPC Normal Normal OBITO
11 M/11m CPC Normal Normal OBITO
12 F/10m PPC Normal Normal OBITO
13 M/3m CPC Normal Normal OBITO
14 M/1a CPC MUT MUT OBITO
15 F/5m CPC MUT MUT OBITO
16 M/10a CPC MUT MUT OBITO
17 F/3a CPC Normal Normal OBITO
18 M/10m CPC MUT MUT > 10 anos
19 M/2a CPC MUT MUT OBITO
20 M/3a CPC MUT MUT OBITO
21 M/4m CPC Normal Normal > 5 anos
22 M/4m CPC Normal Normal > 5 anos
23 M/6m PPC Normal Normal > 5 anos
24 M/3a CPC MUT MUT > 5 anos
25 F/17m CPC MUT MUT > 5 anos
26 M/4m CPC * * *
27 M/1a CPC MUT MUT OBITO
28 F/5a CPC MUT MUT > 5 anos
29 F/13a CPC MUT MUT OBITO
30 M/24a PPC Normal Normal > 5 anos
31 M/4a CPC MUT(Homozigoto) MUT >1ano
32 Fr* CPC * * OBITO
33 M/8m CPC MUT MUT > 1 ano

Legenda: *Amostras com dados n&o disponiveis. CPC — Carcinomas de Plexo coroide. PPC-

Papilomas de Plexo Coroide. MUT — mutado.
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A comparacéao da expressao tecidual da parquina entre os papilomas e os
carcinomas de plexo coroide ndo demonstrou diferenga significativa entre os dois
grupos, foi avaliada a positividade nuclear (escore de Allred), a positividade
citoplasmatica (escore de Allred) e analise morfométrica desta proteina (Tabela
2).

TABELA 2: Comparagao da expressao imunoistoquimica tecidual da parquina
entre papilomas e carcinomas de plexo coroide através dos métodos de escore
de Allred e morfometria.

Variavel Diagnéstico n Mediana (min/max) VaIzI de
Parquina nuclear — (escore de Allred)* CPC 29 8 (0/8)
PPC 4 8 (7/8) 0,613
Parquina citoplasmatica — (escore de CPC 29 8 (6/8)
Allred)*
PPC 4 8 (8/8) 0,348
Parquina total em porcentagem por campo
de médio aumento (Morfometria) CPC 29 33,3 (0/50,8)
PPC 4 41,6 (23,4/64,6) 0,270

Legenda: * teste nao-paramétrico de Mann-Whitney. CPC — Carcinomas de Plexo coroide. PPC-
Papilomas de Plexo Coroide. Escore de Allred representa a soma dos escores de distribuigdo da
imunopositividade com os escores de intensidade da imunopositividade.

A parquina esta expressa no citoplasma e nucleo de todos papilomas de
plexo coroide analisados. Embora a maioria dos carcinomas de plexo coroide
apresentou expressao semelhante aos papilomas de plexo coroide, um caso foi
negativo para parquina no nucleo (Figura 1)
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FIGURA 1: Fotomicrografias da expressao citoplasmatica e nuclear da parquina
em carcinomas de plexo coroide (CPC).

Legenda: A-Imunopositividade forte da parquina no citoplasma das células tumorais de CPC
(100x e 400x - detalhe). B-Imunopositividade fraca da parquina no citoplasma das células
tumorais do CPC (100x e 400x - detalhe). C- Expressao tecidual positiva da parquina no nucleo
das células tumorais de CPC (100x e 400x - detalhe). D- Expressao tecidual completamente
negativa da parquina no nucleo das células neoplasicas de CPC (100x e 400x - detalhe).
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A imunopositividade da parquina em carcinomas de plexo coroide pelo
meéetodo semiquantitativo ndo apresentou diferencas estatisticamente
significativas quando correlacionada com a presenga/auséncia da mutagao
R337H no gene TP53. Ja quando comparamos a expressao tecidual de Parquina
pelo método morfométrico, observamos que os casos com a mutagao
apresentam mais Parquina (tendéncia estatistica p = 0,097). Nao foram
observadas diferencgas estatisticamente significativas quando comparamos a
imunoexpressao de parquina com o desfecho dos pacientes (Tabela 3).

TABELA 3: Correlacédo da expressao tecidual de parquina em carcinomas de
plexo coroide com a presencga da mutagdo R337H no gene TP53 e com o
desfecho dos pacientes.

Morfometria
Porcentagem por
Campo de Médio

Aumento

Parquina
Citoplasmatica
Escore de Allred

Parquina Nuclear
Escore de Allred

Mediana Valor Mediana Valor Mediana Valor

N (min/ max) dep* (min/max) dep* (min/max) de p*
8 8 50
Mutagio ' 'esente 13 88) g3 (88 gy (383438 o
RITH , . 8 : 8 : 28,9 :
8/8) 8/8) (19,1/28,4)
) 8 8 26,2
Nao 9 ;
Obito O8) o4z OB ggog (0462) g0
sim 14 8 : 8 : 33,3 :
(6/8) (6/8) (0/50)

Legenda: *Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney,p<0,05. Escore de Allred representa a soma
dos escores de distribuicdo da imunopositividade com os escores de intensidade da
imunopositividade.

A Tabela 4 traz a avaligdo da expressao da parquina, em conjunto com
outros marcadores imunoistoquimicos, em carcinomas de plexo coroide.
Observou-se uma correlacao positiva entre a expressao tecidual citoplasmatica
de parquina e a expressao de Ciclina E1 (+42%; p = 0,024) e de p53R2 (+43%;
p = 0,019). O mesmo n&o ocorreu quando avaliamos a expressao nuclear da
parquina ou expressao da Ciclina D1 e p53.
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TABELA 4: Correlacdo da expressao semiquantitativa tecidual da parquina com
expressado semiquantitativa tecidual da Ciclina E1, Ciclina D1, p53 e p53R2 nos
carcinomas de plexo coroide, pelo escore de Allred.

Parquina nuclear Parquina citoplasmatica
Escore de Allred Escore de Allred
N *Coeficiente Valordep N *Coeficiente Valor de p
CICLINA E1 29 0,18 0,353 29 0,42 0,024
CICLINA D1 29 0,14 0,475 29 0,12 0,534
p53 29 0,23 0,233 29 0,21 0,27
p53R2 29 0,36 0,256 29 0,43 0,019

Legenda: * Coeficiente de correlagéo de Spearman.

DISCUSSAO

Neste estudo observacional foi relatada a expresséo tecidual de parquina
em células neoplasicas de tumores de plexo coroide, além das suas relagcbdes
com a presenca de mutacdo R337H no gene TP53, sobrevida/desfecho dos
pacientes e imunoexpressao de Ciclina E1, Ciclina D1, p53 e p53R2.

Os tumores de plexo coroide sao tumores do sistema nervosos central,
afetando geralmente criangas muito pequenas.’?# QO carcinoma de plexo coroide
corresponde a forma maligna desses tumores, ocorrendo na razdo de 1:5 em
relagdo aos papilomas em varias partes do mundo.>® Bleggi e colaboradores
(2004) demonstraram uma inversao desta incidéncia nos casos de carcinoma de
plexo coroide no sul do Brasil, correspondendo a 66,3% (24 carcinomas de plexo
coroide em 38 tumores de plexo coroide analisados) dos casos de tumores de
plexo coroide, na cidade de Curitiba.®

Neste estudo n&do foram observadas diferencas estatisticamente
significativas quando comparamos a expressao de parquina entre carcinomas e
papilomas de plexo coroide, sendo que a parquina ndo seria um bom
biomarcador a ser utilizado para diferenciagdo diagnostica entre estas duas
neoplasias. Fato muito diferente foi encontrado por Taques e colaboradores em
relacao a expressao tecidual da p53 e a presenca da mutacdo R337H, as quais

sdo muito mais prevalentes em carcinomas do que papilomas de plexo coroide,
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resultando em bons biomarcadores para diferenciacdo entre estas duas
entidades.®

A nossa casuistica conta com um escasso numero de casos de papiloma
de plexo coroide (n = 4), fato que é observado com mais frequéncia no sul do
Brasil quando comparado com outras partes do mundo, provavelmente devido a
mutagdo R337H do gene TP53. ' A mutagdo R337H causa uma perda de
funcdo da proteina p53, pois envolve a substituicdo de um aminoacido localizado
no dominio de tetramerizagdo, inativando esta etapa na proteina. A
tetramerizacdo da p53 é um passo essencial para sua transativacdo e
consequente atuagdo como proteina pro apoptoética.?’ Em vista disto, os tumores
de plexo coroide com a mutacdo R337H provavelmente se tornam mais
agressivos precocemente, aumentando o risco de desenvolvimento de
carcinomas de plexo coroide. '2'® Neste estudo realizamos nossas andlises de
expressao de parquina comparada com outras variaveis como presenca de
mutagdo R337H no gene TP53, relagdo com expressao de ciclinas e p53R2, e
desfecho, apenas nos carcinomas de plexo coroide (n = 29).

Custodio e colaboradores (2011) observaram a presenga da mutagao
R337H no gene TP53 em 63% dos carcinomas de plexo coroide analisados no
Sul do Brasil. #2122 Quando comparamos os pacientes com e sem mutagéo
R337H no gene TP53, observamos que pacientes com esta mutagdo parecem
ter mais Parquina (tendéncia estatistica; p = 0,097). O PRKN é um gene
supressor de tumor e a parquina parece estar intimamente envolvida com o
controle do ciclo celular. Sendo assim, 0 aumento da expressao tecidual desta
proteina nos casos com mutacdo no TP53 pode estar associado a uma tentativa
compensatéria, uma vez que a principal proteina supressora de tumor, a p53,
nao esta exercendo este papel pois esta mutada. 1519.23.24,25.26,27,28,29

Além disto, a proteina pro-apoptotica p53, tanto mutada quanto selvagem,
guando em altas concentragdes parece se tornar instavel, fato este, que poderia
ocasionar-lhe um ganho de fungéo reversa anti-apoptoética por meio da inibigdo
da caspase-9. 293 Ja tem sido descrito o acimulo da p53 nas células de
carcinoma de plexo coroide, com e sem mutacdo R337H, sendo que este
acumulo, poderia ocorrer por aumento da sua meia vida. 2620 Em vista disto,

tanto a diminuicdo da sua transativagdo (perda da funcao pro-apoptética)
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ocasionada pela mutacdo R337H, como a sua instabilidade ocasionada pelo seu
acumulo (ganho da fungao anti-apoptética) poderiam ser os responsaveis pelo
descontrole do ciclo celular, 0 que ocasionaria 0 aumento compensatorio da
parquina nas células. 2

Estudos também tem relacionado a p53 com uma propriedade de cegar a
proteina Bcl-xL, permitindo um aumento da ativagao da proteina pré-apoptotica
Bax, controlando o ciclo celular. A perda da fungdo da p53 poderia manter a
funcdo da Bcl-xL, inibindo a apoptose e desregulando o ciclo celular. Por outro
lado, o aumento dos niveis de parquina incrementam a degradacéo da Bcl-xL,
mantendo o controle sobre o ciclo celular através do ganho de fungao apoptotica
da Bax, ja que esta é uma das fungdes desta proteina. 2024

Outros autores, tém relatado uma fungéo mitocondrial da p53 em regular
a fosforilacao oxidativa e defesa anti-oxidante, evitando stress oxidativo celular.
Sendo assim, a p53 mutada poderia gerar uma deficiéncia da fosforilagdo
oxidativa mitocondrial aumentando a glicélise e alterando o balango oxidativo,
gerando stress oxidativo celular (efeito Warburg). A parquina, por outro lado, foi
recentemente descrita como uma reguladora do estresse oxidativo e da
fosforilagcdo mitocondrial. Os aumentos dos niveis de parquina correlacionados
com a mutagdo R337H no gene TP53 nos carcinomas de plexo coroide, neste
estudo, pode também estar relacionada a este efeito. 3

A fungdo mais conhecida da parquina seria o seu controle sobre o ciclo
celular através da ubiquitinizagdo de ciclinas e sua consequente degradacgéo
pelo proteossoma. Em conformidade com o acima exposto, Gong e
colaboradores descreveram em neoplasias de ovario e mama, uma correlacao
negativa entre parquina e ciclinas, isto é, uma diminuicdo da expressédo de
parquina relacionado a um aumento da expressao das Ciclinas D1 e E1. Ja nos
nossos casos de carcinomas de plexo coroide, encontramos uma correlagao
positiva entre a Ciclina E1 e a parquina citoplasmatica (42%; p = 0,024). Sendo
assim, uma explicagdo para os nossos achados, seria que nos casos de
carcinomas de plexo coroide a parquina estaria exercendo uma fungao protetora,
acumulando-se nas células neoplasicas a fim de degradar o excesso de Ciclina

E1 que estaria estimulando a replicagdo celular. 14.1519,24,2526
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Por outro lado, autores tem descrito uma fungdo ndo protetora da
parquina. A parquina seria responsavel pela degradagao da p21, a qual € bem
conhecida como uma lentificadora de progressao do ciclo celular por meio de
inibicdo de formac&o de complexos ativados de ciclinas. Sendo assim, altos
niveis de parquina seriam responsaveis por baixos niveis de p21 e consequente
aumento da velocidade de ciclagem da célula.®? Em vista disso, o aumento de
parquina nos nossos casos de carcinoma de plexo coroide poderia estar levando
a uma diminuicdo de p21 e consequentemente a um aumento da formacgao de
complexos ativados de ciclina os quais aceleram o ciclo celular. Este fato poderia
explicar a correlacido positiva entre a expressao tecidual de parquina e ciclina
E1, ja que o anticorpo poderia se ligar tanto as ciclinas complexadas como as
livres.

A alteracdo genética do PRKN é comum em muitas neoplasias em
humanos e também na doencga de Parkinson hereditaria.®3** No cancer, o gene
PRKN esta mutado e/ou deletado, sendo que a perda do numero de copias deste
gene parece ser o modo de alteragao primario. Gong e colaboradores (2014)
examinaram o padrdo de delecdo do PRKN através de 4934 tumores
abrangendo 11 tipos de cancer. A delegéo focal da PRKN ocorreu em 11% dos
tumores entre todas as linhagens e a perda de todo brago do cromossomo
ocorreu em 19% das amostras, resultando numa taxa geral de 30% de perda.
Delegbes do PRKN sao as mais comuns em tumores serosos do ovario, bexiga
e carcinomas de mama (60%, 38% e 32% de taxa de delegao, respectivamente).
Estes dados indicam que o PRKN €& um dos genes mais frequentemente
deletado no cancer humano.' No nosso estudo, sabemos que ha expresséo
tecidual de parquina em todos os casos de carcinomas de plexo coroide, com
excecao de um caso que manteve a positividade citoplasmatica, mas a nuclear
estava completamente ausente (Figura 1). Porém nao sabemos se esta proteina
esta mutada ou ndo, sendo esta uma das principais limitagdes deste estudo.

PRKN pode inibir a via de sinalizagao e crescimento celular conhecida
como JAK2/STAT3/VEGEF, regulando a rede de vias de proliferagéo celular, se
tornando um supressor tumoral vital. Estudos tém indicado que deplecédo de
PRKN promove a inativagdo de PTEN. % A inativagdo do gene PTEN tem sido
encontrada em muitas linhagens tumorais em humanos. A inativagdo de PTEN
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promove ativacdo dos sinais proliferativos das quinases, promovendo assim a
sobrevivéncia de células neoplasicas, crescimento, estimulacéo de ciclo celular,
angiogénese, sintese proteica entre outros processos celulares.?5:35

Encontramos a correlagao positiva entre a parquina citoplasmatica (43%;
p =0,019) e a proteina conhecida por p53R2. A p53R2 é uma proteina homologa
a RRM2, um dos componentes do sistema ribonucleotideo-redutase (RR), sendo
que este sistema RR é composto por RRM1 (R1) e RRM2 (R2), que atuam
associados no reparo do DNA. A presencga da p53R2 em tumores é importante,
pois a expressdo da mesma € regulada por uma ligagdo com a p53, o que
estimula sua transcrigcdo, em resposta aos danos no DNA. Ap53R2, sendo muito
semelhante 8 RRM2, pode se associar-se a RRM1 e prover nucleotideos para o
reparo do DNA, principalmente nas fases G1 e G2 do ciclo celular. 363738 Zhang
et al sugere que a p53R2 pode suprimir a proliferagdo de células cancerosas
independente do estado da p53, desta forma se tornando uma peca chave na
terapéutica contra o cancer, principalmente nos casos com mutagao no gene
TP53. 3 A correlagao positiva entre a p53R2 e a parquina poderia indicar uma
acao sinérgica protetora entre estas duas proteinas, principalmente
considerando a quantidade de pacientes com mutagdo R337H no gene TP53
entre os casos de carcinoma de plexo coroide. A auséncia de p53R2 em
individuos que evoluiram para o 6bito ja tem sido descrita em varios tumores.3%40
O nosso estudo anterior encontrou também uma correlacado positiva entre a
auséncia da p53R2 em carcinomas de plexo coroide de pacientes que evoluiram
para o 6bito, confirmando a agdo protetora da mesma.®

A imunopositividade da parquina em carcinomas de plexo coroide n&o
apresentou significancia estatistica quando correlacionada com o desfecho de
obito dos pacientes. Silva-Camargo e colaboradores encontraram um cenario
completamente diferente em carcinomas col6énicos de alto grau, onde a maior

expresséo de parquina parece ter impacto na sobrevida destes pacientes.®

CONCLUSAO

Em conclusao, este estudo aponta para uma possivel agao protetora da
parquina em conjunto com a p53R2 na tentativa de manutengao do controle do

ciclo celular nos carcinomas de plexo coroide, especialmente em individuos com
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p53 mutada. Entretanto, novos estudos s&o necessarios para comprovar papel
da parquina na oncogénese dos tumores de plexo coroide.
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5 CONCLUSAO

A parquina é uma proteina capaz de controlar uma série de proteinas
ligadas ao ciclo celular, desta forma agindo como supressor tumoral. Dentro dos
tumores de plexo coroide ela esta expressa no nucleo e citoplasma, tanto dos
carcinomas de plexo coroide, como nos papilomas de plexo coroide.

A expressao tecidual da parquina apresentou uma associagao positiva
com a Ciclina E1 e proteina p53R2.

A p53 e a Ciclina D1 ndo apresentaram associagéo significativa com a
parquina.

Observamos uma tendéncia estatistica de associagdo da expressao da
parquina com a presenca da mutacdo R337H no gene TP53, sendo que
pacientes com a mutacdo parecem apresentar mais parquina.

Houve também uma associagao entre a expressao tecidual de p53R2 e a
sobrevida dos pacientes com CPC, sendo que todos os pacientes negativos para
p53R2 foram a ébito.

Tanto a expressao de p53 como a presenga da mutagdo R337H no gene
TP53 foram negativas nos seis papilomas estudados, sugerindo que estes dois
biomarcadores possam ser usados no diagnostico diferencial entre papilomas e
carcinomas de plexo coroide.

Novos estudos sao necessarios envolvendo a parquina e o carcinoma de
plexo coroide, para definir o papel desta molécula nas neoplasias de plexo

coroide. Assim como, avaliar o seu potencial prognostico e terapéutico.
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