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RESUMO

Neuroblastoma € o tumor sélido maligno extracraniano mais comum da infancia. Enquanto que em criangas
muito pequenas podem regredir espontaneamente ou apresentar boa resposta ao tratamento, alteragfes
genéticas que influenciam a apoptose, em alguns casos, podem conferir resisténcia a quimioterapia ou
determinar recidivas, alterando o prognéstico destes pacientes. O objetivo do estudo € correlacionar a
expressdo imunoistoquimica da proteina QSOX1 e de outros biomarcadores (PTEN, Ki67, Bcl2, caspase 8 e
Bax), em amostras de neuroblastoma isentos de tratamento, com seus fatores prognodsticos
clinicopatolégicos e com sua evolugdo clinica. Os blocos histopatolégicos com amostras dos
neuroblastomas (n=23) foram submetidos a testes de imunoistoquimica, apds serem organizados em tissue
microarray. Os casos foram classificados de acordo com os fatores prognosticos clinicopatolégicos (idade
ao diagnéstico, se maior ou menor que 18 meses; localizacdo da lesdo no momento do diagnéstico, se
abdominal ou extra-abdominal; presenca ou ndo de infiltragdo da medula 6ssea; grau de diferenciacao
tumoral, se bem ou pouco diferenciados; classificagdo histopatolégica de Shimada, se favoravel ou
desfavoravel; estado da matriz extracelular tumoral, se rico ou pobre em estroma com células de Schwann
diferenciadas e presenca ou ndo de amplificacdo do MYCN) e; de acordo com a evolugéo clinica (se em
Obito ou vivo com ou sem recidivas). Doze casos eram do sexo feminino, nove criangas tinham idade maior
gue 18 meses, nove apresentavam tumor com localizacdo extra-abdominal e nove pacientes tinham
tumores com histologia desfavoravel. Quinze pacientes haviam realizado puncdo de medula 6ssea, sendo
guatro casos positivos para metastases. Nove pacientes evoluiram para o 6bito. A QSOX1 apresentou
maior expressao imunoistoquimica em criancas menores de 18 meses com nheuroblastomas em
diferenciacdo (p=0,029) de localizacdo abdominal e sem metastases na medula dssea. O anticorpo Ki67
apresentou maior expressdo imunoistoquimica em criancas maiores de 18 meses com tumores
indiferenciados (p = 0,013), de localizagéo extra-abdominal, com presenca de metastase em medula éssea,
sendo que este indice proliferativo se correlacionou com a QSOX1 de maneira inversamente proporcional. A
imunoexpressao elevada de QSOX1 correlacionou-se com fatores clinicopatol6gicos de bom prognéstico,
sem impacto na evolugéo clinica. A QSOX1 tem fungBes que incluem a maturagdo de matriz extracelular e a
inducdo de apoptose e por este motivo pode estar envolvida no processo de diferenciacdo benigna e
regressdo do neuroblastoma, podendo funcionar assim como um biomarcador de algum valor na
determinacg&o de grupos de risco para esta neoplasia.

Palavras-chaves : Neuroblastoma, proliferacédo, apoptose, fatores prognoésticos.



ABSTRACT

Neuroblastoma is the solid malignant extracranial tumor most common in childhood. While in very young
children it may regress spontaneously or show good response to treatment, genetic changes in apoptosis
pathway may result in resistance to chemotherapy or premature relapses with poor outcome. The objective
of this study is to correlate the immunohistochemical expression of QSOX1, PTEN, Ki67, Bcl2, Bax and
caspase 8 in samples of neuroblastoma without treatment, with their prognostic clinical and pathological
factors and with their follow up. The block of tissue samples of neuroblastoma (n = 23) underwent
immunohistochemical analysis. Cases were classified according to prognostic factors (diagnostic age greater
or less than 18 months; diagnostic lesion location if abdominal or extra abdominal; presence or absence of
bone marrow infiltration; tumor grade if well differentiated or poor differentiated; histopathological grading
according Shimada if favorable or unfavorable; matrix extracellular status if stroma rich or poor in
differentiated Schwann cells; presence or absence of MYNC amplification) and clinical outcome (if death or
alive with or without relapses). Twelve cases were females, 9 children were older than 18 months, 9 patients
had tumor with the extra-abdominal metastasis and 9 patients had tumors with unfavorable histology. Fifteen
patients had undergone bone marrow aspiration, 4 positive for metastasis. Nine patients subsequently died.
The QSOX1 showed higher immunohistochemistry expression in children younger than 18 months with
neuroblastoma in differentiation (p = 0.029) and abdominal location without metastasis in bone marrow. The
antibody Ki67 showed higher immunohistochemical expression in children older than 18 months with
undifferentiated tumors (p= 0.013), extra-abdominal location, with metastasis to bone marrow. The
immunohistochemical expression of QSOX1 was associated with good prognostic factors, however, with no
impact in the clinical outcome. The QSOX1 has functions that include the maturation of extracellular matrix
and induction of apoptosis and for this reason may be involved in the process of benign differentiating and
regression of neuroblastoma, which can act as a biomarker of some value in determining risk groups for this
neoplasm.

Keywords: Neuroblastoma, proliferation, apoptosis and prognostic factors.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AlIF — Apoptosis inducing factor

APAF1 — Apoptotic protease activating factor 1

Bax — (Rattus novergicus) — Bcl2 associated X protein

Bcl2 — (Rattus novergicus) — B-cell CLL/lynphoma 2

Caspase 8 — (Homo sapiens) — Apoptoses — related cysteine peptidase
COG - Children's Oncology Group

CISH — Cromogenic in situ hybridization

DNA — Acido desoxirribonucléico

FAD — Flavina adenina dinucleotideo

FAS — Receptor de membrana

FASL — Ligante Fas

FISH- Fluorescence in situ hibridization

HE — hematoxilina-eosina

HsQSOX1- Quiescina sulfidril oxidase 1 humana

INRG — International Neuroblastoma Risc Group

INPC — International Neuroblastoma Pathology Committee

INSS — International Neuroblastoma Staging System

Ki67 — (Salmo salar) — Antigeno Ki67

LDH — Desidrogenase lactica

MDR — multi-drug-resistance

MI — indice mitético

MKI — indice mitose/cariorréxis
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mRNA — micro Acido ribonucléico

MYCN — n-myc mielocytosis viral related ongogene, neuroblastoma
PCR - Polymerase chain reaction

PCNA - Proliferating cell nuclear antigen

PIP3 — Fosfatidilinositol-3

PI3K — Fosfatidilinositol-3-quinase

POG - Pediatric Oncology Group

Pgp — Glicoproteina P

PTEN — (homo sapiens) Phosphatase and tensin homolog
Qsox1/QSOX1 — (Rattus novergicus)/(Homo sapiens) quiescina Q6 sulfidril oxidase 1
QSOX1s - Quiescina sulfidril oxidase 1 curta

QSOX1, - Quiescina sulfidril oxidase 1 longa

QSOX 2 — (Rattus novergicus)/ (Homo sapiens) Quiescina Q6 sulfidril oxidase 2 ou N
SIOPEN - International Society of Pediatric Oncology Europe Neuroblastoma Group
SOXN — Sulfidril oxidase derivada do Neuroblastoma

TMA — Tissue Microarray

TP53 — Gene supressor de tumor P53






TRKA — Gene receptor de neutrofina A
TRKB — Gene receptor de neutrofina B
TRX — Tiorredoxina

TS — Gene supressor de tumor
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1. INTRODUCAO

Neuroblastoma € uma neoplasia embrionaria do sistema nervoso simpatico,
sendo mais comumente diagnosticado em lactentes menores de um ano, além de
ser o tumor solido infantil extra-craniano mais comum na infancia (1,2), somando
de oito a 10% das neoplasias pediatricas (3). A cada ano, cerca de 650 novos
casos sao identificados nos Estados Unidos da América e sozinho responde, por
no minimo, 15% do total de mortes por cancer infantil.

A diversidade do comportamento do neuroblastoma, por vezes muito
agressivo, sugere que a transformacéo maligna destas células deve-se, em parte,
a uma falha da resposta a sinalizacdo que regula a diferenciacdo e a proliferacéao
celular. Outras vezes, 0 neuroblastoma pode apresentar uma taxa relativamente
alta de diferenciacdo benigna com regressdo espontanea, sendo que este
fendmeno pode refletir uma exacerbacdo na ativacdo dos programas de
diferenciacao celular e das cascatas de apoptose. Este processo de maturacao e
diferenciacdo benigna, tdo bem documentado nos neuroblastomas, esta, no caso
dessa neoplasia, intimamente relacionado com a diferenciacdo e maturacao de sua
matriz extracelular, a qual passa de um neuropilo pouco diferenciado em lesdes
inicialmente imaturas e de comportamento agressivo para uma matriz extracelular
rica em células de Schwann bem diferenciadas nas lesdes de comportamento
benigno(3).

A despeito disso, de maior interesse ainda, € o raro paciente que mesmo na
presenca de um perfil clinicopatolégico de bom progndéstico (idade inferior a 18
meses, lesdo intra-abdominal e auséncia de infiltracdo de medula 6ssea, com
tumor diferenciado, classificacdo de Shimada favoravel, matriz extracelular rica em
células de Schwann bem diferenciadas e sem amplificagdo do n-myc mielocytosis
viral related ongogene, neuroblastoma - MYCN), tem progressao agressiva, com
recidivas precoces e evolucdo clinica desfavoravel. A identificacdo desses
pacientes no momento do seu diagnéstico pode facilitar a instituicdo de

terapéuticas mais agressivas, mesmo na presenca de fatores de bom progndéstico
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gue ndo a indiguem , melhorando as suas chances de sobrevida (1, 4, 5).

A presenca de altos niveis de proteinas proliferativas (tais como o Ki67) ou
de resisténcia a apoptose (como o Bcl2) e a inibicdo de proteinas pré-apoptéticas
(como o PTEN, o Bax e as caspases) explicaria o comportamento agressivo destes
tumores (3,6) bem como sua resisténcia a quimioterapia (7). Ja € conhecido que os
niveis de expressdo de moléculas envolvidas na regulacdo de apoptose e na
proliferacdo celular como PTEN, Bcl2, caspases, Bax, Ki67, apresentam valor
prognaostico em pacientes com neuroblastomas (8,9).

O tratamento apropriado e 0 prognoéstico deste tipo de tumor séo
dependentes de fatores clinicos como a idade (sendo mais favoravel quando os
pacientes tém menos que 18 meses); o local da lesdo ao diagndstico (localizacao
unicamente abdominal no momento do diagndstico determina melhor prognéstico)
e o0 estadio tumoral (envolvimento metastatico da medula 0ssea determina pior
progndstico) e, também, de fatores biolégicos tais como a diferenciacdo tumoral
(indiferenciados ou pouco diferenciados sdo de pior progndstico); a classificacédo
histopatolégica de Shimada (os de histologia favoravel sdo de melhor prognéstico),
0 estado do estroma tumoral (aqueles tumores ricos em estroma com células de
Schwann diferenciadas sdo de melhor prognéstico) e a amplificacdo do MYCN
(que quando presente determina pior prognaostico) (1,2,10).

Em resumo, a busca por outros biomarcadores que melhor possam prever o
comportamento bioloégico incerto do neuroblastoma € constante, pois sua
descoberta poderia facilitar a instituicdo precoce de terapéuticas mais adequadas,
aumentando assim a sobrevida tdo reservada deste tipo de neoplasia. Sendo
assim, a hipotese deste estudo se baseia no fato de que os niveis elevados de
expressdo da Quiescina sulfidril oxidase 1 (QSOX1) em neuroblastomas podem
ser representativos de bom progndstico, definindo assim a QSOX1 como mais um
biomarcador progndstico para essa neoplasia, podendo também discriminar melhor
0S seus grupos de risco. A QSOX1 é uma proteina que desencadeia processos
como a maturacdo de matriz extracelular e a inducdo de apoptose ambos,

processos envolvidos com diferenciacdo e a maturacdo dessa lesdo e
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consequentemente com seu comportamento mais benigno (6,7).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FATORES CLINICOPATOLOGICOS DO NEUROBLASTOMA.

O diagnéstico do neuroblastoma pode ser feito via microscopia convencional
sendo comum seu diagnostico diferencial com outros tumores infantis de
“pequenas células redondas e azuis” (11). Sdo tumores originarios do tecido
nervoso simpatico e sua histologia pode ser composta por células primitivas,
neurbnios maduros e células ganglionares em uma mesma massa tumoral (12, 13,
14).

Novas variaveis clinicas e patoldgicas tém sido amplamente estudadas em
criangcas portadoras de neuroblastoma. Os parametros clinicopatolégicos sao
relevantes por terem valor prognostico decisivo no momento do diagndstico deste
tipo de tumor. Idade do paciente e extensédo da doenca sdo as principais variaveis
no estadiamento deste tumor, a fim de estabelecer tratamento adequado. Contudo,
pela diversidade do comportamento agressivo desse tumor, outros fatores
progndsticos devem ser observados, os quais neste estudo foram tratados como
variaveis clinicopatoldgicas e correlacionadas aos biomarcadores estudados nesta

pesquisa.

2.1.2 Localizac&o da lesao.

A massa tumoral pode desenvolver-se em qualquer nivel ao longo da via
neural simpética (15), com a maioria dos tumores primarios ocorrendo na regiao
intra-abdominal (65%). Grande parte desses casos se apresenta como massa
abdominal assintomatica ao diagnéstico e as metastases podem estar presentes
em 75% dos casos (12). A localizagdo na regido retroperitoneal e, particularmente
nas adrenais, tem pior progndstico, enquanto que os mediastinais tém melhor

sobrevida (16).
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2.1.3. Idade da crianca.

E importante salientar que a idade do paciente ao diagnéstico é inversamente

b

relacionada a sobrevida. Criangcas com idade inferior a um ano no momento do
diagnéstico apresentam maior sobrevida, independentemente do estadio clinico (1).
Dados mostram que quando diagnosticadas, 36% das criangas com neuroblastoma estéo
com idade abaixo de um ano, 75% abaixo de quatro anos e 90% encontram-se abaixo
dos dez anos. A sobrevida livre de doenca para os pacientes abaixo de 1 ano é em torno
de 82%, de um a dois anos cai para 32% e acima de vinte anos ndo € maior que 10%
(12).

2.1.4. Alteragdes genéticas e amplificagdo do  MYCN.

O contetdo de DNA (acido desoxirribonucléico) nos permite discriminar dois tipos
principais de neuroblastomas: os dipléides (cerca de 45% de todos os tumores) e 0s
tripldides (55% restantes). A maior parte dos casos de regressdo e amadurecimento
espontaneo concentra-se no grupo tripléide. Todavia, a vantagem conferida pela triploidia
concentra-se fundamentalmente nas criancas menores de um ano e estadios avancados
da moléstia, perdendo sua relevancia naguelas de idade superior a dois anos (12,13).

As delecdes do braco curto do cromossomo 1 (1p) e os ganhos do braco
longo do cromossomo 17 (17q) sdo algumas das anomalias citogenéticas mais
comuns nos neuroblastomas, encontradas em aproximadamente 35% dos casos,
sendo, com maior frequéncia, verificadas em criancas com formas avancadas da
doenca. Entretanto, seu valor como variavel independente de prognostico €
controverso, basicamente por sua habitual associacdo com MYCN (mielocytosis
viral realted oncogene) amplificado. Este Ultimo relacionado a tumores mais
agressivos e de pior prognostico (13,17). A translocacdo t(11;22) (g24;q12)
também foi demonstrada em neuroblastomas, além de serem encontradas em
tumores de Ewing e rabdomiossarcomas (11).

A amplificacdo do MYCN - oncogene cuja sequéncia € normalmente
localizada na porcéo distal do braco curto do cromossomo 2 (2p24) — é a melhor

alteracdo genética para descrever o neuroblastoma. A amplificacdo do oncogene



MYCN, que ocorre em 20% de todos 0s neuroblastomas associados a fenoétipos de
alto risco, correlaciona-se a estadios avancados do tumor (31% dos estadios Il e
IV, contra apenas 4% dos estadios | e Il), significando rapida progresséao tumoral e
péssimo prognostico, mesmo quando verificada em criancas de tenra idade e
estadios iniciais (11,17,18).

Este proto-oncogene € um membro da familia MYC cuja transcricdo de
varios fatores parece ser responsavel por funcbes vitais como coordenar o
crescimento, o metabolismo e a divisdo celular (17).

Vérias outras alteracdes genéticas tem sido implicadas na génese do

neuroblastoma como as descritas no quadro 1 (18).

Quadro 1. Regides cromossémicas e genes relacionado s ou supostamente envolvidos na

tumorigénese do neuroblastoma.

Locus cromossdmico  Nome do Gene Tipo do Gene/Fungéo

1p36.2-p36.3 Supressor de tumor

1p13 NGF Neurotrofina; ligante para NTRK 1
1923-g31 NTRK1 (TRK-A) Receptor tirosina kinase

2p12-13 MAD Pode regular o MYCN

2p24.1 MYCN Proto-oncogene

2p24 DDX1 RNA helicase/oncogene

3p Supressor de tumor

4p Supressor de tumor

7921 PGY1 (MDR1) Quimiorresisténcia

9g22.1 NTRK2 (TRK-B) Receptor de tirosina kinase

11p13 CD44 Integrina/Supresséo de metastase
11p13 BDNF Neurotrofina; ligante para o NTRK 1
11923 Supressor de tumor

12p13 NTF3 (NT-3) Neurotrofina; ligante para o NTRK 3
1423 MAX Regulacdo do MYCN

14q923-qter Supressor de tumor

15q24-q25 NTRK3 (TRK-C) Receptor tirosina kinase

16p13.1 MRP Quimiorresisténcia

17922 NME1 Nucleosidio kinase/Supressao de metastase
17923-qgter Oncogene

18921.1 DCC Supressor de tumor

18g21.3 Bcl2 Supresséo de apoptose

19 NTF4 (NT-4) Neurotrofina; ligante para o NTRK 2

*REGIOES DE PERDA ALELICA SAO LOCAIS ONDE SE PRESUME CONTER GENES SUPR ESSORES DE

TUMOR. (18)

Ao longo da ultima década, a determinacdo da amplificacdo do MYCN em

neoplasias tem sido feita por todos 0s grupos cooperativos através da técnica de

FISH (fluorescence in situ hybridization) (19).
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2.1. 5. Classificacdo morfoldgica do neuroblastoma.

Em 1988, um esforgo cooperativo internacional foi iniciado para estabelecer
os critérios de diagnostico, estadiamento e progndstico para o neuroblastoma.
Grupos internacionais de estudo e tratamento de neoplasias se uniram para
estabelecer os critérios para determinar os Grupos de Risco Internacional de
Neuroblastoma (INRG). O Comité Internacional de Patologia do Neuroblastoma
(INPC) estabeleceu uma padronizagcédo de terminologia e de critérios morfolégicos
€ um consenso para uma classificacdo que tivesse significado progndstico,
relevancia biolégica e reprodutibilidade (20). O INPC adotou, em 1994, algumas
modificacdes, do esquema proposto por Shimada em 1984 (21,22) (quadro 2).
Este esquema é baseado principalmente nas alterac6es morfoldgicas associadas
com a sequéncia de maturacdo da matriz extracelular neoplasica e da

diferenciacdo de suas células de Schwann (20).

Quadro 2. Avaliagdo prognostica de tumores neurobla  sticos de acordo com a classificagéo
patolégica.

Classificacéo Internacional Patolégica do | Classificacdo de | Grupo Prognostico
Neuroblastoma Shimada
Neuroblastoma Pobre em estroma Pobre em estroma
Favoréavel Favoravel favoravel
Menor de 1,5 anos Pouco diferenciado ou em
diferenciacdo e baixo MKI
tumoral
Entre 1,5 e 5 anos Em diferenciacdo e baixo
MKI tumoral
Desfavoravel Desfavoravel desfavoravel
Menor que 1,5 anos Tumor indiferenciado e/ou
alto MKI tumoral
Entre 1,5 e 5 anos Tumor indiferenciado ou
pouco diferenciado e MKI
tumoral alto
Maiores que 5 anos Todos os tumores
Ganglioneuroblastomas | Rico em estroma Rico em estroma
Em maturacdo ou | Estroma de células de | Favoravel favoravel
maduro Shwann dominante
Tipo nodular Estroma de células de | Desfavoravel desfavoravel
Shwann rico nas areas
nodulares

Legenda: MKI= indice mitose-cariorrexis ou cariorre  Xxia
Fonte:Shimada H et al. The International Neuroblast oma Pathology Classification (the Shimada
System). Cancer. 1999 86(2):364-372 (22).




O INPC também avaliou outras caracteristicas morfologicas e elaborou um
sistema de classificacdo progndstica, descrito por Joshi, o qual é valido
atualmente. Todavia, tem sido mantida também a nomenclatura tradicional de
Shimada por ser amplamente conhecida e utilizada na pratica clinica ( Quadro 3)

(13,20,21,22,23).

Quadro 3. Comparacao prognéstica entre os grupos de acordo com a classificacdo histopatoldgica

de Shimada e de Joshi.

Progndstico Fatores Histopatolégicos/Idade
Progndstico Fatores Histopatolégicos/ idade
Favoréavel
Shimada Estroma rico, todas as idades, sem nédulo presente

Estroma pobre, idade 1,5 - 5 anos, diferenciado, MKla <100
Estroma pobre, idade < 1,5 anos, MKI<200

Joshi Grau 1b , todas as idades, grau 2 ¢, < 1 ano
Desfavoravel
Shimada Estroma rico, todas as idades, nédulo presente

Estroma pobre, idade > 5 anos
Estroma pobre, idade 1,5 — 5 anos, indiferenciado
Estroma pobre, idade 1,5 — 5 anos, diferenciado, MKI >100
Estroma pobre, idade <1,5 anos, MKI >200
Joshi Grau 2, idade > 1 ano, grau 3d , todas as idade

MKla , indice de cariorrexia (nimero de mitoses e ¢ ariorrexis por 5000 células)

Grau 1b = Baixo indice mitotico (< 10/10 high-power fields) e presenca de calcificagd  o.

grau 2 ¢ = Baixo indice mitético ou presenca de cal  cificagédo.

grau 3d = Auséncia de baixo indice mitético e calci  ficagéao.

Fonte: Brodeur GM, Castleberry RP. In: Neuroblastom  a. Pizzo PA, Poplack DG, editores. Principle
and Pratice of Pediatric Oncology. 2nd ed. Philadel  phia: Lippincott, 1993;746 (13).

A classificacdo dos neuroblastomas segundo a sua diferenciacdo os divide
em dois grupos bem definidos: (1) os indiferenciados/pouco diferenciados e; (2) os
em diferenciagdo/bem diferenciados/ganglioneuroblastomas.

Os tumores indiferenciados ou pouco diferenciados tem neuroblastos pouco
diferenciados, poucas células ganglionares e matriz extracelular (estroma)
representada por neuropilo pouco diferenciado e pobre em células de Schwann
diferenciadas. Além disso, esses tumores pouco diferenciados tem, geralmente,
altos indice de mitose/cariorréxis (MKI) (13). O MKI é calculado pela contagem de
células em mitose e em cariorréxis em 5000 células e é considerdo baixo quando

as contagens resultam em menos de 100 mitoses/cariorréxis, intermediarios
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guando este indice esta entre 100 e 200 mitoses/cariorréxis e alto quando esta
acima de 200 destes eventos em 5000 células. Esses tumores pouco diferenciados
também tém altos indices mitéticos (MI), sendo que este indice é calculado
contando-se figuras de mitoses em 10 campos de grande aumento (CGA = 400x) e
€ considerado alto quando resulta em mais de 10 mitoses em 10 CGA.(13)

Contudo, os tumores em diferenciacdo e bem diferenciados apresentam
células ganglionares quase maduras ou maduras e estroma mais fibrilar e rico em
células de Schwann muitas vezes bem diferenciadas, culminando a sua
diferenciacdo com os ganglioneuroblastomas que representam a forma mais
madura do neuroblastoma, de comportamento benigno e muitas vezes
expontaneamente regressivo. Além disso, esses tumores tem baixos MKI e Ml
(22).

A maturacdo do neuroblastoma jA € um processo bem conhecido e pode
acontecer em criancas menores com fatores progndsticos clinicopatolégicos
favoraveis. Sabe-se que esta maturacdo € amplamente dependente do
remodelamento da matriz extracelular, isto €, do estroma do neuroblatomas, que
evolui de neurdpilo pouco diferenciado para um estroma rico em células de

Schwann bem diferenciadas.(18)

2.1.6. Estadiamento clinico do neuroblastoma.

Historicamente, os fatores de risco de pior prognostico em pacientes com
neuroblastoma incluem metastase 0ssea, com mais que 10% de células tumorais
na medula éssea, MYCN amplificado, nivel de ferritina sérica maior que 142 ng/ml,
desidrogenase lactica (LDH) maior que 500UJ/L, histologia desfavoravel e idade
maior que 1 ano no momento do diagnostico (24). A Willam Guy Forbeck
Research Foundation promoveu uma conferéncia mundial cujo principal objetivo foi
a publicagéo do Sistema Internacional de Estadiamento do Neuroblastoma (INSS —

International Neuroblastoma Staging System) (Quadro 4) (25).



Quadro 4. Estadiamento segundo INSS (International ~ Neuroblastoma Staging System).

Estadios |Caracterizacéo

Tumor localizado, confinado a area de origem; remogdo macroscopicamente
I completa, com ou sem doenca residual microscépica; linfonodos ipsi e
contralaterais identificados livres de comprometimento neoplasico.

Tumor unilateral com remog¢&o macroscopicamente incompleta; linfonodos ipsi e

A contralaterais identificados livres de comprometimento neoplasico.
Tumor unilateral com remocdo macroscopicamente completa ou incompleta;
1B linfonodos ipislaterais comprometidos; linfonodos contralaterais identificados livres

de comprometimento neoplasico.

Tumor infiltrando-se através da linha mediana, com ou sem envolvimento regional
1l de linfonodos; ou tumor unilateral, com envolvimento contralateral de linfonodos;
ou ainda, tumor de linha média, com envolvimento bilateral de linfonodos.
Disseminagdo do tumor a linfonodos distantes, ossos, medula éssea, figado ou

\% outros érgaos (exceto como definido em IV S)
Tumor priméario localizado conforme definido para estddios 1 ou 2, com
IVS disseminacao metastatica limitada a figado, pele e medula éssea (infiltracdo <

10% das células neoplasicas). Para criancas menores que 1 ano.
Fonte: (www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/neuroblas toma/HealthProfessional )

Clinicamente, mais de 50% dos pacientes sédo diagnosticados com metastases
(estadio IV pelo INPC) e apesar de utilizarem quimioterapias intensivas, a maioria morre
em torno de 3 anos apos o diagndéstico. A maior parte dos pacientes com neuroblastoma
estadio IV tem dois ou mais dos achados prognésticos desfavoraveis e o tempo de
sobrevida livre de doenca é menor que 20% (24). A diversidade de fatores clinicos,
biolégicos e combinacdes de variaveis prognosticas envolvidas com o neuroblastoma tem
sido utilizadas ha muitas décadas para distribuicdo e estratificacdo de grupos de risco e
para atribuir o tratamento adequado. Este tratamento é feito de maneira uniforme por
todos o0s grupos cooperativos de tratamento de neuroblastoma, como o SIOPEN
(International Society of Pediatric Oncology Europe Neuroblastoma Group), o COG

(Children’s Oncology Group) e o POG (Pediatric Oncology Group), ha aproximadamente
20 anos. (Quadro 5).
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Quadro 5 . Estadiamento de risco do neuroblastoma —

baixo, intermediario e alto — do Children’s

Oncology Group .
Estadio Idade MYCN (*) Histologia DNAI (**) Grupos de
(INSS) (anos) (Shimada) Risco
| 0-21 Qualquer Qualquer Qualgquer BAIXO
lIA, 1IB <1 Qualquer Qualquer Qualquer BAIXO
21-21 Sem amplificacdo Qualquer - BAIXO
2121 Amplificado Favoravel - BAIXO
2121 Amplificado Desfavoravel - ALTO
1] <1 Sem amplificacao Qualquer Qualquer
<1 Amplificado Qualquer Qualquer ALTO
2121 Sem amplificagdo Favoravel -
21-21 Sem amplificagcéo Desfavoravel - ALTO
2121 Amplificado Qualquer - ALTO
v <1 Sem amplificacdo Qualquer Qualquer
<1 Amplificado Qualquer Qualquer ALTO
21-21 Qualquer Qualquer - ALTO
IVS <1 Sem amplificacdo Favoravel BAIXO
<1 Sem amplificacdo Qualquer
<1 Sem amplificacdo Desfavoravel
<1 Amplificado Qualquer ALTO
Legenda:

(*) MYNC amplificado — ndmero de cépias >1
(**) DNAI <1 (hipodiploidia) considerado como favor  4vel

Fonte: ( www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/neuroblas toma/HealthProfessional

Criancas com tumores ressecaveis ao diagnostico e sem metastases sdo em
torno de 20-30% dos casos (INSS estadios | e 1l). O acompanhamento mostra boa
evolucdo com taxa de sobrevida de 80 a 100%. Pacientes INSS estadio | tratados
com cirurgia tiveram sobrevida livre de doenca em 100% dos casos. Porém no
estadio Il, a presenca de fatores como localizagao extra-abdominal de tumores ao
diagnodstico, ruptura de tumor durante a cirurgia, envolvimento de linfonodo
regional, histologia desfavoravel ou amplificacdo do MYCN, tem sido considerado
como maus indicadores de sobrevida (26).

Apenas 4% dos pacientes com neuroblastoma em estadio precoce (estadios
| e 1) ttm amplificacdo MYCN. Agqueles pacientes sem amplificacdo do MYCN tém
uma excelente taxa de sobrevida em trés anos (90% de probabilidade de

sobrevida) (27).



2.2. MECANISMOS CELULARES RELACIONADOS A TUMORIGENESE

As mutacfes carcinogénicas costumam afetar os genes que controlam o
nascimento (ciclo celular) ou a morte (apoptose) das células. Duas grandes
categorias (de genes) podem ser distinguidas: oncogenes e 0S genes supressores
de tumor (28,29).

A carcinogénese é um processo que pode ser dividido em trés fases:
iniciagdo, promogao e progressao, e pode durar de um a 30 anos. Durante esse
periodo, ocorre o acumulo de mutagcées no genoma celular, especialmente em
genes que garantem a ordem dos eventos do ciclo celular e da mitose, ou
executam reparo de eventuais erros na replicacdo do DNA ou ainda, que
promovem e mantém o estado de diferenciag&o celular (18,30).

Oncogenes sdo genes cuja atividade normal € promover a proliferacdo
celular e os genes supressores de tumor sdo responsaveis pelos processos de
apoptose celular. Mutacbes de ganho ou perda de funcdo em células tumorais
criam formas impropriamente ativas desses genes (29).

Genes supressores de tumor sdo aqueles cujos produtos inibem os eventos
gue direcionam para o cancer. Alguns produtos de genes supressores de tumor
impedem a progressdo do ciclo celular, outros encaminham as células para a
apoptose e um ultimo grupo de produtos mantém o genoma estavel e as taxas de
mutacdo baixas ao garantirem a precisdo da replicacdo, da reparacdo e da
segregacdo do DNA da célula. Para que o comportamento de uma célula mude,
ambos os alelos de um gene supressor de tumor precisam ser inativados (29).

O neuroblastoma € uma neoplasia heterogénea com biologia complexa e,
evidéncias sugerem que existam trés tipos distintos de neuroblastomas como
exemplificado na figura 1 (18,30). O evento inicial da tumorigénese parece ocorrer
no tecido neuroblastico indiferenciado. A diferenciacdo celular determina a
expressédo de um receptor de neurotrofina, o TRKA (receptor de neurotrofina A) ou
0 TRKB (receptor de neurotrofina B). Aproximadamente um ter¢co dos tumores sao

caracterizados por significante expressao do TRKA. Estes tumores chamados
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neuroblastomas tipo 1, parecem ter um defeito na divisdo mitética, pois
apresentam geralmente triploidia. Pacientes com tumores do tipo 1 geralmente sao
curados apenas com cirurgia e apresentam um excelente prognostico (18). Por
outro lado, tumores que expressam TRKB s&o caracterizados por instabilidade
genOmica. Ocorrem rearranjos cromossOmicos no 17q (bragco longo do
cromossomo 17) em sua maioria. Esses tumores possuem ainda perdas no braco
longo do cromossomo 11 e/ou 14 e raramente tém perda do 1p (braco curto do
cromossomo 1), ou amplificacdo do MYCN e sdo chamados de neuroblastoma do
tipo 2. Todavia, tumores onde ocorre a perda do 1p, apresentam amplificagcdo do
MYCN e desenvolvem um comportamento clinico altamente maligno, sendo
chamados de neuroblastomas do tipo 3 (18, 31). A probabilidade de sobrevida dos
pacientes com o tipo 3 € menor que 25% e valores intermediarios sdo encontrados
para o tipo 2. DefinicAo mais precisa das trocas moleculares que ocorrem nos
neuroblastomas podem definir terapias especificas e aumentar as possibilidades

de cura . Ver figura 1(18).
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Figura 1 — Modelo hipotético da origem genética do neuroblastoma.
Fonte: Sociedade Americana de Oncologia Cinica, 199 9 ( 30)




A proliferacao celular anormal aparece como fator precursor na origem de tumores
malignos (32,33). Marcadores de proliferacdo celular sdo Uuteis na graduacdo de
agressividade das lesdes malignas. Os marcadores de proliferacdo mais estudados séo
as figuras de mitose (visualizacdo e contagem do numero de mitoses propriamente ditas)
em colora¢cBes de rotina e a expressao, por imunoistoquimica, de moléculas que atuam
em uma ou mais fases do ciclo celular. Anticorpos monoclonais tém sido empregados
para estudar proteinas no ciclo celular e dentre eles, o anticorpo anti-PCNA, antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA — Proliferating cell nuclear antigen) e o anticorpo
para o antigeno Ki67 (32, 34, 35,36).

A morte celular programada ou apoptose é um processo fisiol6gico de morte celular
pelos quais as células que perderam suas funcBes ou apresentaram defeitos s&o
eliminadas do organismo (30). Foi descrita pela primeira vez por Kerr et al. em 1972,
sendo essencial para a manutencdo do desenvolvimento embrionario e para homeostase
nos organismos adultos (37, 38,39). Ganhos ou perdas génicas em genes que codificam
proteinas das vias de apoptose conduzem a perturbacdo na homeostase celular, o qual
pode ser o evento patolégico primario resultando no processo de tumorigénese (30, 37).

Os sinais que levam a morte celular podem ser de natureza extracelular ou
intracelular, esta sinalizacdo leva a ativacdo das vias controladas pelas caspases, cuja
ativacdo promove a liberacdo de fatores pro-apoptéticos pela mitocéndria, ativando
outras caspases ditas executoras, conduzindo a alteracdes celulares caracteristicas de
apoptose (33, 37). A liberagéo do citocromo C no citoplasma € regulada por membros da
familia Bcl2, como por exemplo as proteinas pré-apoptoéticas (Bax, Bak,Bad, Bid e Bim) e
as proteinas antiapoptoticas (Bcl2, MCL1, Bclxl ou Bcl2-like 1, Bcl2W). O produto do gene
supressor de tumor TP53 atua como um regulador das vias de apoptose por controlar a
transcricdo de Bax. Esta atividade depende da fosforilacdo da proteina p53 por quinases

ativadas apds o reconhecimento de danos extensos no DNA (39, 40, 41).

23



2.3. BIOMARCADORES ESTUDADOS

2.3.1. QSOX1.

A QSOX é uma tiol-oxirredutase dependente da FAD (42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51,52). A proteina QSOX1 pertence a uma nova classe de quiescina/sulfidril oxidases
FAD — dependentes (flavina adenina nucleotideo — dependente) que catalisam a formacéo
de ligacdes de tidis a dissulfetos através da reducdo de oxigénio, com concomitante
formacdo de peroxido de hidrogénio, portanto tém acdo contraria as enzimas

antioxidantes (figura 2).
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Figura 2. As principais fases da catalise da QSOX. Reoxidacdo da enzima e geragdo de peréxido de
hidrogénio. Fonte: Thorpe C, Coppock DL (51)

As proteinas QSOX contém dois dominios: um dominio N-terminal tiorredoxina

(TRX) e um dominio préximo a regido carboxi-terminal homoéloga a ERV1 (figura 3)

(49,51).
Signal Trx1 Trx2 Spacer ErWALR Transmembrane
Human QSOX1 N [N [ | 1G] : ic
CxxC CxxC CxxC

Figura 3 — Gene da QSOX1 humana. Enzimas QSOXtem 1 ou 2 dominios tiorredoxina.
Fonte: Thorpe C, Coppock DL (51)

Os arranjos das proteinas QSOX, formadas pela fusdo dos dominios TRX e ERV1,

foram inicialmente chamados como Q6 (quiescina 6 sulfidril oxidase) e SOXN (sulfidril



oxidase derivada do neuroblastoma), Atualmente s&o designadas QSOX1 (gene
hQSOX1) e QSOX2 ou QSOXN (gene hQSOX2 ou hQSOXN), respectivamente
(42,49,53). O gene hQSOX1 apresenta-se com aumento de sua expressdo em placenta,
estdbmago e pulméao, enquanto que o hQSOX2 apresenta aumento de sua expressao em
pancreas, cérebro, rins e coragao (45).

Em diferentes espécies existem duas variantes da proteina QSOX1, a QSOX1,
(longa) e a QSOX1s (curta), também denominadas por alguns autores como QSOXla e
QSOX1b, sendo que as duas partilham as mesmas identidades estruturais (44,45).

A presenga da QSOX1 foi demonstrada no ambiente extracelular, como fluido
seminal humano (52), clara do ovo da galinha (53, 54), sobrenadante de cultivo de
fibroblastos quiescentes (54), sendo que a sua localizacdo extracelular sugere que esta
proteina possa estar envolvida na remodelacdo dos componentes da matriz extracelular,
principalmente pelo fato de que a formacgéo de pontes de dissulfeto séo requeridas para o
apropriado dobramento, funcéo e estabilidades de diversas proteinas (55,56). A QSOX1,
também é encontrada no reticulo endoplasmatico, no complexo de Golgi, nos granulos
secretorios, nas mitocondrias, entre outras organelas (43,45). A QSOX2 ou QSOXN
(quiescina sulfidril oxidase 2 ou N) est4 associada a membrana plasmatica e ao nucleo
(44). Estudos com anti-QSOX1 policlonal em cérebro de ratos revelaram a presenca da
proteina QSOX1 em todas as areas do cérebro com niveis variados (44)

A familia de proteinas QSOX tem sido descrita como proteinas que participam na
elaboracdo da matriz extracelular, maturacdo de poxvirus, na regeneracdo de tecidos,
sensibilizacdo de células de neuroblastoma a estimulos apoptéticos e como fatores de
regulacéo de crescimento e adesao celulares (49, 56,57).

A expressao do gene hQSOX1 é baixa em fibroblastos humanos em proliferacéo,
porém sua expressao € elevada quando os mesmos fibroblastos entram em quiescéncia.
Foi também demonstrado, in vivo, uma relacdo entre altos niveis de mRNA (&cido
ribonucléico mensageiro) do hQSOX1 com a quiescéncia de células de pulmdo humano
(44). A maior expressado génica sugere que esta proteina esteja envolvida no processo
normal de quiescéncia celular reversivel e, portanto, a inibicdo desta poderia levar a

processos patolégicos como cancer (56).
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As fungbes precisas da QSOX1 humana vém despertando interesses em VAarios
estudos. Sabe-se que a formacao de pontes de dissulfeto, funcéo exercida pela QSOX1,
€ requerida para o arranjo trimérico dos colagenos (56), além de estar relacionada a
manutencdo da integridade da matriz extracelular (58), desempenhando um papel
importante no desenvolvimento fetal. Outra funcdo bioldégica da QSOX1 seria 0 seu
envolvimento no estresse oxidativo induzindo a apoptose de determinados tipos de
células e a sua relacdo com o controle negativo do ciclo celular (44).

A sulfidril oxidase derivada do neuroblastoma (QSOX2 ou QSOXN) apresenta
funcdo pro-apoptética em células de neuroblastoma humano (45), regulando a
sensibilizacdo destas células a inducdo de morte celular pelo interferon gama (57). Em
células de neuroblastoma, programas apoptoticos podem ser ativados por citocinas ou
drogas citostaticas. Disfungbes no processo de morte celular conferem resisténcia a
terapéutica medicamentosa e diminuem as chances de uma boa resposta terapéutica.
Expressdo desregulada do gene MYCN é critica na determinacdo da progressdo do
neuroblastoma, e uma das fungdes pleiotropicas da proteina MYCN € a sensibilizacéo
celular a apoptose induzidas por citocina e drogas. Apesar de terem sido identificados
cinco genes relacionando a sensibilizacdo a morte celular por interferon gama, o gene
mais eficiente entre eles foi o da sulfidril oxidase derivada do neuroblastoma (hQSOX2 ou

hQSOXN) (57).

2.3.2. PTEN.

O PTEN (phosphatase and tension homolog n chromossome 10) foi descoberto
em 1997 como um gene supressor de tumores e esta localizado no cromossomo 10g23.
Age convertendo PIP3 para PIP2, desta forma gerando a inativacdo da fosfatidilinositol-3-
guinase (PI-3k). A inativacdo do PTEN resulta no acumulo do PIP3, cuja funcao é ativar a
PI-3k, promovendo a proliferacdo celular e inibindo a via apoptética, alterando assim a
sobrevida celular e levando a tumorigénese (59,60,61,62). O PTEN pode estar alterado
por mutacbes soméaticas em varios tipos de carcinomas. Foi utilizado como marcador

tumoral em estudos com gliomas e, comparado a outras variaveis clinicas, mostrou-se



relacionado a um melhor estadio clinico (63). Ha uma forte evidéncia de que a ativacao da
via de sinalizacdo PTEN/PI-3Kt é importante para o desenvolvimento da aberrante
proliferacdo vascular em glioblastomas (64, 65). Alguns autores encontraram um
decréscimo da expressao da proteina PTEN nos neuroblastomas mais indiferenciados e
mais agressivos clinicamente, quando comparados aos bem diferenciados e menos
agressivos, sugerindo que o PTEN tem baixa expressdo em tumores em estadio
avancado. Esses achados demonstram o papel do PTEN no mecanismo da progressao

de tumores malignos como no caso do neuroblastoma (4).

2.3.3. Ki67.

O Ki67 é uma proteina ndo histona, identificada pelo anticorpo monoclonal anti-
Ki67. E uma proteina nuclear humana encontrada durante o ciclo celular, sendo
largamente empregada como marcador de proliferacdo celular. N&ao é expressa em
células na fase GO, mas pode ser detectada nas fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e
mitose). Esta associada com a proliferacao celular, estando a fracdo de células tumorais
positivas ao Ki67 relacionada a evolugéo clinica da doenca (66).

Métodos imunoistoquimicos que pesquisam antigenos associados a proliferacéo
celular tais como o Ki67 e PCNA (Antigeno Nuclear da Célula em Proliferacdo) sdo muito
utilizados para avaliar a agressividade de um tumor, através da quantificacdo de sua
atividade proliferativa (67, 68).

O valor prognéstico do indicador Ki67 pode ser de particular importancia naqueles
tipos de cancer cujo curso clinico € dificil de predizer somente pelo critério histologico.
Sendo assim, o Ki67 é considerado o melhor marcador de proliferagcdo atualmente, com

uma forte correlacdo entre este e o prognéstico de diversos tumores (67, 68, 69).

2.3.4. Caspase - 8.

A inducao do processo apoptoético classico da-se pela ativagao de cisteinoproteases

denominadas caspases (70). A familia das caspases € considerada a principal via de
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regulacdo de morte celular programada. S&o sintetizadas como pré-enzimas que
necessitam de um processo proteolitico para serem ativadas (71) e tém a capacidade de
clivar substratos que possuam residuos de aspartato levando a fragmentacéo nuclear e a
externalizacao de fosfolipidios de membrana, os quais sdo responsaveis pela sinalizacéo
para a fagocitose (72,73). Sao conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis
(caspases -3, -6, -7, - 8, -9, -10) participam da apoptose (30, 70,73).

A caspase 8 (caspase 8 apoptoses-related) ativa proteinas pré-apoptoéticas que
promovem a formacdo de poros na membrana externa mitocondrial. Isso ativa a liberacéo
do citocromo C no citoplasma, o qual, associado a pro-caspase-9, forma o chamado
apoptossomo (73). A saida de citocromo C é dependente de uma série de eventos
elétricos e quimicos na membrana mitocondrial. Estes eventos sdo modulados pela acao
de proteinas indutoras de apoptose da familia Bcl2 (Bcl2W, Bclxl, MCL1) e da familia Bax
(Bad, Bid e Bak), capazes de interagir com elementos estruturais da membrana externa

das mitocéndrias (30, 70,73).

2.3.5. Bcl2 e Bax.

A familia dos genes Bcl2 e Bax (B-cell CLL/lymphoma — 2 e Bcl2-associated X
protein respectivamente) exercem papel importante na regulacdo da apoptose. O gene
Bcl2 foi primeiramente observado translocado em linfomas foliculares de células B. Essa
translocacao resulta na transferéncia do gene Bcl2 da posicdo 18921 para 14q32. Este
gene translocado causa uma superexpressao de suas proteinas, podendo resultar na
supressdo da apoptose (71). As proteinas intracelulares que regulam diretamente o
processo de ativacdo das caspases constituem a denominada familia Bcl2. Os membros
dessa familia podem ser divididos em moléculas pré-apoptéticas (Bax, Bak, Bclxl, BAD,
BID, BIK, HRK, BIM e BOK) e antiapoptéticas (Bcl2, BCL-xL, BCL-w, BFL-1, BRSAG-1,
MCL-1, Al, E1B19K, LMW5-HL e EBV BHRF1) (72, 73). Os membros da familia Bcl2,
como Bcl2 e Bclxl inibem a apoptose, pois previnem a liberacdo de citocromo C e sao
chamados de reguladores antiapoptéticos. A homeostasia € mantida pelo controle da

guantidade de proteinas antiapoptéticas e pré-apoptéticas. Estimulos, como danos ao



DNA, levam ao aumento na expressao das proteinas pro-apoptéticas. Entre as proteinas
mais estudadas, desta familia, estdo a Bax (pré-apoptética) e a Bcl2 (antiapoptética) cuja
superexpressao esta relacionada a adenomas e carcinomas colorretais (72). O gene Bax
humano sintetiza uma proteina que se une ao Bcl2, a proteina Baxa, e a sua

superexpressao permite a morte das células (71,72).

29



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL.

Avaliar a expressdo imunoistoquimica da Quiescina/sulfidril oxidase 1 (QSOX1) em
amostras parafinadas de neuroblastoma humano correlacionando-a com fatores
prognoésticos clinicopatolégicos classicos, evolucdo clinica e com biomarcadores de

progressao tumoral.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1 — Correlacionar a expressao imunoistoquimica da Quiescina/sulfidril oxidase 1
(QSOX1) em amostras parafinadas de neuroblastoma humano com os fatores
progndsticos clinicopatolégicos classicos (idade dos pacientes, localiza¢cao do tumor, grau
de diferenciacdo tumoral, classificacdo de Shimada, padrdo estromal do tumor,
amplificacdo do MYCN, comprometimento de medula 6ssea) e com a evolucao clinica dos
pacientes (se em 0bito ou se vivo com ou sem recidivas).

2 — Correlacionar a expressdo imunoistoquimica dos biomarcadores estudados
(PTEN, Ki67, Bax. Bcl2 e caspase—8) com os fatores prognosticos classicos e com a
evolugao clinica dos pacientes.

3 — Correlacionar a expressao imunoistoquimica da Quiescina/sulfidril oxidase 1
(QSOX1) com a expressao imunoistoquimica dos outros biomarcadores estudados

((PTEN, Ki67, Bax. Bcl2 e caspase-8).



4. METODO

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital

Pequeno Principe (HIPP-PR) com numero de registro 0518-07.

4.1. CRITERIOS DE INCLUSAO.

Foram selecionados todos os pacientes, de ambos os sexos, com diagndéstico de
neuroblastoma, tratados no Hospital Pequeno Principe, entre os anos de 1998 a 2004
(n=41). Os prontuéarios de todos os pacientes foram revisados, bem como suas laminas
histol6gicas em hematoxilina-eosina (HE) a fim de determinar os casos a serem incluidos
neste estudo. Os casos destinados a este estudo foram compostos de amostras pré-
tratamento dos tumores (bidpsias ou produtos de ressec¢do tumoral) dos pacientes com
diagnéstico de neuroblastoma, ja fixadas em formol e emblocadas em parafina, cujos

blocos parafinados foram separados para esta pesquisa.

4.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO.

Amostras inadequadas para a realizacdo de provas imunoistoquimicas e/ou que
apresentavam artefatos tais como necrose, autblise e calcificacdo (entre outros),
detectados no momento da revisdo de laminas, foram retiradas do estudo. Casos cujos
prontuarios ndo estavam completos ou eram inexistentes foram retiradas do estudo.

Sendo assim, 23 casos cumpriram todos os critérios de selecéo.

4.3. REVISAO DAS LAMINAS E DOS BLOCOS.

Durante a revisado das laminas em HE as amostras mais representativas do tumor

foram selecionadas e seus blocos foram separados do arquivo.
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4.4. CLASSIFICACAO DOS CASOS.

Os casos foram classificados da seguinte maneira:

- 0 sexo da criancga, se feminino ou masculino;

- a faixa etaria ao diagnostico, se menor de 18 meses ou maior ou igual a 18
meses);

- a localizacdo das lesbes no momento do diagndstico, se extra abdominal ou
abdominal;

- 0 estado da medula éssea, se infiltrada pela neoplasia ou nao;

- o grau de diferenciacdo histolégica da neoplasia, se pouco
diferenciada/indiferenciada ou se bem diferenciada/em
diferenciacao/ganglioneuroblastomas;

- quanto a evolucdo da doenca, se em ébito ou vivos com ou sem recidiva/doenca
residual);

- quanto ao tipo de matriz extracelular da neoplasia, se rico ou pobre em estroma
com células de Schwann;

- quanto a classificacdo de Shimada, se de histologia favoravel ou desfavoravel;

- e por ultimo verificada a presenca ou ndo da amplificacdo do MYCN em todos os

casos.

4.5. PREPARO DAS AMOSTRAS EM TISSUE MICROARRAY (TMA).

As laminas originais em HE, de cada um dos casos do estudo, foram revisadas e
durante a revisdo foram marcadas duas areas representativas do tumor, livres de
artefatos. Estas areas foram amostradas dos blocos originais e preparadas em tissue
microarrays (TMA) (74,75,76,77).

Este método se inicia a partir da separacdo de multiplas amostras e a juncéo de
todos em um bloco comum. A técnica completa, desde o inicio até a realizacdo dos cortes
histolégicos, consistiu de alguns passos: (a) através do sistema de espelho, a lamina com

duas areas previamente escolhidas foi utilizada para localizacdo das regibes mais



representativas do tumor no bloco-doador; (b) para que as amostras fossem
posteriormente localizadas no bloco-receptor foi confeccionado um mapa em plano
cartesiano, sendo que as linhas identificadas com numeros e as colunas com letras; (c)
uma vez montado o mapa, os blocos-doadores foram organizados para montagem dos
blocos-receptores; (d) os blocos receptores foram montados com amostras de tumor
retiradas dos blocos doadores com pinca tipo punch de pele de 3mm.; (e) apés a
confeccdo dos blocos-receptores (TMA), a partir deles foram confeccionadas laminas

histologicas para a realizacdo das provas imunoistoquimicas (vide figuras 4,5 e 6).

Tissue core Construction of
Collection of cohort tissue microarray

Figura 4 — Esquema da montagem de um tissue microarra Y. Os blocos doadores (donor) organizados, a pinga
de punch sobre a area da amostra a ser retirada e a mesma contendo o corte de tecido (seta), além da
construcao do bloco receptor (recipient) com suas | inhas e colunas previamente identificadas por um ma pa em
plano cartesiano. Fonte: Adaptado pelo autora.

Figura 5 - Fotografia de dois blocos de tissue micr  oarray e da pinga de punch nimero 3 utilizada
para a sua construcdo. Fonte: Autora.
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Figura 6 — Fotografia de um exemplo de laminas de tissue microarray coradas pelo método da
imunoistoquimica com o anticorpo anti-QSOX1. . Fonte: Autora.

Figura 7: Equipamento utilizado para avaliagéo das laminas de TMA (computador e microscépio com
camera acoplada). Laboratério de Patologia Experime  ntal - PUCPR.
Fonte: Autora.



4.6. REALIZACAO DOS TESTES IMUNOISTOQUIMICOS.

Seis cortes de parafina dos blocos em TMA, com 4um de espessura cada um,
foram desparafinizados com xilol (37°C) e desidratados com banhos sucessivos de alcool.
A rehidratacdo foi feita com &agua. Foram utilizados alcool metilico e peréxido de
hidrogénio (H202) para o primeiro bloqueio da peroxidase enddgena e a agua destilada e
H,O, para o segundo bloqueio. A incubacao foi feita com os anticorpos primarios na
diluicdo determinada pelo fabricante ou adaptada para melhores resultados neste material
(vide quadro 2), tendo duragéo de 12 horas, em camara umida e temperatura de 2 a 8°C.
Todos os anticorpos utilizados eram monoclonais: anti-QSOX1 (recombinante de
camundongo produzido na Universidade Federal do Parana — UFPR), anti-PTEN Data
Sheet (monoclonal de camundongo da novocastra®), anti-Ki 67 (monoclonal de
camundongo Dako®), anti-caspase 8 (monoclonal de camundongo Dako®), anti-Bcl2
(monoclonal de camundongo Dako®) e anti-Bax (monoclonal de camundongo Dako®).
Como anticorpo secundario utilizado foi o Advance Dako ® , o qual foi incubado com o
material por 30 minutos, também em temperatura de 2 a 8°C. Para a revelacdo das
laminas foi adicionado complexo DAB + substrato Dako ® sobre as laminas eletricamente
carregadas Star Frost ®, sendo que a contra-coloracéo foi realizada com hematoxilina de
Harris, seguida de desidratacdo com banhos de alcool etilico 100% e de clarificacdo com

xilol. Para a montagem das laminas se utilizou a resina histolégica da marca Entellan ®.

Quadro 6 — Anticorpos utilizados no estudo com resp ectivas funcdes e sitios.

Marcador Fornecedor Funcéo Sitio

QSOX1 UFPR Proliferacéao Citoplasma/Matriz extracelular
PTEN Novocastra® Antiproliferativo Nucleo

Ki67 Dako® Proliferacao Nucleo

Caspase 8 |Advanced® Pro-apoptotica Membrana Mitocondrial/Citoplasma
Bcl2 Dako® Antiapoptotica Membrana Mitocondrial/Citoplasma
Bax Dako® Pré-apoptotica Membrana Mitocondrial/Citoplasma

Fonte: Autora

4.7. LEITURA DAS LAMINAS DE IMUNOISTOQUIMICA.

Para a leitura do anticorpo anti-QSOX1 foi utilizado o programa Image Pro Plus®,

em um computador DELL®, com o auxilio de uma céamera Dino-eye® e de um
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microscopio Optico BX40 da Olympus®. Utilizando-se a objetiva de 40x e o software de
analise de imagem foram medidas as areas de imunopositividade da anti-QSOX1 nas
amostras do estudo. O anticorpo anti-QSOX1 cora o citoplasma e matriz extracelular dos
neuroblastomas em castanho, quando positivo. O observador fornece ao programa uma
amostra da coloracdo castanha considerada positiva e o programa faz a leitura da
totalidade da &rea imunopositiva no campo de grande aumento (CGA = objetiva de 40x),
em micrdmetros quadrados (um?). Para determinar a area média de imunopositividade da
QSOX1 por campo de grande aumento em cada tumor foram lidos cinco campos de
grande aumento em todas as amostras dos casos do estudo, somando-se um total de 10
campos de grande aumento por caso.

A leitura das laminas imunocoradas pelo Ki67 e pelo PTEN foi realizada através da
contagem de nucleos positivos por CGA, em microscopia éptica, com o microscopio BX40
da Olympus®, utilizando-se a objetiva 40x, onde foram lidos trés campos em todas as
amostras, somando um total de seis campos por caso de estudo.

Para as laminas imunocoradas com Bcl2, caspase 8 e Bax foram feitas utilizando-
se um microscopio optico BX40 da Olympus® e o programa Image Pro Plus®, num
computador DELL®, com o auxilio de uma camera Dino-eye®. Utilizando-se a objetiva de
40x, e o software de analise de imagem foram medidas as areas de imunopositividade da
caspase 8, do Bcl2 e do Bax nas amostras do estudo, do mesmo modo que o descrito
para a QSOX1. O programa fez a leitura da area imunopositiva total, em micrémetros
guadrados (um?), por CGA. Para determinar a area média de imunopositividade para cada
anticorpo (caspase 8, Bcl2 e Bax) foram lidos quatro CGA em todas as amostras,

somando-se um total de 8 campos por caso.

4.8. HIBRIDIZACAO IN SITU COM FLUORESCENCIA - FISH.

A partir do TMA, também foram reproduzidas laminas em branco e enviadas para o
Servico de Patologia do Hospital A C Camargo em S&o Paulo para avaliagdo da
amplificagdo do MYCN através da técnica de FISH. Pela hibridizacdo in situ, as laminas
confeccionadas podem ser visualizadas em microscépio de fluorescéncia, e as alteracées

cromossOmicas, se presentes, sao identificadas (78,79).



4.9. VARIAVEIS DO ESTUDO.

4.9.1. Variaveis clinicopatoldgicas.

Para a analise dos resultados, os casos foram separados em grupos de acordo
com os fatores prognaésticos clinicopatoldgicos ja conhecidos tais como:

A — Idade ao diagndstico (se menor de 18 meses ou maior ou igual a 18 meses),

B — Localizacao da leséo no momento do diagnéstico (se a lesédo é extra-abdominal
ou apenas abdominal),

C - Infiltracdo da medula éssea (se infiltrada pela neoplasia ou nao),

D- Grau de diferenciacéo histolégica  da lesédo (se pouco
diferenciado/indiferenciado ou bem diferenciado/em diferenciagéo/ganglioneuroblastoma)

E — Evolugdo da doenca (se em o6bito ou vivos com e sem recidiva/doenca
residual).

F — Classificacdo de Shimada (se histologia favoravel ou desfavoravel)

G - Estroma do tumor (se pobre ou rico em estroma com células de Schwann
diferenciadas)

H — Amplificacdo do MYCN (Amplificado / Ndo Amplificado).

4.9.2. Variaveis imunoistoquimicas.

Os grupos definidos pelas variaveis clinico-patolégicas foram comparados as

médias de positividade dos seguintes marcadores imunoistoquimicos:

A — QSOX1
B — Ki67
C - PTEN

D — Caspase - 8
E — Bcl2
F — Bax
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4.10. ANALISE ESTATISTICA.

A analise estatistica realizada considerou as medidas descritivas dos dados,
incluindo frequéncias e percentuais paras as variaveis categoricas, e médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padrdes para as quantitativas.

Para a comparacdo de grupos definidos pelas varidveis clinicopatolégicas e
evolucdo clinica em relacéo as variaveis quantitativas, foi usado o teste t de Student ou o
teste ndo-parameétrico de Mann-Whitney.

Em relacdo as variaveis nominais dicotbmicas, os grupos foram comparados
usando-se o teste exato de Fisher.

O grau de associacdo entre dois marcadores foi avaliado pelo coeficiente de
correlacdo de Spearman e pelo coeficiente de concordancia de Kappa.

Para avaliacdo da sobrevida dos pacientes foram construidas curvas de Kaplan-
Meier, sendo as comparacdes de duas curvas feitas pelo teste de log-rank.

Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. O programa de analise
estatistica utilizado foi 0 SPSSV8®.

Para a determinagéo dos pontos de corte que melhor discriminassem a relacéo
entre os dois grupos histologicos, foram ajustadas curvas ROC. A determinacdo dos
pontos de corte pelas curvas ROC separaram as amostras em dois grupos, quanto a sua
imunopositividade, para todos o0s biomarcadores estudados: (a) grupo da
imunopositividade elevada para estes biomarcadores ou; (b) grupo da imunopositividade
baixa para os mesmos. Abaixo demonstramos, apenas a titulo de ilustracdo, como estes
pontos de corte foram calculados, apenas para a QSOX, o Ki67 e o PTEN (tabela 1),
sendo que o mesmo método foi aplicado para os demais anticorpos (Bcl2, caspase - 8 e
Bax). Apés determinacdo da curva ROC, foram considerados em relacdo ao Ki67, os
valores de 159 nucleos positivos por campo de grande aumento (CGA) como
imunopositividade elevada e abaixo disto como imunopositividade baixa. Para o PTEN, o
valor para imunopositividade elevada foi de 637 nucleos positivos por CGA e abaixo disto
foi considerado imunopositividade baixa. Para a QSOX1, o valor de imunopositividade

elevada foi considerado o maior que 63 micrometros quadrados por CGA e igual ou



abaixo disto foi considerado imunopositividade baixa (Quadro 7).

Quadro 7. Determinagdo de ponto de corte para 0s an

através da Curva ROC) e para a caspase 8, Bcl2 e Ba x estabelecido padrao focal/multifocal.

Marcadores Ponto de corte

QSOX 1 62,98 (63) um?/CGA

Ki67 158,67 (159) ndcleos positivos
PTEN 637,33 (637) nucleos positivos
Caspase - 8 Focal (Negativo); Multifocal (Difuso)
Bcl2 Focal (Negativo); Multifocal (Difuso)
Bax Focal (Negativo); Multifocal (Difuso)

* CGA: Campos de grande aumento. Fonte: Autora.

ticorpos QSOX1, Ki67 e PTEN (Determinado
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5. RESULTADOS.

5.1. ANALISE DA POPULACAO DO ESTUDO.

N&o houve predominio significativo entre sexo masculino e feminino. A
maioria dos pacientes teve diagnostico de neuroblastoma com idade abaixo de 18
meses 60,8%, sendo a maior parte das lesdes de localizacdo abdominal 60,8% e
com grau histolégico bem diferenciado 60,8%. Apenas 65% haviam realizado
biopsia de medula 0ssea e, desses, 26,6% tinha a medula infiltrada pelo tumor. No
seguimento, foi observado que 60% dos pacientes estavam vivos apés trés anos
do diagnostico, porém 57% apresentava doenca em atividade (Tabela Geral -

Anexo).

5.2. ANALISE DAS VARIAVEIS CLINICAS EM RELACAO AOS

BIOMARCADORES TESTADOQOS.

A imunoexpressio do Ki67, PTEN e QSOX1 relacionou-se com o tipo de estroma
tumoral, observando-se que o primeiro e o segundo biomarcador (Ki67 e PTEN) foram
mais imunopositivos nos casos de estroma pobre (p = 0,018 e p = 0,024,
respectivamente). Ja a QSOX1, que € nosso biomarcador em teste, foi mais
imunopositiva nos casos de tumores ricos em estroma, com uma tendéncia a relevancia
estatistica (p = 0,054) (Tabela Geral - Anexo) .

Com relagdo ao Bcl2 e Bax, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre as médias de imunopositividade destes anticorpos quando
relacionados aos grupos definidos pelas variaveis clinicopatoldgicas e de evolucgéo clinica.
Ja com relagdo a caspase 8, observou-se que este marcador foi mais imunopositivo nos
casos com medula 6ssea negativa do que naqueles com medula 6ssea positiva (p =
0,035) (Tabela Geral — Anexo).

A partir dos pontos de corte (Quadro 7), foram realizadas novas comparagdes com

os grupos definidos pelas variaveis clinicopatoldgicas e de evolugéo clinica.



Tabela 1- Correlagéo entre 0 marcador QSOX1 e as va

ridveis clinico-patolégicas estudadas.

L, Imunopositividade da QSOX1
Variavel < 63 - baixa |> 63 - elevada Total |Valor de p*
Idade ao diagnoéstico
< 18 meses 08 (57,14%) 06 (42,86%) 14
> 18 meses 05 (55,56%) 04 (44,44%) 09 1,000
Local da leséo
Extra-abdominal 07 (77,78%) 02 (22,22%) 09
Abdominal 06 (42,86%) 08 (57,14%) 14 0,197
Status Medula Ossea
Negativa 06 (54,55%) 05 (45,45%) 11
Positiva 03 (75,00%) 01 (25,00%) 04 0,604
Classificacéo Shimada
Desfavoravel 04 (80,00%) 01 (20,00%) 05
Favoravel 09 (50,00%) 09 (50,00%) 18 0,251
Diferenciacdo da lesdo
Pouco diferenciado 08 (88,89%) 01 (11,11%) 09
Bem diferenciado 05 (35,71%) 09 (64,29%) 14 0,029

Legenda: (*) Teste exato de Fisher, p<0,05. Imunopositividade média da QSOX1 para cada ¢ aso do

estudo medida em micrdmetros quadrados (area), por campo de grande aumento.

A imunomarcagdo para QSOX1 esteve diminuida em 8 amostras do tipo bem
diferenciado e elevada em 5 amostras do tipo pocuo diferenciado. E se apresentou
elevada em 9 amostras de tumor bem diferenciado e diminuida em uma amostra de tumor
pouco diferenciado, sendo este dado estatisticamente significativo, como demonstra a
tabela 1 (p = 0,029) . Sendo assim, houve uma correlagdo estatisticamente significativa

entre a expressao elevada de QSOX1 e os neuroblastomas bem diferenciados (Tabela 1).

Tabela 2 — Correlagdo entre o marcador Ki67 e as va riaveis clinico-patoldgicas estudadas.

. Imunopositividade do Ki67 .
Variavel > 159 - elevada | < 159 — baixa Total |Valorde p
Idade ao diagnéstico
< 18 meses 05 (35,71%) 09 (64,29%) 14
> 18 meses 05 (55,56%) 04 (44,44%) 09 0,417
Local da leséo
Extra-abdominal 04 (44,44%) 05 (55,56%) 09
Abdominal 06 (42,86%) 08 (57,14%) 14 1,000
Status Medula Ossea
Negativa 05 (45,45%) 06 (54,55%) 11
Positiva 03 (75,00%) 01 (25,00%0) 04 0,569
Classificacdo Shimada
Desfavoravel 04 (80,00%) 01 (20,00%) 05
Favoravel 06 (33,33%) 12 (66,67%) 18 0,0886
Diferenciacao da lesao
Pouco diferenciado 07 (77,78%) 02 (22,22%) 09
Bem diferenciado 03 (21,43%) 11(78,57%) 14 0,013

Legenda: (*) Teste exato de Fisher,
em numero de nucleos positivos por campo de grande

aumento.

p<0,05. Imunopositividade média do Ki67 para cada ca

so do estudo, medida
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A imunopositividade elevada para a proteina Ki67 (p = 0,013) apresentou uma correlagédo
estatisticamente significativa com os casos de neuroblastoma pouco diferenciados (tabela
2) e em relacéo a classificacdo de Shimada, parece haver uma correlacdo entre 0s casos
de tumores com comportamento desfavoravel, e a elevada expressao deste marcador (p

= 0,0886).

Tabela 3. Correlagéo entre o marcador PTEN e as var iaveis clinico-patoldgicas estudadas.

. Imunopositividade do PTEN .
Variavel > 637 - elevada | < 637 — baixa Total (Valorde p
Idade ao diagnéstico
< 18 meses 05 (35,71%) 09 (64,29%) 14
> 18 meses 04 (44,44%) 05 (55,56%) 09 1,000
Local da lesdo
Extra-abdominal 06 (66,67%) 03(33,33%) 09
Abdominal 03 (21,43%) 11(78,57%) 14 0,077
Status Medula Ossea
Negativa 04 (36,36%) 07 (63,64%) 11
Positiva 01 (25,00%) 03 (75,00%) 04 1,000
Classificacdo Shimada
Desfavoravel 03 (60,00%) 02 (40,00%) 05
Favoravel 06 (33,33%) 12 (66,67%) 18 0,283
Diferenciacao da lesao
Pouco diferenciado 06 (66,67%) 03 (33,33%) 09
Bem diferenciado 03 (21,43%) 11 (78,57%) 14 0,077

Legenda: (*) Teste exato de Fisher, p<0,05. Imunopositividade média do PTEN para cada caso
medida em nimero de ndcleos positivos por campo de grande aumento.

do estudo,

A imunopositividade elevada para proteina PTEN pareceu se correlacionar com 0s
fatores de pior prognéstico como os casos pouco diferenciados e de localizagdo extra-
abdominal (p = 0,077) (Tabela 3).

O estudo das correlagbes dos pontos de corte do Bcl2, do Bax e da Caspase-8
com o0s grupos definidos pelas variaveis clinicopatolégicas e de evolugdo clinica néo

revelou resultados estatisticamente significativos.



Quadro 8. Correlacdo entre o padrdo do estroma da n
extracelular com células de Schwann) e as

calculado pelo teste exato de Fisher.

eoplasia (se rico ou pobre em matriz

curvas RO  C dos biomarcadores Ki67, PTEN e QSOX1

QSOX1

Teste exato de Fisher p-valor Hipotese

Teste exato de Fisher | 0,012* Prob estroma rico>pobre para o Ki67
Ki67

Teste exato de Fisher | 0,042* Prob estroma rico>pobre para o PTEN
PTEN

Teste exato de Fislher | 0,017* Prob estroma rico>pobre para a QSOX1

Teste exato de Fisher, p<0,05

Prob = Probabilidade

Também foram avaliadas as correlacdes entre o padrdo do estroma e as curvas

ROC do Ki67, PTEN e QSOX1, sendo que a expresséo imunoistoquimica elevada de Ki67

se relacionou com os casos de estroma pobre em células de Schwann diferenciadas (p =

0,012), o mesmo ocorrendo entre a imunoexpressdo elevada de PTEN (p = 0,042).

Também observamos correlacao entre a expressao imunoistoquimica elevada de QSOX1

e 0s casos de estroma rico em células de Schwann diferenciadas (p = 0,017) (Quadro 8).

N&o foram observadas correlacfes estatisticamente significativas entre o padrédo estromal

da neoplasia e a imunoexpressao de Bax, Bcl2 e caspase 8.
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5.3. CORRELACAO ENTRE OS BIOMARCADORES TESTADOS.

Quadro 9. Correlagdo entre os niveis de marcadores através do Coeficiente de Correlagdo de
SPEARMAN

Marcadores N Coeﬁuentgrt)j:a?rc:]r;ilagao de Valor de p
Ki67 vs PTEN 23 0,22 0,314
Ki67 vs QSOX1 23 -0,66 0,001
Ki67 vs Bcl2 23 0,00 0,999
Ki67 vs caspase 8 23 0,14 0,526
Ki67 vs Bax 23 0,24 0,260
PTEN vs QSOX1 23 -0,16 0,468
PTEN vs Bcl2 23 0,52 0,012
PTEN VS caspase 8 23 -0,15 0,502
PTEN vs Bax 23 0,38 0,076*
QSOX1 vs Bcl2 23 -0,03 0,906
QSOX1 vg caspase 23 0,31 0,153
QSOX1 vs Bax 23 -0,23 0,283
Bcl2 vs caspase 8 23 0,03 0,877
Bcl2 vs Bax 23 0,66 0,001
caspase 8 vs Bax 23 0,26 0,234

Legenda: O coeficiente de correlagédo positivo indic a associagdo direta entre os marcadores, ou seja, v alores
baixos (ou altos) de um deles correspondem a valore s baixos (ou altos) do outro. Coeficiente de corrla  ¢éo
negativo indica associagéo inversa entre os marcado res.

Avaliou-se a correlacdo entre os niveis de imunoexpressdo dos marcadores,
estimando o coeficiente de correlagdo de Sprearman. No quadro 9, estdo apresentados
os valores dos coeficientes de correlacdo estimados e o valor de p dos testes estatisticos,
evidenciando-se a existéncia ou ndo de correlagdo ente os marcadores Ki67, QSOX1,
PTEN, Bax, Bcl2 e caspase 8. Houve correlacdo negativa entre o Ki67 e a QSOX1 (p =
0,001) e houve correlagédo positiva entre o Bcl2 e o PTEN (p = 0,012) e entre 0 Bcl2 e 0
Bax (p = 0,001).

5.4. ANALISE DE SOBREVIDA E RECIDIVA VERSUS DOENCA RESIDUAL.

Seguindo-se a analise da sobrevida, observamos que:
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Gréfico 1: Curva de sobrevida geral dos pacientesd o estudo.
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1. A curva geral da sobrevida do estudo esta representada pelo grafico 1. Na
analise da sobrevida em relacdo a idade no diagndéstico, constatou-se trés 6bitos entre as
criancas que foram diagnosticadas com neuroblastoma com idade inferior (ou igual) a 18
meses, e onze permaneceram vivas. Naquelas diagnosticadas com idade superior a 18
meses, 0s Obitos ocorreram em seis casos e trés permaneceram vivos. Encontramos uma
tendéncia a relevancia estatistica para este parametro clinico com o valor de p = 0,090

(vide grafico 2).

Gréfico 3 — Curva de sobrevida dos pacientes do est  udo em relag&o ao tipo histoldgico.
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2. Na analise do grau de diferenciacéo histolégica como determinante da sobrevida
encontramos que cinco pacientes que foram a Obito apresentavam tumores bem
diferenciados e nove, que permaneceram vivos com este mesmo grau de diferenciagéo.
Dentre aqueles com grau histolégico pouco diferenciado, tivemos quatro pacientes que

foram a Obito e cinco que permaneceram vivos (p = 0,454) (Grafico 3).



Gréfico 4 — Curva de sobrevida dos pacientes do est

diagnéstico.
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3. Comparamos também o acometimento da medula 6ssea pela neoplasia e

Sobrevida x status

udo em relagédo a infiltragdo da medula 6ssea ao

sobrevida e, dos quinze pacientes do nosso estudo que realizaram biopsia de medula

0ssea, apenas quatro apresentaram infiltragcdo pelo neuroblastoma, sendo que apenas um

faleceu. Dos onze que ndo tinham o acometimento, tivemos cinco Obitos (p = 0,854)

(Gréfico 4).

Gréfico 5 — Curva de sobrevida dos pacientes do est

diagnostico.
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4. Quanto a localizacdo da lesdo foram nove pacientes com localizacdo extra-
abdominal e, desses, trés faleceram. Dos catorze pacientes com lesao intra-abdominal

apenas seis faleceram (p = 0,470) (Grafico 5).

5. Nao houve correlacdo entre a Classificacdo de Shimada e a sobrevida dos

pacientes.

6. Comparamos os marcadores Ki67, PTEN, QSOX1, caspase 8, Bcl2 e Bax com

a sobrevida dos pacientes e ndo houve correlagcéo estatisticamente significativa entre os

marcadores e a variavel sobrevida.

5.5. ANALISE RESTRITA DOS PACIENTES QUE NAO FORAM A OBITO.

1. Seguindo-se as analises de recidiva e doenca residual, observamos que:
Houve tendéncia a uma correlacdo estatistica entre os pacientes com estroma pobre e

uma maior taxa de doenca residual (p = 0,063)

Tabela 8. Relag&o entre a imunopositividade do biom  arcador QSOX1 e recidiva da doenga.

Recidiva
Q,SOX Total
area 0 1
<63 6 3 9
66,67%  33,33%
> 63 1 4 5
20,00% 80,00%
Teste exato de Fisher. (p=0,266)
2. Em relacdo ao biomarcador QSOX1, dos nove pacientes com valor de

imunopositividade baixo, trés apresentaram recidiva da doenca e entre 0s cinco que

apresentaram um valor elevado de imunopositividade, quatro ndo apresentou recidiva (p =

0,266) (Tabela 8).



Tabela 9. Relagdo entre a imunopositividade do biom

Recidiva
PTEN Total
0 1
> 637 4 0 4
100,00% 0,00%
<637 3 7 10
30,00%  70,00%

Teste exato de Fisher. (p=0,070)

arcador PTEN e recidiva da doenca.

3. O marcador PTEN apresentou uma boa correlagdo com a recidiva. Dos quatro

pacientes que apresentaram um valor elevado para a imunopositividade do PTEN

nenhum apresentou recidiva. E dos dez pacientes que apresentaram um baixo valor para

positividade deste mesmo marcador sete apresentaram recidiva. Esses resultados

indicam uma tendéncia estatistica com p = 0,070 (Tabela 9).

Tabela 10. Relag&o entre a imunopositividade do bio

. Recidiva
Ki67 Total
0 1
> 159 5 1 6
83,33% 16,67%
<159 2 6 8
25,00% 75,00%

Teste exato de Fisher. (p=0,103)

marcador Ki67 e recidiva da doenca.

4. Analisando o marcador Ki67 e relacionando-o as recidivas, tivemos que dos oito

pacientes que apresentaram baixa imunopositividade para o Ki67, seis apresentaram

recidiva. Dos seis pacientes que tinham um valor de imunopositividade elevado, cinco

nao apresentaram recidiva (p = 0,103) (Tabela 10).

Com relacdo aos marcadores caspase 8, Bax e Bcl2, ndo houve correlagéo

estatisticamente significativa dos resultados desses biomarcadores com as taxas de

recidivas das lesdes.
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5.6. ANALISE DA AMPLIFICACAO DO MYCN.

A amplificacdo do proto-oncongene MYCN foi realizada pelo método de FISH e

nao foi observada em nenhum dos casos do estudo.

5.7 - FOTOMICROGRAFIAS DAS REACOES IMUNOISTOQUIMICAS.

Figura 8: Coloracdo imunoistoquimica pelo biomarcad or QSOX1 em laminas de neuroblastoma.
Observe a positividade citoplasmética e de matriz



Figura 9: Coloracdo imunoistoquimica pelo biomarcad or Ki67 em laminas de neuroblastoma.
Observe a positividade nuclear.
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Figura 10: Coloragdo imunoistoquimica pelo biomarca dor PTEN em laminas de neuroblastoma.
Observe a positividade nuclear.
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Figura 11: Coloragdo imunoistoquimica pelo biomarca dor Bcl2 em laminas de neuroblastoma.
Observe a positividade perinuclear.

Figura 12: Coloragdo imunoistoquimica pelo biomarca  dor caspase-8 em laminas de neuroblastoma,.
Observe a positividade citoplasmatica.



Figura 13: Coloracdo imunoistoQUIMICA pelo biomarca
Observe a positividade citoplasmatica.

dor Bax em laminas de

neuroblastoma.
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6. DISCUSSAO.

6.1 CONSIDERACOES GERAIS.

O cancer infanto-juvenil compreende a faixa etéria de pacientes abaixo de 19 anos
e representa 2 a 3% de todos os tumores malignos (80, 81, 82, 83). Entre zero e 14 anos,
0 neuroblastoma corresponde a 7,7% dos tumores do sistema nervoso (periférico ou
central). Nos Estados Unidos entre 2001 e 2003, foram 166 casos novos de
neuroblastoma/1.000.000 de criancas e adolescentes de 0 a 19 anos (80). De acordo com
dados dos registros hospitalares de cancer no Brasil, entre 2000 e 2004, foram
registrados 436 casos de cancer em pacientes entre zero e 19 anos no Hospital Erasto
Gaetner em Curitiba, sendo 2,4% em pacientes menores de 15 anos e 1,5% entre 15 e 19
anos (80). Neuroblastomas e ganglioneuroblastomas por sua vez correspondem a 7,8%
de todos os canceres em criancas menores de 15 anos, sendo o mais frequente o
neuroblastoma (80,81).

O progresso na cura das criangcas portadoras de neuroblastoma n&o foi tao
acentuado como o registrado em outros tumores e continua sendo um grande desafio no
mundo inteiro para os oncologistas pediatricos, ja que 50% destes casos apresentam
doenca avancada ao diagnéstico e a sobrevida ndo ultrapassa a 40% (80,82,83).

Dados de registros hospitalares de céancer para criangas abaixo de 15 anos, em
trés hospitais do estado do Parana (que juntos contemplaram 76% dos casos de todos 0s
canceres registrados para esta faixa etaria no estado), compilados no periodo de 1990-
2000, foram analisados quanto as caracteristicas clinicas e a sobrevida. Foram
diagnosticados 125 casos de neuroblastomas neste periodo (33 casos no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal do Parana, 33 casos no Hospital Erasto Gaetner e 59
casos no Hospital Pequeno Principe) e, de acordo com o estadiamento, 102 casos
apresentaram doenga avancada ao diagnostico. Destes, 62% estavam abaixo de 2 anos e
25% abaixo de 1 ano (80,82).

Em nossa pesquisa realizamos um levantamento dos casos de neuroblastoma do

Hospital Pequeno Principe de Curitiba, no periodo de 08 anos (1998 e 2004), com um



namero total de casos de 41 criangas, correspondendo a aproximadamente 69,5% dos
casos registrados no periodo de 10 anos entre 1990 e 2000. Desses, 23 casos foram
selecionados para compor nossa amostra por apresentarem blocos parafinados de
bidpsia em boas condi¢gdes de uso para analise imunoistoquimica e prontuarios com todas
as informacgdes adequadas para fazer parte deste estudo.

A maioria dos pacientes foi diagnosticada com idade abaixo de 18 meses (60,86%),
como descrito na literatura cientifica, sem haver predominio significativo em relacdo ao
género, apesar de haver, segundo alguns autores, leve prevaléncia para género
masculino (1,2 meninos:1 menina). Observou-se um percentual consideravel de casos
com medula 6ssea infiltrada e doenca extra-abdominal, ou seja, jA com estadios clinicos
avancados piorando o prognostico conforme observado em diversos estudos (12,13).
Dados epidemiologicos revelam que o0 neuroblastoma apresenta aspectos
clinicopatologicos que exercem influéncia negativa na resposta ao tratamento, elevando a
probabilidade a quimiorresisténcia e taxas de sobrevida mais baixas.

Analisando o processo de tumorigénese do neuroblastoma e seus mecanismos de
proliferacéo celular e de resisténcia a apoptose, idealizou-se um modelo comparativo com
biomarcadores proliferativos e apoptéticos ja conhecidos e bem consolidados na literatura
(PTEN, Ki67, Bax. Bcl2 e caspase - 8), com o biomarcador testado, a quiescina sulfidril
oxidase-1 (QSOX1), cuja expressdo imunoistoquimica no momento do diagnéstico,
pudesse servir como mais uma ferramenta para avaliacdo do grau de agressividade do
tumor, direcionando a conduta terapéutica e melhorando o progndéstico, que é tao
reservado.

Escolhemos a imunoistoquimica por se tratar de um método de diagndstico
complementar util, agil, de facil execucao e relativamente barato (84, 85,86, 87) Diversas
pesquisas ja utilizaram a imunoistoquimica para analise de marcadores como Bcl2, Bclx,
Bax, entre outros, e tem se mostrado eficiente (66,71,73, 88,89,90).

A pesquisa foi realizado através da técnica de TMA (tissue microarray) ja bem
fundamentada e incluida na rotina do Laboratorio de Patologia Experimental da PUC-PR
com aplicacdo em diversas pesquisas no departamento e com sua aplicabilidade e

eficacia comprovadas (74, 75,76)
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O Ki67 é considerado um dos melhores marcadores de proliferacdo estudados
atualmente. Apresenta forte correlacdo entre sua alta positividade e o progndéstico mais
reservado em diversos tumores, tais como melanomas, astrocitomas, cancer de mama e
carcinomas de tiredide e de células escamosas de boca (66, 69, 91, 92, 93, 94, 95).
Estudos demonstraram que quanto maior a expressao do Ki67, pior o prognéstico dos
tumores. Isso porque esta alta expressao do Ki67 revelaria as células com maior potencial
de proliferacdo e que responderiam por altas taxas de agressividade. Quando analisamos
a expressdo do Ki67 nas amostras de neuroblastomas e comparamos cada uma das
variaveis clinicas e patoldgicas, observamos que houve relacé@o inversa (estatisticamente
significativa) entre este marcador proliferativo (Ki67) e a diferenciacdo tumoral isto €,
lesdes bem diferenciadas tinham menores taxas de Ki67. Encontramos uma correlacéo
estatisticamente significativa entre o Ki67 e o padréo de estroma das lesdes, sendo que a
expressao deste marcador proliferativo (Ki67) foi maior nos casos pobres em estroma.
Entretanto, ndo conseguimos estabelecer uma boa relacdo com outras variaveis
conhecidamente de mau prognostico (idade dos pacientes, infiltracdo de medula éssea,
doenca extra-abdominal e classificagdo de Shimada e amplificagdo do MYNC). Isolan et
al (2004), também, procuraram estabelecer correlagdo entre o Ki67 com o grau de
malignidade de neoplasias astrocitarias e fatores clinicos (tais como sexo e idade) e da
mesma forma ndo conseguiram estabelecer esta correlacdo, mas demonstraram boa
relacdo entre a taxa de proliferacdo dada pelo Ki67 e o grau de malignidade das lesdes
(69).

Em dois estudos, Korja e Graham analisando a expressdao do Ki67 em
neuroblastomas, observaram associacdo entre altas taxas deste marcador e tumores
classificados como indiferenciados, demonstrando um aumento do indice proliferativo em
casos com pior prognéstico . Diversos autores defendem que este marcador € importante
como indice proliferativo e que, apesar de muitas vezes ndo poder ser considerado
isoladamente como preditor progndstico, pode ser incorporado na rotina de diversos tipos
de tumores para evidenciar a agressividade tumoral (69, 92, 93,94,95,96,97).

Outro marcador avaliado foi o PTEN e, neste caso, foi observada alta taxa deste

marcador nos pacientes com localizacdo extra-abdominal das lesGes e com tumores



pouco diferenciados evidenciando tendéncia estatistica nestes casos. As taxas de
expressao imunoistoquimica do PTEN foram maiores nos casos pobres em estroma que
teriam pior prognéstico. Estes achados parecem ser contrarios aos observados por
diversos autores onde as altas expressdes do PTEN estdo geralmente relacionadas a
fatores de bom progndstico (98), dado que PTEN é um gene supressor de tumor. Porém,
as alteracdes em suas vias de sinalizacdo (principalmente a via PI3-K) poderiam levar a
modificacdo da via normal de apoptose celular. O PTEN também parece funcionar como
controlador do ciclo celular, evitando proliferagcédo excessiva (4,41,59,63,99,100). Uma
baixa expressdo do PTEN geralmente leva a uma desestabilizacdo em sua funcéo de
regulacdo celular e, consequentemente, a uma evolucao pior, fato que ja foi evidenciado
em alguns tumores como glioblastomas e carcinomas de pancreas, além dos
neuroblastomas (04, 59,100,101,102,103,104,105,106). O fato de que tivemos expressao
imunoistoquimica mais alta do PTEN em casos de estroma pobre (casos com pior
prognéstico segundo Shimada) poderia representar apenas um epifendmeno, isto &, a
expressdo da proteina PTEN estaria alta porque as taxas proliferativas destes tumores
estariam muito mais altas, e o PTEN funcionaria como regulador do ciclo celular e indutor
de apoptose, uma vez que a indiferenciacdo favorece a proliferacdo e a apoptose. A
medida que o neuroblastoma se diferencia, tanto as taxas proliferativas como as
apoptoticas tendem a cair e talvez assim, a expressdo do PTEN. J4 € conhecido na
literatura que o0s neuroblastomas pouco diferenciados tém alta taxa apoptoética
(representadas pelos altos indices mitoses/cariorrexis), sendo que esta seria um critério
proposto por Shimada para classificagcdo destes tumores em histologia favoravel ou
desfavoravel. Além disso, o marcador PTEN apresentou uma tendéncia a correlagdo com
as recidivas/doenca residual, sendo que os casos com imunopositividade baixa do PTEN
apresentaram taxas maiores de recidiva (p = 0,070), corroborando a hip6tese que baixa
imunoexpressao do PTEN pode representar uma resposta pobre ao tratamento.

A QSOX1 (Quiescina sulfidril oxidase 1) é uma enzima tem como papel principal
promover a maturacdo da matriz extracelular uma vez que um numero de processos
extracelulares aparecem modulados pela criacdo ou redugdo de titulos de dissulfetos,

ligados ao processo redox (46, 43, 46). Em relacdo ao neuroblastoma humano, esta
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proteina teria papel, tanto na maturacdo do estroma primitivo do tipo neurdpilo imaturo
em estroma rico em células de Schwann diferenciadas, como também na apoptose,
aumentando a susceptibilidade destas células a morte celular (107, 108,109). Além disso,
esta proteina possui a propriedade de geracdo de pontes de hidrogénio levando a
formacdo de dissulfetos e reagdo redox com acumulo de agua (51, 110, 111, 112),
estando envolvida com estresse oxidativo induzindo a apoptose pela catélise destas
pontes de dissulfetos (113). Este evento foi observado em fibroblastos (52, 114) e células
progenitoras do sistema nervoso periférico (115). A QSOX1 esta envolvida nos processos
neurodegenerativos, quando apresenta disfungbes na regulagcdo de crescimento e
diferenciacéo celular (116, 117), na maturacdo de matriz de neurénios e na producéo de
fatores de crescimento, entre outros (118, 119, 120,121). Em nosso caso, como a QSOX1
como é um marcador relacionado a regeneragdo celular, a maturacdo de matriz
extracelular, especial a do tipo neural (neurdpilo) e a apoptose, seria de se esperar uma
maior imunopositividade em amostras de tumores com padrdes histolégicos e/ou fatores
clinicopatologicos de melhor progndstico, uma vez que a diferenciacdo do neuroblastoma
esta intimamente relacionada as modificagcbes de maturacdo da sua matriz extracelular e
na reducao de suas taxas apoptoéticas e proliferativas, segundo Shimada (13). Em nossa
amostra foi observada correlacdo direta e estatisticamente significativa entre a
imunoexpresséao elevada de QSOX1 e tumores bem diferenciados e ricos em estroma.

Quando comparamos o0s biomarcadores entre si, houve correlacdo inversa
(estatisticamente significativa) entre o Ki67 e a QSOX1, o que estd de acordo com
diversas pesquisas, pois enquanto o Ki67 € um marcador proliferativo a QSOX1 é, por
sua vez, um marcador de apoptose e diferenciacéo celular. Apesar de ter sido observada
a correlacdo da imunoexpressao da QSOX1 com amostras de tumores com histologia
favoravel, ndo foi encontrada correlagdo estatistica com relagdo a evolugdo clinica dos
pacientes.

A familia do gene Bcl2 exerce importante papel na regulacdo da apoptose, pois
ativa diretamente a via das caspases, tendo como participantes desta familia moléculas
pré-apoptéticas (Bax) e antiapoptéticas (Bcl2) (37, 59, 71, 90, 122, 123, 124, 125, 126). A

analise desses dois marcadores nas amostras de neuroblastomas selecionadas, nédo



revelou nenhuma correlagéo estatisticamente significativa entre eles e quaisquer das
variaveis estudadas, tanto clinica como patoldgicas. Subramaian et al. (2007) observaram
gue drogas que ativam a expressao da Bax proporcionaram melhor resposta citotoxica em
neuroblastomas e ganglioneuromas (127, 128). Chesler et al. (2008) estudaram a relac&o
entre quimiorresisténcia e expressao das proteinas Bcl2 e Bax em neuroblastomas, sendo
gue altas taxas de Bcl2 estdo relacionadas com altas taxas de resisténcia a quimioterapia
(129,130,131, 132).

Em relacdo as caspases, ndo encontramos em nosso estudo, correlacédo
estatisticamente significativa quando comparamos os achados imunoistoquimicos da
caspase 8, com as variaveis clinicopatoldgicos do estudo, exceto, quando analisamos a
imunopositividade da caspase 8 com os casos onde ndo houve infiltracdo de medula
O0ssea e observamos que a expressdo deste marcador € maior nestas amostras. De
reconhecida importancia na programacéo de morte celular, varios estudos relacionam a
inibicAo das caspases, principalmente a caspase 8, com neoplasias tais como
adenocarcinomas, carcinomas de pulmao e neuroblastomas (39, 66, 70,133,134). Trata-
se de uma protease pro-apoptotica que em neuroblastomas induziria a morte celular
programada, sendo, entdo, relacionada com melhor progndstico, fato também observado
em nosso estudo. Mas esta proteina também promove migracdo de células néo
apoptoticas e pode contribuir com metastases quando a apoptose estiver comprometida.
A caspase 8 interage com complexos multiproteinas que incluem adeséo focal da quinase
(FAK) e calpaina 2 (CPN2), aumenta a clivagem de substratos da FAK e promove a
migracdo celular. A auséncia de expressdo de caspase 8 pode estar relacionada a
resisténcia a quimioterapia (70, 135, 136,137).

O fato de ter sido encontrada correlacdo inversa em nosso estudo entre o Bax e 0
Bcl2 e entre o PTEN e o Bcl2, poderia ser representativo de pior prognéstico, pois,
mesmo com a elevacdo da expressdo do Bax e do PTEN estivesse aumentando a
cascata apoptotica, a igual elevacdo da expressdo do Bcl2 estaria inibindo a mesma
cascata (122,123,124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132).

Na andlise da sobrevida em relacédo a idade do paciente, idade inferior a 18 meses

favoreceu melhore taxa de sobrevida (p = 0,090) o que esta de acordo com demais
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autores (12, 13).

Houve uma tendéncia a correlacdo estatistica entre os pacientes com estroma
pobre e uma maior taxa de recidiva/doenca residual (p = 0,063), o que também esta de
acordo com a literatura, pois a classificacdo de Shimada coloca os casos pobres em
estroma como desfavoraveis (12, 13).

A pesquisa de amplificacdo do MYCN foi realizada pelo Servico de Patologia do
Hospital A C Camargo, em S&o Paulo, através da técnica de FISH, (138,139) em nossa
amostra, nao revelou amplificagdo do MYCN em nenhum de nossos casos. Sabemos que
a desregulacdo do MYNC é um fator crucial na progressdo do neuroblastoma (6,

12,15,17,19, 23,24,96,140,141,142).

6.2. CONSIDERACOES FINAIS.

A elevada expressdo de QSOX1 esteve estatisticamente relacionada aos casos
neuroblastoma de histologia favoravel (bem diferenciados com estroma rico), estando de
acordo com demais autores estudados, ou seja, uma proteina cujas fungbes mais
relevantes sdo de maturacdo de matriz e inducédo de apoptose. Esta proteina pode ser
mais um marcador de boa diferenciacao e evolucao destas lesdes.

As altas taxas de expressao do Ki67 estiveram estatisticamente relacionadas aos
tumores de histologia desfavoravel (pouco diferenciados com estroma pobre). Sendo
assim, esta proteina pode ser mais um marcador de pouca diferenciacdo e péssima
evolucao destas lesdes.

Os valores elevados das taxas de expressao do PTEN estiveram estatisticamente
relacionadas aos tumores de histologia desfavoravel (pouco diferenciados com estroma
pobre), o que ndo confere com outras pesquisas desenvolvidas.

A caspase 8 foi mais imunopositiva nos pacientes com medula 0ssea negativa e
relacionada ao melhor progndéstico, como ja demonstrado.

Ha uma correlacdo inversamente proporcional entre a QSOX1 e o Ki67 e

diretamente proporcional entre Bcl2 e Bax e Bcl2 e PTEN, o que ja apresenta



embasamento na literatura médico cientifica.
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7. CONCLUSOES.

1. A expressdo imunoistoquimica elevada da QSOX1 foi mais freqlente nos
casos de criancas abaixo de 18 meses, com tumores bem diferenciados (p = 0,029) e
naqueles casos ricos em estroma (p = 0,017), que séo fatores histopatoldégicos de bom
progndéstico para os casos de neuroblastoma.

2.a. A imunopositividade do Ki67 apresentou uma relacdo estatisticamente
significativa com neuroblastomas ricos em estroma, sendo menos positivo nestes casos
(p = 0,018) e também teve imunopositividade elevada nos casos pouco diferenciados e de
estroma pobre (p = 0,013 e 0,012, respectivamente).

2.b. A positividade do PTEN apresentou uma relacéo estatisticamente significativa
com neuroblastomas ricos em estroma, sendo menos positivo nestes casos (p = 0,024),
sendo que a imunopositividade alta do PTEN foi mais freqliente nos casos de estroma
pobre (p = 0,042).

2.c. A caspase 8 foi mais positiva nos pacientes com medula 6ssea negativa.

3. Houve uma correlacao inversamente proporcional entre a QSOX1 e o Ki67 e

diretamente proporcional entre Bcl2 e Bax e Bcl2 e PTEN.
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Anexos



Tabela Geral. Relacdo entre os resultados dos bioma rcadores em valores médios e as variaveis
clinico-patolégicas do estudo.

Variavel n Ki67 PTEN QSOX1 Caspase-8 Bcl2 Bax
Sexo Feminino 12 188,78 475,49 58,38 41.668.619,83 4.271,71 32.939.678,76
Masculino 11 183,76 649,58 48,17 37.843.054,17 5.843,30 25.279.502,44
Idade ao <18 meses 14 153,81 526,37 60,85 38.878.699,41 5.005,19 30.434.898,82
Diagnéstico
> 18 meses 09 237,04 609,11 42,07 41.332.804,68 5.133,07 27.473.565,38
Local da lesdo Extra-abdominal 09 197,63 649,93 45,58 38.850.179,00 4.996,59 24.460.117,90
Abdominal 14 179,14 500,13 58,59 40.474.673,06 5.099,68 32.372.115,06
Estado da Medula Negativa 11 189,15 524,29 54,52 ++41.411.751,7 4.882,30 32.089.747,91
Ossea
Positiva 04 20517 563,83 48,70 ++41.338.283,5 3.921,56 36.510.520,00
Diferenciacéo da Pouco 09 276,00 724,74 43,94 39.761.505,47 5.725,10 37.807.537,58
Lesédo
Bem 14 128,76 452,04 59,65 39.888.820,33 4.595,33 23.791.630,98
Classificacdo de Favoravel 18 146,56 522,81 57,43 39.096.447,3 4.882,79 26.532.881,30
Shimada
Desfavoravel 5 329,73 688,13 39,36 42.512.196,63 5.651,56 39.151.761,70
Estroma do tumor Pobre 9  *276,00 724,74 +43,94 38.518.567,52 5.139,15 42.853.898,15
Rico 14 *128,76  ***452,04 159,65 39.888.820,33 4.595,33 23.791.630,98
Obito Sobrevida 5,45a* 09 192,96 685,11 55,26 43.099.546,44 4.947,69 24.848.126,88
Vivos Seguimento 1,3a* 14 182,14 477,51 52,36 37.742.936,85 5.133,53 32.122.680,72
Vivo com Seguimento 3a* 08 155 350,89 64,79 37.161.213,84 5.128,72 24.074.267,64
Recidiva/Doenca
Residual
Vivo sem Seguimento 3a* 06 218,33 646,32 35,81 38.518.567,52 5.139,15 42.853.898,15
Recidiva/Doenca
Residual

Legenda: As médias do Ki67 e do PTEN estdo expressa s em ndmero médio de nucleos positivos por
campo histoldgico (em seis campos de grande aumento ). As médias da QSOX1, do Bcl2, da Caspase-8 e
do Bax estédo expressas em area média de positividad e (micrdmetros quadrados) por campo histoldgico.

(*) = Tempo de seguimento ou de sobrevida (em anos)  considerado em cada variavel da evolucao clinica,

se morto, se vivo com recidiva ou se vivo sem recid iva. As diferencas estatisticamente significativas
nestas comparacgfes estdo em negrito e sublinhadas, sendo que: ++ p = 0,035; **p = 0,018; ***p = 0,024;
+p = 0,054.
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