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RESUMO

Os tumores de sistema nervoso central sdo as neoplasias solidas com
maiores incidéncia e taxas de mortalidade na infancia. Dentre eles, os
astrocitomas sdo os mais comuns. Sdo classificados histologicamente em
graus 1 a 4, pela Organizagdo Mundial de Saude, sendo agrupados em baixo e
alto grau. O diagndstico se baseia em achados histopatoldgicos, porém existem
métodos moleculares complementares que auxiliam no diagndstico e indicam
prognostico. Recentemente, a proteina parquina, descoberta no contexto da
doenca de Parkinson, teve papel descrito em diversas neoplasias, incluindo
gliomas dos adultos. O presente trabalho tem o objetivo de avaliar a presenga
de parquina através de pesquisa imunoistoquimica em astrocitomas da faixa
etaria pediatrica, correlacionando-a com o grau tumoral, com a presenga de
p53 e niveis de Ki67, além de correlacdo com variaveis anatomoclinicas,
incluindo sobrevida e desfecho 6bito. Para tal, amostras de astrocitomas
pediatricos em blocos de parafina, provenientes do Hospital Pequeno Principe,
diagnosticados entre os anos de 2003 a 2015, foram selecionados, sendo ao
todo 108 <casos. Estas amostras foram submetidas a pesquisa
imunoistoquimica de parquina, p53 e Ki67. A leitura da marcacao
imunoistoquimica de parquina foi realizada por analise morfométrica e
morfolégica por Allred modificado. Cortes histologicos de p53 e Ki67 foram
submetidos a analise morfologica, por escore de Allred modificado e contagem
em hotspot, respectivamente. Observou-se menor expressao de parquina nos
astrocitomas de alto grau, em comparagdo aos de baixo grau, por analise
morfométrica (p = 0,011) e morfologica (p = 0,036). A proteina p53 apresentou
comportamento inverso, tendo uma maior expressdo imunoistoquimica nos
tumores de alto grau (p < 0,001). A porcentagem de Ki67 também foi maior no
grupo dos astrocitomas de alto grau (p < 0,001), em concordancia com dados
da literatura. A perda de expressdo da proteina parquina pelos métodos de
imunoistoquimica pode estar relacionada a mutagdes no gene PRKN, como ja
descrito em outras neoplasias e em gliomas da faixa etaria adulta. Observou-se
uma correlagdo entre sobrevida e grau histolégico tumoral, assim como com a
expressao imunoistoquimica de p53. O mesmo aconteceu com a mortalidade.
A expressdao de parquina, por outro lado, ndo apresentou, nesse estudo,
resultado estatisticamente significativo, quando comparada a sobrevida e
desfecho 6bito. Dessa forma, a parquina se mostrou como um marcador de
grau histolégico em astrocitomas infantis, sendo menos expressa nos tumores
de alto grau. Nesse estudo, ndo foi constatado impacto progndstico da
parquina. Porém, como esse é o primeiro estudo a avaliar a parquina no
contexto de astrocitomas pediatricos, pesquisas futuras podem mudar esse
cenario.

Palavras-chave: Gliomas pediatricos. Astrocitomas pediatricos. Parquina. p53.



ABSTRACT

Central nervous system tumors are solid tumors with the highest
incidence and mortality rates in childhood. Among them, astrocytomas are the
most common. Astrocytomas are histologically graded by the World Health
Organization into grades 1 to 4. These four grades can be grouped into low
grade and high grade astrocytomas. Diagnosis is based on histopathology, but
there are ancillary molecular tests with both diagnostic and prognostic features.
Parkin, a protein discovered in the context of Parkinson’s disease, has been
recently implicated in several tumors, including gliomas in adults. The aim of
this study is to evaluate parkin immunohistochemical expression in pediatric
astrocytomas. Then, compare this immunostaining to histological grade, p53
and Ki67 immunohistochemical expression, as well as anatomoclinical
variables, including survival and mortality rates. One hundred and eight
formalin-fixed paraffin-embedded samples from pediatric astrocytomas,
diagnosed between 2003 and 2015 in Hospital Pequeno Principe were
selected. These samples were submitted to immunohistochemical study,
regarding parkin, p53 and Ki67. Parkin histological slides were analyzed by
morphometry and morphology, through modified Allred score. Histological
slides of p53 and Ki67 were analyzed morphologically, by modified Allred score
and hotspot counting, respectively. Results showed lower parkin expression in
high grade astrocytomas, compared to low grade, in morphometric (p = 0,011),
as well as in morphological analysis (p = 0,036). p53 expression demonstrated
opposite behavior. High grade tumors showed higher immunohistochemical
expression (p < 0,001). Ki67 immunostaining percentage was also higher in
high grade astrocytomas (p < 0,001), in consonance with literature database.
Parkin loss of immunohistochemical expression may be related to PRKN gene
mutations, as it has been described in other tumors, including gliomas in adults.
Results showed also correlation between survival rates and histological grade,
as well as p53 immunostaining. The same correlations were observed regarding
mortality rates. The evaluation of parkin expression, on the other hand,
demonstrated no statistical significance in this study, when compared to survival
and mortality rates. Thus, parkin works as a histological grade marker in
pediatric astrocytomas since it has lower immunohistochemical expression. in
high grade astrocytomas. Our study did not show a prognostic role for this
protein. However, since this is the first study evaluating parkin in pediatric
gliomas, further research may change this scenario.

Keywords: Pediatric gliomas. Pediatric astrocytomas. Parkin. p53.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

FIGURA 1 — GRAFICO COM A PORCENTAGEM INICIAL DE CASOS, CLAS-

SIFICADOS PELO GRAU HISTOLOGICO DAOMS ................. 36
FIGURA 2 — METODO DE CONFECGCAO DOS BLOCOS DE TMA ............... 37
FIGURA 3 — BLOCO DE PARAFINADE TMA ..o 38

FIGURA 4 — LAMINA HISTOLOGICA CORADA EM HE (ESQUERDA) E LAMI-
NA HISTOLOGICA CORADA POR IMUNOISTOQUIMICA
(DIREITA), DO BLOCO DE TMA ..o, 38
FIGURA 5 — (A) EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA EM AS-
TROCITOMA PILOCITICO (40X) (B) A MESMA AMOSTRA
SUBMETIDA A MASCARA PARA ANALISE MORFOMETRICA

FIGURA 6 — EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE Ki67 EM HOTSPOT DE
GLIOBLASTOMA (20X) ...t 42
FIGURA 7 — AVALIACAO DA SOBREVIDA GERAL, ATRAVES DA CURVA
CURVA DE KAPLAN-MEIER .....ooiiiiiiiieeece e 64
FIGURA 8 — AVALIACAO DA SOBREVIDA GERAL, NOS ASTROCITOMAS
DE BAIXO E ALTO GRAU, ATRAVES DA CURVA DE KAPLAN-
MEIER. VALOR DE p < 0,001 ... 65
FIGURA 9 — AVALIACAO DA SOBREVIDA GERAL, NOS ASTROCITOMAS
COM DISTRIBUICAO DE PARQUINA FOCAL E DIFUSA,
ATRAVES DA CURVA DE KAPLAN-MEIER. VALOR DE p =

FIGURA 10 — AVALIAGAO DA SOBREVIDA GERAL, NOS ASTROCITOMAS
COM DISTRIBUIGAO DE p53 FOCAL E DIFUSA, ATRAVES DA
CURVA DE KAPLAN-MEIER. VALOR DE p = 0,021 ................. 67



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 — CLASSIFICAGCAO HISTOPATOLOGICA DOS GLIOMAS — OMS,

2076 oo, 23
QUADRO 2 — CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA DOS ASTROCITOMAS

— OMS, 20716 ..o, 26
QUADRO 3 — ESPECIFICACOES DOS ANTICORPOS UTILIZADOS NO

ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO ..., 39
QUADRO 4 — ESCORE DE ALLRED ORIGINAL .....coooviiieeieeeee e, 41

QUADRO 5 — ESCORE DE ALLRED MODIFICADO .......cocccciiiieeiiiiiiieeeeees 41



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — DADOS DESCRITIVOS DA AMOSTRA, INCLUINDO GRAU
HISTOLOGICO TUMORAL (ISOLADO E AGRUPADO),
GENERO, TOPOGRAFIA DO TUMOR, IDADE E DESFECHO

.................................................................................................. 45
TABELA 2 — DADOS DESCRITIVOS DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA
TECIDUAL DE PARQUINA, DE p53 E DE Ki67 .........cccceoneee. 45
TABELA 3 — DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA DE ACORDO COM O GENERO (n=108) ............. 46

TABELA 4 — INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA DE ACORDO COM O GENERO (n=108)

................................................................................................... 46
TABELA 5— DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE p53
DE ACORDO COM O GENERO (N=105) ..o 47
TABELA 6 — INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE p53
DE ACORDO COM O GENERO (N=105) ..o, 47

TABELA 7 — DISTRIBUICAO E INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOIS-
TOQUIMICA DE PARQUINA, DE ACORDO COM A IDADE

TABELA 8 — DISTRIBUICAO E INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOIS-
TOQUIMICA DE p53, DE ACORDO COM A IDADE (n=64)

TABELA 9 — DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA, DE ACORDO COM A TOPOGRAFIA DA LESAO

TABELA 10 — DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA, DE ACORDO COM A TOPOGRAFIA DA LESAO

TABELA 11 — DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
p53, DE ACORDO COM A TOPOGRAFIA DA LESAO (n=58)

TABELA 12 — INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE p53,
DE ACORDO COM A TOPOGRAFIA DA LESAO (n=58) ........ 50



TABELA 13 — AVALIACAO MORFOMETRICA DA EXPRESSAO IMUNOISTO-
QUIMICA DE PARQUINA EM RELACAO AOS
ASTROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=108) ............ 50

TABELA 14 — AVALIACAO MORFOMETRICA DA EXPRESSAO IMUNOISTO-
QUIMICA DE PARQUINA EM RELACAO AOS
ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

TABELA 15 — AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOIS-
TOQUIMICA DE PARQUINA EM RELACAO AOS
ASTROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=108) ............ 52

TABELA 16 — AVALIACAO DA INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTO-
QUIMICA DE PARQUINA EM RELACAO AOS
ASTROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=108) ............ 52

TABELA 17 — AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOIS-
TOQUIMICA DE PARQUINA EM RELACAO AOS
ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

TABELA 18 — AVALIACAO DA INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOIS-
TOQUIMICA DE PARQUINA EM RELACAO AOS
ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

TABELA 19 — AVALIACAO DA DISTRIBUIGAO DA EXPRESSAO IMUNOIS-
TOQUIMICA DE p53 EM RELAGCAO AOS ASTROCITOMAS DE
BAIXO E ALTO GRAU (N=104) ..cooiiiiiieiiiieeeeee e 54
TABELA 20 — AVALIACAO DA INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOIS-
TOQUIMICA DE p53 EM RELAGCAO AOS ASTROCITOMAS DE
BAIXO E ALTO GRAU (N=104) ..cooiiiiiieiiieeeeieee e 55
TABELA 21 — AVALIACAO DA DISTRIBUIGAO DA EXPRESSAO IMUNOIS-
TOQUIMICA DE p53 EM RELAGAO AOS ASTROCITOMAS DE
BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS (n=100) ......cceeeevvrreernnn. 55
TABELA 22 — AVALIAGAO DA INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTO-
QUIMICA DE p53 EM RELAGAO AOS ASTROCITOMAS DE
BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS (n=100) ......ccceevvvvreernn. 56



TABELA 23 — AVALIACAO DA CONTAGEM DE Ki67 EM RELAGAO AOS AS-
TROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=105) ................. 56

TABELA 24 — AVALIACAO DA CONTAGEM DE Ki67 EM RELACAO AOS AS-
TROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS (n=101)

TABELA 25 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 1 (n=59)

TABELA 26 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 2 (n=23)

TABELA 27 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 3 (n=4)

TABELA 28 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 4 (n=18)

TABELA 29 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS DE BAIXO
Y U= ) O 59
TABELA 30 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS DE ALTO GRAU

TABELA 31 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS INTENSIDADES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 1 (n=59)

TABELA 32 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS INTENSIDADES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 2 (n=23)

TABELA 33 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS INTENSIDADES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 3 (n=4)



TABELA 34 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS INTENSIDADES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 4 (n=18)

TABELA 35 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS INTENSIDADES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS DE BAIXO
GRAU (N82) ..ot ee e ee e e s eeeeeeens 61
TABELA 36 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS INTENSIDADES DE
PARQUINA E DE p53, NOS ASTROCITOMAS DE ALTO GRAU

TABELA 37 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE A DISTRIBUICAO DE
PARQUINA E A CONTAGEM DE Ki6c7, DE ACORDO COM
GRAUS HISTOLOGICOS ISOLADOS E AGRUPADOS DOS
ASTROCITOMAS ... 62
TABELA 38 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE A INTENSIDADE DE
PARQUINA E A CONTAGEM DE Ki6c7, DE ACORDO COM
GRAUS HISTOLOGICOS ISOLADOS E AGRUPADOS DOS
ASTROCITOMAS ... 63
TABELA 39 — TEMPO DE SOBREVIDA DOS PACIENTES QUE MORRERAM,
INCLUINDO CORRELACAO DESSES 5 CASOS COM O GRAU
HISTOLOGICO TUMORAL E AS EXPRESSOES

IMUNOISTOQUIMICAS DE PARQUINA E DE p53 ............... 64
TABELA 40 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E A MEDIANA
DAS IDADES DOS PACIENTES ..o, 67
TABELA 41 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E GENERO (n=67)
.................................................................................................. 68
TABELA 42 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E GRAU HISTO-
LOGICO (NZ67) v eeeeeeeeee e ee s s eeseee s e 68
TABELA 43 — COMPARAGCAO ENTRE DESFECHO OBITO E DISTRIBUICAO
DA EXPRESSAO DE PARQUINA (N=67) v..voveoeeerereeeereeeeeen, 69
TABELA 44 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E INTENSIDADE
DA EXPRESSAO DE PARQUINA (N=67) v..voveoeeerereeeerereeeen, 69

TABELA 45 — COMPARAGCAO ENTRE DESFECHO OBITO E DISTRIBUICAO
DA EXPRESSAO DE P53 (N54) 1..vvooeeeeeeeereeeeeeeeeeseeeeeeseee e 69



TABELA 46 — COMPARAGCAO ENTRE DESFECHO OBITO E INTENSIDADE

DA EXPRESSAO DE P53 (NZ64) ...veoeeoeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeons 70
TABELA 47 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E TOPOGRAFIA
DA LESAO (N2671) evoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeseeseeeeeseeesee e 70

TABELA 48 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E DISTRIBUIGAO
DA EXPRESSAO DE PARQUINA (FOCAL X DIFUSA),
RESTRITO AO GRAU HISTOLOGICO 4 OU GBM (n=8) ........ 71



ATRX
Bcl-xL
BRAF
CFS
DAB
DNA
DX
Fem
GBM
H3F3
HE
IAM
IBM SPSS

IDH1
IDH2
INCA
IT
MAPK
Masc
NBR1
OMS
PINK-1
PRKN
PUC-PR
RING
RNM
SNC
ST

TC
TMA
TP53

LISTA DE SIGLAS

— ATRX, Chromatin Remodeler

— B-cell Lymphoma-extra Large

— B-Raf Proto-oncogene, Serine/threonine Kinase

— Common Fragile Sites

— 3,3’diaminibenzidine

— Desoxyribonucleic Acid

— Diagnéstico

— Feminino

— Glioblastoma

— H3 Histone Family Member 3A

— Hematoxilina-Eosina

— Infarto Agudo do Miocardio

— International Business Machines Statistical Package for the
Social Sciences

— Isocitrate Dehydrogenase 1

— Isocitrate Dehydrogenase 2

— Instituto Nacional do Céncer

— Infratentorial

— Mitogen Activated Protein Kinases

— Masculino

— Neighbor of BRCA1

— Organizacado Mundial da Saude

— PTEN-induced Kinase-1

— Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase

— Pontificia Universidade Catdlica-Parana

— Really Interesting New Gene

— Ressonancia Nuclear Magnética

— Sistema Nervoso Central

— Supratentorial

— Tomografia Computadorizada

— Tissue Microarray

— Tumor Protein p53



UFPR — Universidade Federal do Parana
VEGF — Vascular Endotelial Growth Factor
VEGFR2 — Vascular Endotelial Growth Factor Receptor 2



SUMARIO

1 INTRODUGAO ........ooomieeeieeeeeee e, 19
2 REVISAOBIBLIOGRAFICA ..........coooeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
2.1 OS TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL NA INFANCIA ....... 22
P I B B = Lo (o 1S3 1T =1L PP 22
2.1.2 Classificagao histopatoldgica ........cccceeeeeeiiiiiiiiie e, 22
2.1.3 EPIidemiologia .......cooiiiiiiiiiiiii e 23
2.1.4 ManifestagBes CliNICAS ........uuviiuiiiiciiiee e 23
2.1.5 Diagnostico por NEUrOIMAGEM ........uuuieieiiiiiiaeieeeeeee e e e e 24
2.2 0S ASTROCITOMAS ... 24
2.2.1 Etiologia e epidemiologia ...........cccuuuiiiiiiiiiiiineiiiiiiieiee e 24
2.2.2 Diagnostico por NEUrOIMAGEM ........uuuieieiiiiiaeaaeaeeae e e e e e e e 25

2.2.3 Classificacdo dos astrocitomas e suas caracteristicas histopatologicas e

Lo =Tt U F= T = 25
2.3 APARQUINA L. e e e e e e e e e e e e e e e rr e e e e aaaens 28
2.3.1 DAUOS GEIAIS ...ttt a e e e e e 28
2.3.2 A parquina e sua multifuncionalidade ............ccccccceeeiiiiiiiiiiiii 29
2.3.3 A parquina € 0S astroCitOmMas ...........ccoveiiiiiiiiiiiiiiicie e 32
3 OBUETIVOS ... ee e e e e e e e e e e e e e e e e aas 34
3.1 OBUJETIVO GERAL ...ttt e e e e e eee s 34
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 34
4 MATERIAIS EMETODOS ........oooiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 35
4.1 AMOSTRAS ESTUDADAS ...ttt 35
42 PREPARO DE LAMINAS HISTOLOGICAS E TMA (TISSUE
MICROARRAY) ettt te e e e e e e e e e e sttt ae e e e e e eeeeaeeaaeaaaaaaaeaeans 36
4.3 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO DAS AMOSTRAS .....ccooieieeeeeeen, 39
4.4 ANALISE MORFOMETRICA QUANTITATIVA DA PARQUINA ................ 40
4.5 ANALISE MORFOLOGICA SEMIQUANTITATIVA E QUALITATIVA DA
PARQUINA E DO P53 ..ottt ee e e e e e e e e a e e e e 41
4.6 ANALISE QUANTITATIVA DO KiB7 ....ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
4.7 ANALISE ESTATISTICA ..ot 42
5 RESULTADOS ...ttt 44

5.1 ANALISE DESCRITIVA DA AMOSTRA .....coooviiiiieieieteteeee e 44



5.2 ANALISE DAS VARIAVEIS CLINICO-PATOLOGICAS EM RELACAO A
EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA E DE p53 .............. 46
5.2.1 Avaliagcdo da associagdo entre parquina e p53 (distribuicdo e
intensidade) € GENEIOS ........coooiiiiiieeee e 46

5.2.2 Avaliacdo da associagdo entre parquina e p53 (distribuicdo e
intensidade) € Idade .........ooooiiiiiiiiii s 47

5.2.3 Avaliacdo da associacédo entre parquina e p53 (distribuicdo e

intensidade) e topografia da leS80 ... 48
5.3 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE A ANALISE DE PARQUINA E
GRAU HISTOLOGICO TUMORAL ..., 50

5.3.1 Avaliacdo da associacdo entre a analise morfométrica quantitativa de
parquina e o grau histologico tumoral ..........ccccceeviiiiiiiiiiiiii 50

5.3.2 Avaliagédo da associagédo entre a analise morfolégica semiquantitativa e
qualitativa de parquina (distribuicdo e intensidade) e o grau histoldgico
EUMOTAL ..o e 51

5.4 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE A ANALISE MORFOLOGICA
SEMIQUANTITATIVA DE p53 (DISTRIBUICAO E INTENSIDADE) E O

GRAU HISTOLOGICO TUMORAL ..o 54
5.5 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE A ANALISE QUANTITATIVA DE
Ki67 E O GRAU HISTOLOGICO TUMORAL ......cocoeurrreeeeeeeeieevceeeeenas 56

5.6 AVALIACAO DA ASSOCIAGAO ENTRE A EXPRESSAO
IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA E DE p53, DE ACORDO COM 0OS
GRAUS HISTOLOGICOS TUMORAIS .......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeece e, 57

5.7 AVALIACAO DA ASSOCIAGAO ENTRE A EXPRESSAO
IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA E DE Ki67, DE ACORDO COM OS

GRAUS HISTOLOGICOS TUMORAIS ..o, 62

5.8 ANALISE DE SOBREVIDA E DESFECHO OBITO .....coovoviveiieecee, 63
5.8.1 Sobrevida geral ... 63
5.8.2 Avaliagcao da associacao entre as variaveis categoricas (grau histolégico
tumoral, distribuicdo de parquina e de p53) e sobrevida ...................... 65

5.8.3 Avaliacido da associagao entre idade e Obito ...........ccoveviiiiiiniiiinnn, 67

5.8.4 Avaliacado da associacao entre variaveis categoricas (género, topografia,
grau histolégico tumoral, distribuicdo e intensidade de parquina e de
P53), € desfecho ObItO .........ccooiiiiiiiii e 68



5.8.5 Avaliacao entre a distribuicdo de parquina e desfecho &bito, restrito ao

grau histolégico 4 (glioblastomas) .........cccoevvviiiiiiiiiiiiiie e 70
B DISCUSSAD ..ot en e 72
7 CONCLUSAO ..ottt 76
REFERENCIAS ..ottt 77

ANEXO 1 — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA E
PESQUISA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e annne 83



19

1 INTRODUGCAO

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) sao as neoplasias solidas
mais frequentes na faixa etaria pediatrica e sdo as que possuem as maiores
taxas de mortalidade (HUSAIN, 2014). Podem se originar de qualquer célula
que componha o sistema nervoso, como neurdnios, astrécitos,
oligodendrdcitos, células meningoteliais, entre outras (RIVERA, 2015). Sé&o
classificadas em neoplasias benignas e malignas, estas com diversos graus de
agressividade (FILHO, 2016). As manifestagdes clinicas s&o variaveis e
incluem: cefaleia, vbémito, alteracbes comportamentais e crises convulsivas
(WILNE et al., 2006). O diagnéstico se baseia em correlagdes clinicas, de
neuroimagem e anatomopatoldgicas. O tratamento pode ser apenas cirurgico,
ou associar-se a radio e quimioterapia (HUSAIN, 2014 e KASPER, 2015).

Dentre os tumores do SNC que acometem a populacédo pediatrica, os
gliomas de origem astrocitaria (astrocitomas) s&o os mais prevalentes
(HUSAIN, 2014). Sao classificados em graus 1 a 4, utilizando-se a classificagéo
da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cuja ultima edicdo é de 2016, na
qual sdo avaliadas carateristicas histopatologicas e moleculares das lesées. O
astrocitoma pilocitico é o tumor do SNC mais comum na infancia. E classificado
como grau 1 pela OMS e apresenta excelente progndstico. Os graus 2, 3 e 4
incluem os astrocitomas infiltrativos — sendo respectivamente nominados de
difuso (grau 2), anaplasico (grau 3) e glioblastoma (grau 4). As alteragdes
histopatoldgicas avaliadas para a classificagdo dessas neoplasias incluem
hipercelularidade, atipia nuclear (nucleos hipercromaticos e pleomorficos),
indice mitético, proliferacdo capilar glomeruloide e necrose. A partir do
astrocitoma difuso (grau 2), tais alteragdes tornam-se cada vez mais evidentes,
sendo que apenas o glioblastoma ou GBM (grau 4) apresenta necrose, com ou
sem proliferacdo capilar glomeruloide (LOUIS et al. 2016 e ELLISON, 2013).
No entanto, a pesquisa de marcadores resultantes de alteragbes genéticas
especificas e com impacto diagnostico e prognostico, complementar a
avaliacao histopatoldgica, € cada vez mais frequente nas neoplasias.

Os gliomas podem também ser classificados em baixo e alto grau. Os de
baixo grau sdao compostos pelos astrocitomas graus 1 e 2. Os de alto grau,

pelos astrocitomas graus 3 e 4. O astrocitoma grau 1 é o de melhor
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prognostico, curado cirurgicamente na maioria dos casos. As neoplasias graus
2 e 3 podem progredir com o passar o tempo, tornando-se lesbes de grau
histolégico mais elevado, com comportamento mais agressivo e prognostico
pior. Assim, o grau 4 pode surgir como uma transformacdo de graus 2 ou 3
(glioblastoma secundario), ou “de novo” (glioblastoma primario) (CASKEY et
al., 2000). Por isso, ndo é rara a heterogeneidade histolégica dos tumores, ou
seja, graus variados em uma mesma leséo. Esta € uma caracteristica bastante
comum em gliomas, principalmente os da linhagem astrocitaria (HUSAIN, 2014
e ELLISON, 2013). Os astrocitomas pediatricos, apesar de morfologicamente
semelhantes aos astrocitomas da faixa etaria adulta, apresentam
comportamento clinico-biolégico e alteragdes moleculares caracteristicas
(ELLISON, 2013). Os glioblastomas ou GBM pediatricos sdo primarios ou “de
novo” em sua maioria, enquanto os da faixa etaria adulta geralmente progridem
de astrocitomas graus 2 ou 3. A mutagdo dos genes IDH1/IDH2 (lsocitrate
Dehydrogenase 1/ Isocitrate Dehydrogenase 2) encontra-se em cerca de 80%
dos adultos, enquanto estdo presentes em menos de 10% dos pacientes
pediatricos. Os genes mais comumente mutados nos astrocitomas de alto grau,
pediatricos sdo o ATRX (ATRX, Chromatin Remodeler) e o H3F3A (H3 Histone
Family Member 3A), além da via do TP53 (Tumor Protein p53). Os
astrocitomas pilociticos (grau 1) tem uma via molecular propria envolvendo
alteragdes no gene BRAF (B-Raf Proto-oncogene, Serine/threonine Kinase)
(APPIN e BRAT, 2015).

A parquina é uma proteina codificada pelo gene PRKN (Parkin RBR E3
Ubiquitin Protein Ligase). Foi descoberta e, inicialmente, avaliada no contexto
da doenca de Parkinson juvenil, fato que justifica seu nome. Hoje, é
caracterizada como uma proteina multifuncional, que atua no controle de
metabolismo proteico, homeostase mitocondrial e ciclo celular (ZHANG et al.,
2016 e NARENDRA et al., 2008). Assim, sabe-se de sua importancia em outras
doencas, como Alzheimer, autismo, diabete melito tipo 2 e diversas neoplasias
(CESARI et al., 2003; ZHANG et al., 2016 e KAY et al., 2010).

O papel da parquina foi avaliado nos astrocitomas de pacientes adultos.
Observou-se que sua maior expressao estava ligada aos astrocitomas de graus

mais baixos (LIN et al., 2015). Além disso, a maior expressao de parquina
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indicava menor proliferagao celular neoplasica e maior sobrevida (LIN et al.,
2015 e MAUGERI et al., 2015).

O presente estudo busca avaliar se o papel da parquina nos
astrocitomas infantis € semelhante, uma vez que as vias moleculares de
gliomagénese sao diferentes nas duas faixas etarias. Os resultados podem ter
impacto clinico, com a detecgdo de uma proteina com significado diagnéstico e

prognostico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OS TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL NA INFANCIA

2.1.1 Dados gerais

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) tem grande importancia,
pois incidem em todas as faixas etarias. Sdo compostos por um grupo
heterogéneo de lesbes, com histopatologia complexa. Sdo representados por
lesdes benignas e malignas, essas com variados graus de agressividade
(FILHO, 2016). Seu estudo clinico € de grande importancia na faixa etaria
pediatrica pois, nesse grupo de pacientes, sdo as neoplasias sélidas mais
comuns e apresentam as taxas de mortalidade mais elevadas (HUSAIN, 2014
e KASPER, 2015). As manifestagbes clinicas s&o variadas, a depender da
natureza e localizagdo anatémica da lesdo. O diagnostico das neoplasias do
SNC requer correlagdo entre aspectos clinicos, morfolégicos e de
neuroimagem (DUNHAM, 2010). As modalidades terapéuticas também variam,

de acordo com a agressividade e topografia da neoplasia (HUSAIN, 2014)

2.1.2 Classificagao histopatoldgica

A primeira classificagado dos tumores do SNC foi publicada em 1926, por
Bailey e Cushing (BAILEY et al., 1926). Baseada apenas em aspectos
morfolégicos, essa classificagdo norteou as classificagbes que viriam
posteriormente. Atualmente, utiliza-se a classificacdo da Organizagao Mundial
da Saude (OMS), cuja ultima edigao foi publicada em 2016. Essa classificagao
agrupa e gradua as neoplasias, incorporando aspectos de biologia molecular,
além de imunoistoquimica ja utilizada nas classificacbes prévias, como
ferramentas diagndsticas complementares (LOUIS et al., 2016). Os tumores do
SNC podem se originar de qualquer célula que compde o tecido nervoso, a
saber: neurdnios, astrocitos, oligodendrdcitos, células meningoteliais, células
ependimarias, entre outras (RIVERA E TAKEI, 2015). Dentre os grupos de

tumores do SNC, os gliomas sao os mais comuns (HUSAIN, 2014).



QUADRO 1 — CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA DOS GLIOMAS — OMS, 2016

GLIOMAS

GRAU DA OMS

e TUMORES OLIGODENDROGLIAIS E
ASTROCITARIOS DIFUSOS

ASTROCITOMA DIFUSO, IDH-MUTANTE
ASTROCITOMA ANAPLASICO, IDH-MUTANTE
GLIOBLASTOMA, IDH-MUTANTE
GLIOBLASTOMA, IDH-SELVAGEM
GLIOMA DIFUSO DA LINHA MEDIA, H3K27M-MUTANTE
OLIGODENDROGLIOMA, IDH-MUTANTE E CODELECAO
1p-19¢q
OLIGODENDROGLIOMA ANAPLASICO, IDH-MUTANTE E
CODELEGAO 1p/19q

e OUTROS TUMORES ASTROCITARIOS
ASTROCITOMA PILOCITICO
ASTROCITOMA SUBEPENDIMARIO DE CELULAS
GIGANTES
XANTOASTROCITOMA PLEOMORFICO
XANTOASTROCITOMA PLEOMORFICO ANAPLASICO

e TUMORES EPENDIMARIOS
SUBEPENDIMOMA
EPENDIMOMA MIXOPAPILAR
EPENDIMOMA
EPENDIMOMA, FUSAO RELA POSITIVO
EPENDIMOMA ANAPLASICO

e OUTROS GLIOMAS
GLIOMA ANGIOCENTRICO
GLIOMA COROIDE DO 3° VENTRICULO

FONTE: Adaptado de LOUIS (2016)

2.1.3 Epidemiologia

Nos Estados Unidos, entre os anos de 2010 e 2014, a incidéncia de
neoplasias do SNC na faixa etaria pediatrica (0 a 14 anos) foi de 5,54
casos/100.000 habitantes (OSTROM et al., 2017). De acordo com dados do
INCA (Instituto Nacional do Cancer), estima-se que, no Brasil, os tumores de
SNC correspondam a 8 a 15% das neoplasias diagnosticadas na faixa etaria
pediatrica. As taxas de incidéncia apresentam variagdes nas diversas regides

do pais (REIS et al., 2007). Dentro do grupo dos gliomas, os astrocitomas sao

as neoplasias mais frequentes (HUSAIN, 2014).

2.1.4 Manifestacodes clinicas
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As manifestacdes clinicas dos tumores de SNC sao bastante variaveis.
Wilne et al (2006) revisaram 200 casos de tumores cerebrais na infancia e
verificaram que os sintomas iniciais mais comuns foram cefaleia, vémito,
instabilidade motora, disturbios visuais, alteragdbes comportamentais e
convulsdes. A grande variedade de sintomas se da em consequéncia de lesdes
em topografias distintas causarem disturbios neurolégicos também distintos. As
manifestagdes podem ser graves e, até mesmo, letais, inclusive no caso de
tumores benignos que exergcam efeito de massa, ou seja, danos cerebrais

secundarios a compressao causada pelo crescimento da massa tumoral.

2.1.5 Diagnostico por neuroimagem

E de suma importancia a correlagdo com dados obtidos em exames de
neuroimagem para o diagnostico correto. Exames como tomografia
computadorizada (TC) e ressonéncia nuclear magnética (RNM) avaliam
caracteristicas importantes do tumor, como sua vascularizacdo e sua relacao
com o parénquima cerebral adjacente. Caracterizam as lesdes
topograficamente (ST). Detectam informacdes extremamente uteis para a
caracterizagao da les&o, como a presencga de edema, calcificagdes, hemorragia
e necrose. Essas caracteristicas presentes nos tumores se apresentam como
modificacbes antes e apds a injecdo de contraste (KASPER, 2015;
GOURTSOYANNIS et al., 2005; e YOUSEM, 2010)

2.2 OS ASTROCITOMAS

2.2.1 Etiologia e epidemiologia

Os astrocitomas sao as neoplasias originadas dos astrécitos e fazem
parte do grupo dos gliomas, juntamente com as neoplasias originadas dos
oligodendrdcitos e das células ependimarias. Sdo o grupo mais frequente de
neoplasias primarias do SNC na infancia (HUSAIN, 2014). Dentre as
neoplasias do SNC diagnosticadas na faixa etaria pediatrica (0 a 14 anos) entre
os anos de 2010 e 2014 nos Estados Unidos, 52,8% foram gliomas. Os

astrocitomas pilociticos (grau 1) corresponderam a 18,2% dos casos e 0s
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glioblastomas ou GBM (grau 4), a 2,8% (OSTROM et al.,, 2017). Quando
acometem a faixa etaria pediatrica, os astrocitomas ocupam classicamente a
topografia infratentorial, regido anatémica localizada abaixo da tenda do
cerebelo. Essa informacao é importante, uma vez que estes mesmos tumores
na faixa etaria adulta acometem principalmente a regido supratentorial,
caracterizando diferengas clinicas importantes entre esses dois grupos de
pacientes (ELLISON, 2013).

2.2.2 Diagnostico por neuroimagem

Os exames de imagem complementares mais comumente realizados
sdo a TC e a RNM. Quando avaliados por TC, os astrocitomas pilociticos e os
difusos (OMS graus 1 e 2, respectivamente) geralmente ndo exibem realce de
contraste e apresentam-se como massas de baixa densidade, com
degeneragdo cistica. A RNM mostra hipointensidade de sinal em T1 e
hiperintensidade de sinal em T2, sem realce apods injegdo de gadolinio. Os
astrocitomas anaplasicos (OMS grau 3) apresentam heterogeneidade de
densidade tumoral e de intensidade de sinais em T1 e T2, quando avaliados
por TC e RNM, respectivamente. Os GBM (OMS grau 4), quando avaliados por
TC, apresentam-se como uma massa de limites irregulares, com realce de
contraste em anel e regido central hipodensa, devido a necrose, caracteristica
nessa lesdo. A RNM mostra hiperintensidade de sinal em T1 e T2 e realce de
contraste em anel (YOUSEM, 2010).

2.2.3 Classificacao dos astrocitomas e suas caracteristicas histopatologicas e

moleculares

De acordo com a OMS, as neoplasias astrocitarias sao classificadas em

quatro graus, conforme mostra o QUADRO 2.
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QUADRO 2 — CLASSIFICAGAO HISTOPATOLOGICA DOS ASTROCITOMAS — OMS, 2016

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

FONTE: Adaptado de LOUIS (2016)

Os critérios  histopatolégicos avaliados incluem grau de
hipercelularidade, atipia nuclear, indice mitético, presenca de vascularizagcao
glomeruloide e necrose (LOUIS, 2016). O astrocitoma pilocitico (grau 1 da
OMS) ocorre quase sempre na faixa etaria pediatrica. E o tumor cerebral mais
comum nesse grupo de pacientes (ELLISON, 2013). Trata-se de uma leséo
bem delimitada, geralmente com componente cistico. Ocorre majoritariamente
em localizagao infratentorial, no cerebelo (FILHO, 2016). As lesdes s&o bem
delimitadas e o crescimento infiltrativo no parénquima adjacente é incomum. O
quadro histopatologico é caracterizado por um padréo bifasico, um com células
alongadas em arranjo compacto e denso, e outro com um fundo “piloso” e
formacao de microcistos. Acompanham, ainda, fibras de Rosenthal, agregados
proteicos alongados e eosinofilicos (LOUIS, 2016). O indice mitético é baixo e
a presenca de necrose € rara. Quando presente, deve-se considerar outros
diagnosticos. Apresentam excelente prognostico apds a remogéao cirurgica e os
relatos de progressdo para graus mais elevados sdo extremamente raros
(ELLISON, 2013). O astrocitoma difuso (grau 2 da OMS) apresenta aspecto
infiltrativo, em comparacao ao pilocitico (LOUIS, 2016). Apesar disso, esses
astrocitomas (graus 1 e 2) sao agrupados em astrocitomas de baixo grau
(CASKEY et al., 2000). Do ponto de vista histopatologico, € composto por
células com atipia nuclear discreta (nucleos irregulares e hipercromaticos) e
apresenta baixo indice mitético. Suas variantes histoldgicas sao: fibrilar (mais
comum), protoplasmatico e gemistocitico (HUSAIN, 2014). O astrocitoma

anaplasico (grau 3 da OMS) é resultado da transformacédo de um astrocitoma
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de grau mais baixo, via de regra, o difuso (grau 2). Apresenta celularidade mais
alta e atipias mais evidentes, em comparagédo com o astrocitoma difuso. As
células neoplasicas apresentam nucleos hipercromaticos e pleomorficos.
Observa-se também a presenga de numerosas mitoses. Pode haver
neovascularizagéo, porém a presenga de necrose geografica exclui esse
diagndstico (ELLISON, 2013 e LOUIS, 2016). O glioblastoma ou GBM (grau 4
da OMS) é uma neoplasia extremamente agressiva, com bordas infiltrativas.
Frequentemente acomete os dois hemisférios cerebrais, criando imagem
radioldgica tipica, descrita como “asa de borboleta”. Os achados microscopicos
incluem atipias nucleares e pleomorfismo celular acentuados, células gigantes
multinucleadas e indice mitético alto. Caracteriza-se ainda por presenca de
necrose geografica, com ou sem neovascularizagéo glomeruloide. Os GBM sé&o
classificados em primarios ou “de novo” e, secundarios, quando surgem
através da progressdo de astrocitomas de graus mais baixos. Essa
classificagado € importante, pois as vias de gliomagénese sao diferentes nos
dois grupos. Na faixa etaria adulta, a maioria dos GBM ¢é secundaria. Por outro
lado, o GBM primario predomina na faixa etaria pediatrica, sendo responsavel
por 90% dos casos (APPIN e BRAT, 2015). O progndstico é ruim e a sobrevida
apos o diagnostico é geralmente de meses. O GBM (grau 4), juntamente com o
astrocitoma anaplasico (grau 3), sdo considerados astrocitomas de alto grau
(ELLISON, 2013; CASKEY et al., 2000).

Do ponto de vista genético, quando se comparam os quatro graus de
astrocitomas propostos pela OMS, também se observam diferencas.
Descoberta recentemente, a duplicagédo no gene BRAF (B-Raf Proto-oncogene,
Serine/Threonine Kinase), localizado no locus 7q34, esta presente em mais de
80% dos casos de astrocitomas pilociticos (KIERAN et al., 2014; HORBINSKI
et al., 2012). Essa duplicagdo gera um ganho de funcao devido a formacgao da
proteina de fusdo KIAA1549:BRAF. Zhang et al (2013) evidenciaram que esta
proteina deixa de ter o dominio autoinibitério, 0 que gera atividade permanente
na via tumorigénica da MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases). Os demais
astrocitomas, por outro lado, apresentam alteragbes em outras vias. Nos
adultos, os astrocitomas graus 2, 3 e 4 tem como base de sua formacgéo a
mutacdo nos genes IDH1/IDH2 (Isocitrate Dehydrogenase 1/ Isocitrate

Dehydrogenase 2). Essa mutacdo esta presente em cerca de 80% dos
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pacientes e confere um melhor prognéstico, em relagao aos demais pacientes.
Esses mesmos tumores, na faixa etaria pediatrica, decorrem de outras
mutacdes. Alteracées nos genes IDH1/IDH2 estdo presentes em menos de
10% dos pacientes pediatricos. Recentemente, foi estabelecida uma relagao
entre mutagdes nos genes ATRX (ATRX, Chromatin Remodeler) e H3F3A (H3
Histone Family Member 3A), e gliomas pediatricos de alto grau (APPIN e
BRAT, 2015). O ATRX é um gene localizado no cromossomo Xg21.1, cuja
mutagdo leva ao alongamento alternativo de telbmeros, tornando a célula
imortal, o que exerce papel fundamental na gliomagénese infantil
(ABEDALTHAGAFI et al., 2013 e SIEGAL, 2015). O mecanismo sugerido para
esse alongamento é a perda de interagdo com histonas, proteinas que atuam
no remodelamento da cromatina. As mutagdes no gene H3F3A também
modificam as histonas e geram a histona H3.3. Existem diversas mutag¢des
nesse gene, e as mais comuns sao as substituicbes de aminoacidos,
principalmente K27M e G34R/V (SCHWARTZENTRUBER et al., 2012). Os
pacientes com essa mutagcdo no H3F3A apresentam pior prognostico
(VENETTI et al., 2014). A via molecular do TP53 (Tumor Protein p53) também
esta alterada nos gliomas pediatricos de alto grau. Pollack et al (2002), bem
antes das descobertas mais recentes, também demonstrou a superexpressao
da proteina p53 em gliomas pediatricos de alto grau.

Assim, apesar de serem lesdes histopatologicamente semelhantes as
dos adultos, os astrocitomas pediatricos apresentam caracteristicas clinicas,

comportamento bioldgico e perfil genético e molecular préprios.

2.3 A PARQUINA

2.3.1 Dados gerais

O gene PRKN (Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase), um dos
maiores do genoma humano, codifica a proteina parquina. Esse gene se
localiza no cromossomo 6926, uma regiao classificada como sitio fragil comum
(CFS — Common Fragile Sites), conhecida como FRAG6E (STAROPOLI et al.,
2003 e SHIMURA et al., 2001). Sitios frageis comuns sao regioes

cromossOmicas suscetiveis a instabilidade gendmica, presentes em todos os
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individuos, o que torna os genes presentes nessas regides biologicamente
importantes, devido ao seu papel potencial na carcinogénese (SMITH et al.,
2006 e DENISON et al., 2003).

O PRKN é composto por 12 éxons e esta presente em diversos 6rgaos,
como cérebro, pulmao, cdélon, testiculo, ovarios e coracédo (KAY et al., 2010;
KITADA et al., 1998 e STAROPOLI et al., 2003). O produto do gene PRKN, a
parquina, € uma proteina multifuncional, com 465 aminoacidos, que atua em
diversos processos, tais como: metabolismo proteico, protecdo contra estresse,
homeostase mitocondrial, xenofagia e controle do ciclo, proliferagédo e migragéo
celular (ZHANG et al., 2016; MANZANILLO et al., 2013; NARENDRA et al.,
2008). Alteracdes nesse gene foram associadas a doengas como Parkinson,
Alzheimer, autismo, diabete melito tipo 2, hanseniase e diversas neoplasias
(ZHANG et al., 2016; CESARI et al., 2003; KAY et al., 2010; MANZANILLO et
al., 2013).

2.3.2 A parquina e sua multifuncionalidade

A parquina é uma proteina composta por dominio ubiquitina-like na
porcdo N-terminal e regides RING 1 e 2 na por¢do C-terminal, responsaveis
pela funcédo de E3 ubiquitina ligase. Assim, juntamente com outras proteinas da
via da ubiquitina-proteassomo, atua na degradagao de proteinas malformadas
ou com perda de funcdo, através de mono e poliubiquitinagdo das mesmas
(MARTINEZ et al., 2017; PANICKER et al., 2017; DURCAN e FON, 2015;
ZHENG e HUNTER, 2015).

Na doenca de Parkinson, principalmente na forma autossémica
recessiva ou familiar, a perda de fungdo da parquina, em decorréncia de
diversas mutacdes no gene PRKN (delecbes, inser¢des, variagdo do numero
de copias), gera o acumulo de proteinas anémalas no citoplasma de neurénios,
levando a neurodegeneracao e ao inicio precoce da doenga (PANICKER et al.,
2017; HATTORI e MIZUNO, 2017; KAY et al.,, 2010; CHAKRABORTY et al.,
2017; STAROPOLI et al.,, 2003 e SHIMURA et al.,, 2001). Além disso, o
acumulo de proteinas ligadas ao ciclo celular, como a ciclina E, pode levar a
progressdo do ciclo celular. Quando esse estimulo a progressdo do ciclo

celular ocorre em células permanentes, que sao células mitoticamente
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incompetentes, como € o caso dos neurdnios, isso resulta em morte celular,
contribuindo para a neurodegeneracédo (VEERIAH et al.,, 2010 e VEERIAH et
al., 2010).

O processo de mitofagia, uma forma seletiva de macroautofagia,
também é um exemplo de perda de fung¢do da parquina (SHIRES et al., 2017,
SWATEK e KOMANDER, 2016; SEIRAFI et al., 2015; CHEN e CHAN, 2009).
As mitocéndrias senescentes, com alteracdes na polaridade das membranas,
defeitos no acido desoxirribonucleico (DNA) ou sujeitas a hipdxia, acumulam
PINK-1 (PTEN-induced Kinase-1) em sua superficie levando ao recrutamento
da parquina citosodlica. A parquina poliubiquitina as proteinas da membrana
mitocondrial, que se ligam entédo a varias proteinas, como o p62, optineurina e
NBR1 (Neighbor of BRCA1), levando a formacdo dos autofagossomos,
garantindo a nao destruicdo da célula como um todo, através de mecanismos
apoptoticos (VILLA et al., 2017; DRAKE et al., 2017; DURCAN e FON, 2015;
CAULFIELD et al., 2015; KANE et al., 2014; TREMPE e FON, 2014). Danos
menores, como a producado de radicais livres, sem alterar a polaridade da
membrana mitocondrial, podem levar a formagao de vesiculas que degradam
apenas as proteinas defeituosas, poupando a organela (SHLEVKOV e
SCHWARZ, 2014). A remocdo de mitocondrias defeituosas € de grande
importéncia na medida em que espécies reativas de oxigénio produzidas por
estas organelas podem ter papel oncogénico. Desta forma, pode-se dizer que a
mitofagia também atua como um processo de supressdo tumoral (EID e
KONDO, 2017). Um exemplo de doenga bastante prevalente, na qual se
observa o acumulo de mitocéndrias disfuncionais, € o infarto agudo do
miocardio (IAM). Devido as altas taxas de metabolismo, o miocardio possui
uma elevada concentragdo de mitocéndrias. Assim, apds o 1AM, a atuagao da
parquina & essencial na remogao das mitocondrias danificadas durante o
evento isquémico (SHIRES et al., 2017). A incapacidade de atuacdo na
homeostase mitocondrial também é considerada uma das causas de perda de
neuroprotecdo, contribuindo para a doenga de Parkinson, assim como outras
doencas neurodegenerativas, como a doengca de Alzheimer e a esclerose
amiotréfica lateral (ZHANG et al., 2016).

Além dessas fungdes, a parquina foi associada, através dos mecanismos

de poliubiquitinagédo, a eliminacdo de microrganismos intracelulares, como o
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Mycobacterium leprae ou o Mycobacterium tuberculosis, em um processo
denominado xenofagia. Assim, a perda de expressao ou da fungédo da parquina
pode tornar os individuos mais suscetiveis a infeccdo por esses agentes
infecciosos (MANZANILLO et al., 2013).

Com relagao ao ciclo celular, a parquina atua nas suas diversas fases.
Em cada uma delas, observa-se a variacdo da localizagcado intracelular da
parquina: na interfase, apresenta distribuicao perinuclear; na mitose, localiza-se
principalmente nos centrossomos e fusos mitéticos; e na citocinese, €
encontrada em midbody (fuso central formado durante a citocinese) (SUN et
al., 2013). Quando a parquina esta superexpressa, ha degradag¢ao das ciclinas
D e E, e o ciclo celular é retido na fase G1, havendo parada de progressao na
divisao celular (TAY et al., 2010 e YEO et al., 2012). Essa fungéo da parquina
também é uma das caracteristicas do papel de gene supressor de tumor do
PRKN. Por outro lado, quando ha reducdo em sua expressao, observa-se
estimulo a progressao do ciclo celular para as fases G2 e S (VEERIAH et al.,
2010 e GONG et al., 2014). Assim, a auséncia ou perda de funcéo da parquina
em diversas neoplasias contribui para a proliferacdo das células tumorais
(BERNARDINI et al.,, 2017 e SHIRES et al., 2017). Estudos anteriores ja
demostravam que dele¢des no brago longo do cromossomo 6, onde se localiza
o PRKN, estavam associadas com o desenvolvimento de cancer de mama,
ovario, pulmao, rim e pancreas, além de melanoma, linfomas e leucemias. A
introdugdo desse cromossomo intacto em células onde havia mutagdes
reabilitou a capacidade de senescéncia da célula normal e, em linhagens de
células neoplasicas, reduziu a tumorigénese (BERNARDINI et al., 2017; SUN
et al., 2013; D’AMICO et al., 2015; KLIMCZAK et al., 2016 e TAY et al., 2010).
Esse conhecimento prévio levou a hipdtese de que haveria um ou mais genes
supressores tumorais nessa regidao cromossémica. Com a descoberta e
sequenciamento do gene PRKN, foi possivel confirmar a perda de
heterozigozidade e reducdo de sua expressao génica no contexto de diversas
neoplasias (CESARI et al., 2003 e XU et al., 2014). Estudos com camundongos
que tiveram o gene PRKN nocauteado mostraram um aumento no risco de
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (FUJIWARA et al., 2008). Outros
estudos demonstraram que a indugao de expressao de parquina em linhagens

celulares que nado a expressavam, resultou no aumento de sensibilidade a
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inducao apoptética dessas células (DENISON et al., 2003). Em diversos tipos
de tumores, alteragdes distintas no gene PRKN foram observadas (GONG et
al., 2014). Essas mutagbes podem ser: pontuais, perda de heterozigosidade,
alteragbes na regulacdo de RNAm, hipermetilagdo de promotor, perda do
numero de copias, splicing anormal (XU et al.,, 2014). Outros estudos
confirmaram que a deficiéncia de parquina gera progressao no ciclo celular por
acumulo de ciclinas D e E, levando um maior numero de células as fases S e
G2 do ciclo celular (GONG et al., 2014). A consequéncia € o surgimento de
defeitos mitdticos, instabilidade cromossémica e proliferagdo celular
desregulada, contribuindo para a carcinogénese. Tais achados foram
evidenciados em modelos in vivo e in vitro (LEE et al., 2015 e VEERIAH et al.,
2010). Ainda no contexto de supressao tumoral, observou-se uma relagéo entre
a parquina e o p53. Essas duas proteinas, além dos efeitos sobre o ciclo
celular, atuam também sobre o metabolismo da glicose na célula tumoral,
reduzindo o efeito Warburg, uma via metabdlica essencial nas células
neoplasicas (ZHANG et al., 2013 e BERNARDINI et al., 2017). Recentemente,
foi descrita uma associagao entre a perda da parquina e o aumento de Bcl-xL
(B-cell Lymphoma-extra Large), uma proteina com fung¢des antiapoptoticas, o

que contribuiria para a sobrevivéncia da célula neoplasica (GONG et al., 2017).

2.3.3 A parquina e os astrocitomas

O papel da parquina foi avaliado em alguns estudos no contexto de
astrocitomas da faixa etaria adulta. Lin et al (2015) evidenciaram que ha
reducdo na expressdo de parquina em gliomas na faixa etaria adulta. As
mutacdes do gene PRKN apresentaram-se em razao direta ao grau histologico
do tumor, sugerindo uma perda de parquina com a progressao tumoral. Assim,
a expressao de parquina foi maior nos astrocitomas de baixo grau € menor nos
astrocitomas de alto grau. Os resultados também mostraram que o estimulo a
expressao de parquina, tanto em células in vivo quanto in vitro, correlacionou-
se com menor proliferacdo das células tumorais. Por outro lado, a reducao da
expressao de parquina estimulou sua proliferacdo. Quando a sobrevida dos
doentes foi avaliada, os dados mostraram que a maior expressao de parquina

teve relacdo com maior taxa de sobrevida. Maugeri et al (2015) também
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verificaram que, quando os astrocitomas foram comparados por grau, houve
uma menor expressao imunoistoquimica de parquina no grau histolégico mais
elevado (GBM, grau 4 da OMS). Yeo et al (2012) corroboraram os achados,
evidenciando que a perda da expressao da parquina promove a proliferacao
das células neoplasicas nos gliomas. Observou-se que a perda de parquina
resultou em maiores niveis de ciclina D1, proporcionando a progressao do ciclo
celular e incremento do indice mitotico. Veeriah et al (2010) perceberam um
acumulo de ciclina E, no contexto de redugdo da expressdao da parquina,
sugerindo o mesmo resultado. A quantificagcdo da expressdo de parquina
também se correlacionou inversamente com o grau tumoral dos gliomas. Além
disso, a pesquisa demonstrou que a restauracdo da expressao da parquina em
células in vitro e in vivo inibiu o crescimento tumoral, assim como demonstrado
em outros estudos. Viotti et al (2014) verificaram que os niveis de parquina
apresentaram padrédo inverso aos de p53, em uma série de pacientes com
GBM, oligodendroglioma e gliomas mistos. Ha ainda uma associagéo inversa
interessante entre a expresséo de parquina e de VEGFR2 (Vascular Endotelial
Growth Factor Receptor 2), um dos receptores de VEGF (Vascular Endotelial
Growth Factor), proteina envolvida na neoangiogénese tumoral (YEO et al.,
2012 e VEERIAH et al., 2010). Yin et al (2009), em consonancia com 0s
estudos descritos previamente, também constataram que a delecdo do gene
PRKN, entre outros, em amostras de glioblastoma, resultou na perda de
expressao de parquina por essas células — perda de 50% em cerca de dois
tercos das amostras. Wang et al (2017) apresentaram um estudo no qual a
superexpressao de parquina reduziu migracao e invasao de linhagens celulares
de glioblastoma in vitro. Por outro lado, o nocaute do gene PRKN nestas

células estimulou a migragao e invaséao celular.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de parquina, p53 e Ki67, através da técnica de
imunoistoquimica, em astrocitomas pilociticos, difusos, anaplasicos e
glioblastomas de pacientes na faixa etaria pediatrica, a fim de investigar a

influéncia da parquina no diagnéstico e progndstico desses pacientes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar a expressao tecidual da parquina, do p53 e do Ki67 nos casos de
astrocitomas desse estudo.

e Comparar a expressao tecidual de parquina, p53 e Ki67 em cada um dos
quatro graus histologicos dos astrocitomas, segundo a OMS (grau 1, 2,
3, 4), isolados e agrupados em baixo grau (graus 1 e 2) e alto grau
(graus 3 e 4).

e Correlacionar a expressao imunoistoquimica da parquina com a do Ki67
e do p53.

e Correlacionar a expressdao de parquina e do p53 com as variaveis
clinico-patoldgicas.

e Correlacionar a expressdao de parquina e do p53 com sobrevida e

mortalidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS ESTUDADAS

Este estudo foi revisto e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital Pequeno Principe, em Curitiba, Parana (Numero de registro:
1.787.170). Foram selecionados 186 casos de astrocitomas pediatricos,
diagnosticados entre 2003 e 2015, provenientes do Hospital Pequeno Principe,
referéncia nacional entre hospitais pediatricos. Apds a selecdo dos casos,
avaliou-se a disponibilidade dos blocos de parafina. Os casos cujos blocos néo
se encontravam mais na instituicdo ou que nao continham amostra neoplasica
suficiente para a realizacao dos testes de imunoistoquimica foram excluidos.
Ao final desta analise, restaram 108 casos, incluindo 61 astrocitomas pilociticos
(grau 1), 23 astrocitomas difusos (grau 2), 4 astrocitomas anaplasicos (grau 3)
e 20 glioblastomas (grau 4), conforme mostra a FIGURA 1.

Os dados clinicos dos pacientes foram pesquisados em seus
prontuarios.

As seguintes variaveis clinico-patologicas foram consideradas para
serem comparadas com a expressao tecidual de parkina, p53 e Ki67:

- género dos pacientes;

- idade dos pacientes ao diagnostico;

- topografia da lesao;

- grupo histolégico:

- astrocitomas de baixo grau (graus 1 e 2)
- astrocitomas de alto grau (graus 3 e 4)
- tempo de sobrevida e;

- desfecho 6bito
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FIGURA 1 — GRAFICO COM A PORCENTAGEM INICIAL DE CASOS,
CLASSIFICADOS PELO GRAU HISTOLOGICO DA OMS

] N2 3 N4

FONTE: o Autor (2017).

Apoés as reagbes de imunoistoquimica, alguns casos foram excluidos
devido a artefatos técnicos e analiticos. Posteriormente, durante as avaliagcbes
de correlagdo anatomoclinica e desfecho, outros casos foram excluidos por
auséncia de dados de prontuario. Assim, observa-se uma variagcdo no n,
dependendo da analise em questdo, conforme descrito em maiores detalhes

nos resultados.

42 PREPARO DE LAMINAS HISTOLOGICAS E TMA (TISSUE
MICROARRAY)

A partir dos blocos de parafina dos casos selecionados, foram feitos
cortes histolégicos com 4um de espessura, utilizando-se uma placa fria (Leica
EG1130, Alemanha), um micrétomo (Reichet-Jung 2030, Bicut, Alemanha) e
uma lamina cortante (Marienfeld). As laminas histolégicas foram coradas com a
técnica de hematoxilina-eosina (HE). Posteriormente, foram observadas ao

microscoépio optico, e foi realizada a marcagao das areas neoplasicas. Buscou-
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se demarcar areas nas quais alteracbes degenerativas como necrose,
hemorragia e calcificagbes, bem como artefatos de fixagdo ou inclusdao, nao
estivessem presentes. Por meio de broca Trefina Neodent® cilindrica, de 3 mm
de didametro, acoplada a uma caneta-pino-chave e a um motor de suspenséao
de 130 watts, da marca Bethil®, foram coletadas as amostras dessas areas
selecionadas previamente. Para cada um dos 108 casos, foram coletadas duas

amostras neoplasicas de areas diferentes.

FIGURA 2 - METODO DE CONFECCAO DOS BLOCOS DE TMA
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Coloragdo de HE e estudo
imuneistoquimico

FONTE: Adaptado de JAWHAR (2009)

Em seguida, desenhou-se um mapa cartesiano com a localizagéo que as
amostras de cada caso ocupariam no bloco de TMA. Estas amostras foram,
entdo, reemblocadas utilizando-se parafina liquida, a 60°C, e colocadas sobre
uma placa de gelo, a 10°C negativos, durante 30 minutos. O processo de
confecgdo do TMA, resultou em novos blocos de parafina, conforme
demonstrado pela FIGURA 3.
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FIGURA 3 — BLOCO DE PARAFINA DE TMA

FONTE: O autor (2017).

A partir do TMA finalizado, foram realizados novos cortes histolégicos
sequenciais de 4um de espessura com a utilizagdo de uma placa fria (Leica
EG1130, Alemanha) e um micrétomo (Reichet-Jung 2030, Bicut, Alemanha).
Foram utilizadas as laminas Marienfeld e Superfrost® Plus para o preparo dos
cortes histologicos, que foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e
submetidos a estudo imunoistoquimico, respectivamente (FIGURA 4). Os
cortes histoldgicos corados pelo HE tiveram o objetivo de confirmar a presenga
de neoplasia nas amostras do TMA.

FIGURA 4 — LAMINA HISTOLOGICA CORADA EM HE (ESQUERDA) E LAMINA
HISTOLOGICA CORADA POR IMUNOISTOQUIMICA (DIREITA), DO BLOCO DE TMA

FONTE: o Autor (2018).



39

4.3 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO DAS AMOSTRAS

A partir dos cortes histologicos, realizou-se a pesquisa imunoistoquimica
de parquina, p53 e Ki67. As laminas foram submetidas a desparafinizacdao com
xilol, desidratagdo com alcool, e reidratagdo com agua. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado com alcool metilico e perdoxido de
hidrogénio. Em seguida, as laminas foram incubadas com os anticorpos contra
as proteinas estudadas, conforme diluicdo apresentada no QUADRO 3, em

camara umida e fria (2 a 8°C), em processo overnight.

QUADRO 3 - ESPECIFICACOES DOS ANTICORPOS UTILIZADOS NO ESTUDO
IMUNOISTOQUIMICO

PROTEINA ANTICORPO ESPECIFICAGOES ORIGEM MARCA DILUIGAO
anti-parkin Cambridge )
PARQUINA antibody monoclonal de camundongo MA - USA Abcam 1:100
p53 anti-human p53 monoclonal de camundongo Glostrup - Dako 1:200
protein antibody Dinamarca
Ki67 ant|.-K|67 monoclonal de camundongo G_Iostrup ) Dako 1:150
antibody Dinamarca

FONTE: o Autor (2017).

Para estes procedimentos, seguiu-se o protocolo do Laboratdrio de
Patologia Experimental da PUC-PR. O protocolo ainda indicava as condi¢des
de incubagdo com polimero de revelacdo (Spring), adicionado apds a
incubacdo com os anticorpos. Duas solugbes compunham este polimero: a
primeira (complement), feita em 10 minutos e a segunda (conjugate), em 15
minutos. A revelagdo foi feita com complexo DAB (3,3'diaminibenzidine) +
substrato e a contracoloragédo, com hematoxilina de Harris. Em seguida,
realizou-se a desidratagdo com alcool etilico 100% e clarificagdo com xilol.

Finalmente, as ld&minas foram montadas, utilizando-se a resina Entellan®.
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4.4 ANALISE MORFOMETRICA QUANTITATIVA DA PARQUINA

Uma das técnicas utilizadas para a quantificacdo da expressao de
parquina foi a morfometria. Inicialmente, as laminas submetidas a
imunoistoquimica com os anticorpos anti-parquina foram analisadas pelo
digitalizador de laminas automatico AxioScan®, a partir do qual foram geradas
imagens de cada umas das amostras do TMA. Foram selecionadas cerca de
50 imagens de cada amostra, com areas neoplasicas mais representativas,
excluindo-se aquelas com material necrético ou areas de artefato de corte ou
perda de material durante o processamento (areas em branco). Em seguida,
essas imagens foram analisadas pelo soffware Image Proplus®, que utiliza
morfometria de cores. Assim, criou-se uma mascara capaz de identificar e
quantificar as areas positivas de interesse. A cor analisada pelo software foi o
castanho, indicativo de positividade para parquina. A mascara gerada tingia de
cor vermelha estas areas positivas de interesse. Aplicou-se, entdo, a mascara
em cada uma das imagens selecionadas previamente. O software forneceu os
resultados em micrémetros quadrados, gerando a area com marcagao positiva
em cada imagem. Finalmente, calculou-se a média destas areas positivas nas
imagens de cada amostra, obtendo-se a area com marcagéo positiva em cada

amostra.

FIGURA 5 - (A) EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA EM ASTROCITOMA
PILOCITICO (40X) (B) A MESMA AMOSTRA SUBMETIDA A MASCARA PARA ANALISE

MORFOMETRICA
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FONTE: o Autor (2018).
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4.5 ANALISE MORFOLOGICA SEMIQUANTITATIVA E QUALITATIVA DA
PARQUINA E DO p53

Para a analise morfolégica da parquina e do p53, foi utilizado o
microscopio optico Olympus CH30®, observando-se imagens das laminas em
objetivas de 4x, 10x e 40x. Um escore modificado de Allred foi criado para a
avaliacao da expressao imunoistoquimica destas proteinas. Os QUADROS 4 e
5 descrevem os escores de Allred original e modificado, respectivamente. As
amostras foram entdo classificadas, de acordo com a distribuicdo da
positividade, em: focal, quando positiva em menos de 10% das células
neoplasicas e difusa, quando acima de 10%. A intensidade da positividade

também foi graduada em fraca e forte (graus 1 e 2, respectivamente).

QUADRO 4 — ESCORE DE ALLRED ORIGINAL

DISTRIBUICAO % INTENSIDADE MARCACAO
GRAU 0 0 0 NENHUMA
GRAU 1 <1 1 FRACA
GRAU 2 10 MODERADA
GRAU 3 1033 3 FORTE
GRAU 4 33— 66
GRAU 5 66 — 100
FONTE: ADAPTADO DE KURESHI (2010).
QUADRO 5 — ESCORE DE ALLRED MODIFICADO
DISTRIBUICAO % INTENSIDADE MARCACAO
GRAU 0 0 GRAU 0 NENHUMA
GRAU 1 < 10% - FOCAL GRAU 1 FRACA
GRAU 2 > 10% - DIFUSO GRAU 2 FORTE

FONTE: o Autor (2017).
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4.6 ANALISE QUANTITATIVA DO Ki67

A avaliagcdo da expressao da proteina Ki67 foi realizada através da
contagem dos nucleos positivos e atribuicdo de porcentagem em relagédo ao
total de células neoplasicas. Para essa analise, utilizou-se o microscopio
Olympus CH30® e a contagem celular foi realizada por dois patologistas
simultaneamente. Inicialmente, no campo de 4x, foi selecionada uma area com
a maior positividade de nucleos (hotspot). Nessa area, agora no campo de 40x,
foi selecionado novamente o hotspot. Esse hotspot foi dividido em quatro
quadrantes. Escolheu-se um desses quatro quadrantes e realizou-se a
contagem. Entdo os valores foram calculados em porcentagem, considerando-

se 0s nucleos positivos em relacao ao total de células neoplasicas.

FIGURA 6 — EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE Ki67 EM HOTSPOT DE

GLIOBLASTOMA (20X)
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FONTE: o Autor (2018).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de variaveis quantitativas foram descritos por valores
minimos, valores maximos e medianas. Para variaveis categoricas, foram
apresentados frequéncias e percentuais. A comparacao entre dois grupos em
relacdo a variaveis quantitativas foi feita usando-se o teste t de Student para
amostras independentes. Para atender a condicdo de normalidade (avaliada

pelo teste de Kolmogorov-Smirnov), os dados foram previamente submetidos a
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uma transformacgao logaritmica. A associagao entre duas variaveis qualitativas
foi avaliada pelo teste exato de Fisher. A avaliagdo da sobrevida foi feita
utilizando-se curvas de Kaplan-Meier e analisada usando-se o teste de Log-
rank. Os dados foram analisados com o programa computacional IBM® SPSS
Statistics v.20.0.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DESCRITIVA DA AMOSTRA

As TABELAS 1 e 2 apresentam dados clinico-patolégicos da amostra.

A amostra analisada era composta inicialmente por 108 casos
classificados, respectivamente, como grau histolégico 1, 2, 3 e 4. Quando
agrupados em astrocitomas de baixo e alto grau, foram obtidos 84 e 24 casos,
respectivamente. A tabela mostra ainda, divididos por grau histolégico, dados
de género, média de idade ao diagnostico e topografia do tumor. O valor do n,
para cada uma dessas variaveis, ndo € o mesmo, pois ndo foram obtidos
dados de prontuario de todos os casos iniciais. O desfecho dos pacientes
evidenciou 5 o6bitos, sendo 4 pacientes classificados como grau 4, e um
paciente, como grau 2.

A analise morfométrica parquina na amostra como um todo revelou
expressdo tecidual mediana de 115,2um? (minima de 2,25um? e maxima de
2985,0um?). A analise morfolégica da parquina revelou distribuicdo focal em
46,3% dos casos e difusa, em 53,7%. Com relacéo a intensidade da marcagao,
observou-se intensidade fraca em 94,4% e forte, em 5,6%. A analise
morfoldgica do p53 mostrou distribuicdo focal em 57,7% dos casos e difusa, em
42,3%. Com relacdo a intensidade da marcacao, 55,8% dos casos apresentou
intensidade fraca e 44,2%, forte. A analise imunoistoquimica do Ki67
evidenciou uma porcentagem mediana de 7,0%, com 1,0% de porcentagem

minima e 52,0% de maxima.
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TABELA 1 — DADOS DESCRITIVOS DA AMOSTRA, INCLUINDO GRAU HISTOLOGICO
TUMORAL (ISOLADO E AGRUPADO), GENERO, TOPOGRAFIA DO TUMOR, IDADE E

DESFECHO
DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DA AMOSTRA
GRAU GRAU 1 2 3 4
H'SE9=L1%§'CO n 61 23 4 20
GRAU GRAU BAIXO GRAU ALTO GRAU
HISTOLOGICO
AGRUPADO N 84 o4
n*=108
GENERO FEM 35 12 3 7
n=108 MASC 26 11 1 13
TOPOGRAFIA ST 11 7 3 7
n*=61 IT 27 5 0 1
MEDIA DA IDADE 5,58 7,32 11,64 9,20
AO DX ANOS (0,15- (0,03- (8,32- (2,10-
n*=67 14,39) | 12,93) | 14,46) 13,79)
DESFECHO VIVOS 42 13 3 4
n*=67 MORTOS 0 1 0 4

Legenda: *O n apresenta variagbes por auséncia de dados de prontuario; MASC-
masculino; FEM-feminino; ST-supratentorial; IT-infratentorial; DX-diagndstico

TABELA 2 — DADOS DESCRITIVOS DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA TECIDUAL DE
PARQUINA, DE p53 E DE Ki67

EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA

PARQUINA MINIMO 2.25
MORFOMETRIA MAXIMO 2985.0
n*=108 MEDIANA 115.2
- 0,
PARQUINA DISTRIBUICAO | TOCAL | 50 46,3%
DIFUSA | 58 53.7%
MORFOLOGIA ’
n*=108 INTENSIDADE | -RaCA | 102 94,4%
FORTE 6 5.6%
0,
053 DISTRIBUICAO FOCAL | 60 ST, 1%
DIFUSA | 44 42.3%
MORFOLOGIA ’
n*=104 INTENSIDADE FRACA | S8 55,8%
, FORTE | 46 44.2%
Ki67 MINIMO 10
CONTAGEM - % MAXIMO 52,0
n*=105 MEDIANA 7.0

Legenda: *O n apresenta variagdes por artefatos técnicos e analiticos. Os dados
morfométricos estdo em micrémetros quadrados (um?)
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5.2 ANALISE DAS VARIAVEIS CLINICO-PATOLOGICAS EM RELACAO A
EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA E DE p53

5.2.1 Avaliagao da associacao entre parquina e p53 (distribuicéo e intensidade)

e género:

Os resultados das associagbes entre género e parquina e p53 nao
apresentaram significancia estatistica (p > 0,05), conforme demonstram as
TABELAS 3, 4,5 e 6.

TABELA 3 - DISTRAIBUIQAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA DE
ACORDO COM O GENERO (n=108)

PARQUINA GENERO
(DISTRIBUICAO) FEMININO MASCULINO
26 24
FOCAL 45,6% 47,1%
31 27
DIFUSA 54,4% 52,9%
TOTAL 57 51

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 4 — INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA DE
ACORDO COM O GENERO (n=108)

PARQUINA GENERO
(INTENSIDADE) FEMININO MASCULINO
53 49
FRACA 92.9% 96.1%
4 2
FORTE 7 1% 3.9%
TOTAL 57 51

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusbes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 5 — DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE p53 DE ACORDO

COM O GENERO (n=105)

P53 GENERO
(DISTRIBUICAO) FEMININO MASCULINO
29 29
FOCAL 55.8% 59,2%
23 20
DIFUSA 44.2% 40,8%
TOTAL 52 49

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 6 — INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE p53 DE ACORDO

COM O GENERO (n=105)

p53 GENERO
(INTENSIDADE) FEMININO MASCULINO
29 28
FRACA 55.8% 57 1%
23 21
FORTE 44.2% 42.9%
TOTAL 52 49

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

5.2.2 Avaliagao da associacao entre parquina e p53 (distribuicdo e intensidade)

e idade:

Observa-se uma associacao significativa entre a intensidade de
expressao imunoistoquimica de parquina e a idade (p = 0,037). Parece haver
uma correlagcdo inversa entre a idade e a intensidade, sendo a marcagao
imunoistoquimica de parquina fraca em pacientes mais velhos. As demais
associagbes nao foram significativas (p > 0,05), como demonstram as
TABELAS 7 e 8.
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TABELA 7 — DISTRIBUIGAO E INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA, DE ACORDO COM A IDADE (n=67)

IDADE (ANOS VALOR
PARQUINA " TMEDIANA | MINIMO | MAXIMO | DE p*
) FOCAL 31 7,6 1,5 14,5
DISTRIBUIGAO 0,092
DIFUSA 36 4,3 0,0 14,4 ’
FRACA 63 5,8 0,2 14,4
INTENSIDADE
FORTE 4 2,8 0.0 3.7 OO

Legenda: *Teste t de Student para amostras independentes, p < 0,05; variagdo do n em
decorréncia de exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e
analiticos

TABELA 8 — DISTRIBUICAO E INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
p53, DE ACORDO COM A IDADE (n=64)

53 ] IDADE (ANOS) VALOR
P MEDIANA | MINIMO | MAXIMO | DE p*
) FOCAL 38 47 0.0 145
DISTRIBUICAO 0531
DIFUSA 26 6.6 0.2 13.8 :
FRACA 36 57 0.0 145
INTENSIDADE
FORTE 28 46 1.1 13,8 0,990

Legenda: *Teste t de Student para amostras independentes, p < 0,05; variagdo do n em
decorréncia de exclusdes por auséncia de dados de prontudrio ou por artefatos técnicos e
analiticos

5.2.3 Avaliagao da associacao entre parquina e p53 (distribuicéo e intensidade)

e topografia da lesao:

Os resultados das associagdes entre topografia e parquina e p53 nao
apresentaram significancia estatistica (p > 0,05), conforme demonstram as
TABELAS 9, 10, 11 e 12.
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TABELA 9 — DISTRIBUIGAO DA EXPR[ESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA, DE
ACORDO COM A TOPOGRAFIA DA LESAO (n=61)

PARQUINA TOPOGRAFIA
(DISTRIBUICAO) IT ST
17 12

FOCAL 51,5% 42,9%
16 16

DIFUSA 48,5% 57,1%
TOTAL 33 28

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 10 — INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA, DE
ACORDO COM A TOPOGRAFIA DA LESAQ (n=61)

PARQUINA TOPOGRAFIA
(INTENSIDADE) IT ST
31 27
FRACA 93,9% 96,4%
2 1
FORTE 6,1% 3,6%
TOTAL 33 28

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 11 — DISTRIBUIGAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE p53, DE ACORDO
COM A TOPOGRAFIA DA LESAO (n=58)

p53 TOPOGRAFIA
(DISTRIBUICAO) T ST
19 15

FOCAL 61,3% 55,6%
12 12

DIFUSA 38,7% 44,4%
TOTAL 31 27

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusbes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 12 — INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE p53, DE ACORDO
COM A TOPOGRAFIA DA LESAO (n=58)

053 TOPOGRAFIA
(INTENSIDADE) T ST
19 13

FRACA 61.3% 48,1%
12 14

FORTE 38.7% 51.9%
TOTAL 31 27

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

5.3 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE A ANALISE DE PARQUINA E
GRAU HISTOLOGICO TUMORAL

5.3.1 Avaliacdo da associagcao entre a andlise morfométrica quantitativa de

parquina e o grau histologico tumoral:

Avaliou-se a correlagcido entre a expressao imunoistoquimica da parquina,
através de analise morfométrica, e os astrocitomas. Inicialmente, comparou-se
os astrocitomas agrupados em baixo grau (graus 1 e 2) e alto grau (graus 3 e
4). Posteriormente, comparou-se o0s astrocitomas de baixo grau com o0s
glioblastomas (grau 4). Resultados significativos foram encontrados ao se
observar uma maior expressao de parquina em astrocitomas de baixo grau (p =
0,011), conforme mostram as TABELAS 13 e 14.

TABELA 13 — AVALIAQAO MORFOMETRICA DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=108)

VARIAVEL | ASTROCITOMAS | n | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO VDAI'E'(SB
BAIXO GRAU 84 1433 56 29851

PARQUINA 0,011
ALTO GRAU 24 48 4 2.2 1548 4

Legenda: *Teste t de Student para amostras independentes, p < 0,05; variagdo do n em
decorréncia de exclusdes por auséncia de dados de prontudrio ou por artefatos técnicos e
analiticos
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TABELA 14 — AVALIAGAO MORFOMETRICA DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS
(n=104)

VARIAVEL | ASTROCITOMAS | n | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO V[/)*EL(SB
BAIXO GRAU 84 1433 56 29851
PARQUINA 0,002
GRAU 4 20 37.9 225 1351

Legenda: *Teste t de Student para amostras independentes, p < 0,05; variagdo do n em
decorréncia de exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e
analiticos

5.3.2 Avaliagdo da associagdo entre a analise morfolégica semiquantitativa e

qualitativa de parquina (distribuigdo e intensidade) e o grau histologico tumoral:

Avaliou-se a correlagao entre a distribuicdo e a intensidade da marcacgao
imunoistoquimica da parquina, por meio do escore Allred modificado, e os
astrocitomas. Inicialmente, comparou-se os astrocitomas agrupados em baixo
grau (graus 1 e 2) e alto grau (graus 3 e 4). Posteriormente, comparou-se 0s
astrocitomas de baixo grau com os glioblastomas (grau 4), conforme
evidenciam as TABELAS 15, 16, 17 e 18. Com relagao a analise da distribuicao
da parquina, observou-se uma associagdo nos astrocitomas agrupados em
baixo e alto grau (p = 0,036). A parquina tende a ter distribuicao difusa nos
astrocitomas de baixo grau e; focal, nos de alto grau, conforme mostra a
TABELA 15. Nao houve resultados significativos com relagéo a intensidade de

marcagao da parquina (p > 0,05).
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TABELA 15 — AVALIAQAO DA DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=108)

PARGUINA ASTROCITOMAS
(DISTRIBUIGAO) —BAXOGRAU | ALTO GRAU
34 16
FOCAL
40.5% 66,7%
50 8
DIFUSA
59.5% 33,3%
TOTAL 84 24

Legenda: Valor de p = 0,036 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 16 — AVALIAQAO DA INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=108)

P ARQUINA ASTROCITOMAS
(INTENSIDADE) ™ BAXOGRAU | ALTO GRAU
78 24
FRACA
92.9% 100,0%
6 0
FORTE
71% 0,0%
TOTAL 84 24

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 17 — AVALIAC@O DA DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

(n=104)
PARQUINA ASTROCITOMAS
(DISTRIBUICAO) —5a%5 GRAU GRAU 4
34 12
FOCAL
40,5% 60,0%
50 8
DIFUSA
59,5% 40,0%
TOTAL 84 20

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 18 — AVALIAQL&O DA INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
PARQUINA EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

(n=104)
P ARQUINA ASTROCITOMAS
(INTENSIDADE)  —gAX0 GRAU GRAU 4
78 20
FRACA
92.9% 100,0%
6 0
FORTE
71% 0.0%
TOTAL 84 20

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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5.4 AVALIAGAO DA ASSOCIACAO ENTRE A ANALISE MORFOLOGICA
SEMIQUANTITATIVA E QUALITATIVA DE p53 (DISTRIBUICAO E
INTENSIDADE) E O GRAU HISTOLOGICO TUMORAL

Avaliou-se a correlagao entre a distribuicdo e a intensidade da marcacéao
imunoistoquimica do p53, por meio do escore Allred modificado, e os
astrocitomas. Inicialmente, comparou-se os astrocitomas agrupados em baixo
alto grau. Posteriormente, comparou-se os astrocitomas de baixo grau com os
glioblastomas (grau 4). Os astrocitomas de alto grau apresentaram marcagéao
difusa e intensa de p53 (distribuicdo - p < 0,001; intensidade - p = 0,015),
quando comparados aos de baixo grau, 0 mesmo ocorrendo para o
glioblastoma com relagéo a distribuicéo (p < 0,001) e a intensidade (p = 0,010).
Os resultados estao evidenciados nas TABELAS 19, 20, 21 e 22.

TABELA 19 — A:VALIA(;AO DA DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
p53 EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=104)

053 ASTROCITOMAS
(DISTRIBUIGAO) ™ BAXOGRAU | ALTO GRAU
56 4
FOCAL
68.3% 18.2%
26 18
DIFUSA
31.7% 81.8%
TOTAL 82 22

Legenda: Valor de p < 0,001 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 20 — AVALIACAO DA INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
p53 EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO E ALTO GRAU (n=104)

53 ASTROCITOMAS
(INTENSIDADE)  —BAXOGRAU | ALTO GRAU
51 7
FRACA
62.2% 31.8%
31 15
FORTE
37.8% 68.2%
TOTAL 82 22

Legenda: Valor de p = 0,015 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 21 — A:VALIAQAO DA DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
p53 EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS (n=100)

053 ASTROCITOMAS
(DISTRIBUICAO) BAIXO GRAU GRAU 4
56 2
FOCAL
68,3% 11,1%
26 16
DIFUSA
31,7% 88,9%
TOTAL 82 18

Legenda: Valor de p < 0,001 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 22 — AVALIACAO DA INTENSIDADE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE
p53 EM RELACAO AOS ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS (n=100)

- ASTROCITOMAS
(INTENSIDADE) [~ 5A1%G GRAU GRAU 4
51 S
FRACA
62,2% 27,8%
31 13
FORTE
37.8% 72,2%
TOTAL 82 18

Legenda: Valor de p = 0,010 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

5.5 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE A ANALISE QUANTITATIVA DE
Ki67 E O GRAU HISTOLOGICO TUMORAL

Avaliou-se a correlagéo entre a porcentagem de células neoplasicas com
expressao imunoistoquimica de Ki67 e os astrocitomas. Inicialmente,
comparou-se os astrocitomas agrupados em baixo e alto grau. Posteriormente,
comparou-se os astrocitomas de baixo grau com os glioblastomas (grau 4).
Resultados significativos foram encontrados, conforme as TABELAS 23 e 24.
Conforme esperado, os astrocitomas de alto grau, especialmente o

glioblastoma, tém indice mitético mais elevado (p < 0,001).

TABELA 23 — AVALIAGAO DA CONTAGEM DE Ki67 EM RELAGCAO AOS ASTROCITOMAS
DE BAIXO E ALTO GRAU (n=105)

VARIAVEL | ASTROCITOMAS | n | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO VDAI'E'?)B
BAIXO GRAU 82 6.0 10 28.0

Ki67 <0,001
ALTO GRAU 23 16,0 2.0 52.0

Legenda: *Teste t de Student para amostras independentes (apds transformagao logaritmica),
p < 0,05; variagao do n em decorréncia de exclusbes por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 24 — AVALIAGAO DA CONTAGEM DE Ki67 EM RELAGAO AOS ASTROCITOMAS
DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS (n =101)

VARIAVEL | ASTROCITOMAS | n | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO VS\I'E-(;B
BAIXO GRAU 82 6.0 1.0 28,0

Ki67 <0,001
GRAU 4 19 14.0 2.0 52.0

Legenda: *Teste t de Student para amostras independentes (apds transformacgao logaritmica),
p < 0,05; variagao do n em decorréncia de exclusdes por artefatos técnicos e analiticos

56 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE A EXPRESSAO
IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA E DE p53, DE ACORDO COM OS
GRAUS HISTOLOGICOS TUMORAIS

Inicialmente, comparou-se a relacado entre a distribuicdo da expressao das
proteinas parquina e p53 dentro de cada grau histolégico de astrocitoma,
conforme mostram as TABELAS 25 a 28. Posteriormente, a avaliacéo foi feita
agrupando-se os astrocitomas em baixo e alto grau, conforme as TABELAS 29
e 30. Foi feita a mesma avaliagdo, comparando-se a intensidade de expressao
das duas proteinas, conforme TABELAS 31 a 36. Ndo houve resultados

estatisticamente significativos em nenhuma das analises (p > 0,05).

TABELA 25 — AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE AS DISTRIBUIGOES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 1 (n=59)

pd3 PARQUINA (DISTRIBUICAO)
(DISTRIBUICAQ) FOCAL DIFUSA
18 22
FOCAL 81,8% 59,5%
4 15
DIFUSA 18,2% 40,5%
TOTAL 22 37

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusbes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 26 — AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE AS DISTRIBUIGOES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 2 (n=23)

p53 PARQUINA (DISTRIBUICAO)
(DISTRIBUICAO) FOCAL DIFUSA
8 8
FOCAL 72,7% 66,7%
3 4
DIFUSA 27,3% 33,3%
TOTAL 11 12

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

Os quatro casos de astrocitoma grau 3 apresentaram distribuigao focal
de parquina. Devido a auséncia de casos com marcacao difusa de parquina,
nao foi possivel a realizagdo do teste estatistico nesse grupo, conforme a
TABELA 27, abaixo.

TABELA 27 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 3 (n=4)

P53 PARQUINA (DISTRIBUICAO)
(DISTRIBUICAO) FOCAL DIFUSA
2 0
FOCAL 50.0% 0.0%
2 0
DIFUSA 50.0% 0.0%
TOTAL 4 0

Legenda: Teste exato de Fisher ndo aplicado no grupo de astrocitomas grau 3

TABELA 28 — AVALIACAO DA RELAGAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 4 (n=18)

053 PARQUINA (DISTRIBUICAO)
(DISTRIBUICAO) FOCAL DIFUSA
2 0
FOCAL 20.0% 0.0%
DIFUSA 8 8
80.0% 100.0%
TOTAL 10 8

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusbes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 29 — AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE AS DISTRIBUIGOES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU (n=82)

p33 PARQUINA (DISTRIBUICAO)
(DISTRIBUICAQ) FOCAL DIFUSA
26 30
FOCAL 78,8% 61,2%
7 19
DIFUSA 21,2% 38,8%
TOTAL 33 49

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 30 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS DISTRIBUICOES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS DE ALTO GRAU (n=22)

pd3 PARQUINA (DISTRIBUICAO)
(DISTRIBUICAO) FOCAL DIFUSA
4 0
FOCAL 28,6% 0,0%
10 8
DIFUSA 71,4% 100,0%
TOTAL 14 8

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

TABELA 31 — AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE AS INTENSIDADES DE PARQUINA E DE

p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 1 (n=59)

p53 PARQUINA (INTENSIDADE)
(INTENSIDADE) FRACA FORTE
32 2
FRACA 59,3% 40,0%
22 3
FORTE 40,7% 60,0%
TOTAL 54 5

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusbes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 32 — AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE AS INTENSIDADES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 2 (n=23)

p53 PARQUINA (INTENSIDADE)
(INTENSIDADE) FRACA FORTE
16 1
FRACA 72,7% 100,0%
6 0
FORTE 27,3% 0,0%
TOTAL 22 1

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

Os quatro casos de astrocitoma grau 3 apresentaram parquina com
marcagao de intensidade fraca. Devido a auséncia de casos com marcagao de
intensidade forte, ndo foi possivel a realizagédo do teste estatistico nesse grupo,
conforme mostra a TABELA 33, abaixo.

TABELA 33 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS INTENSIDADES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 3 (n=4)

p53 PARQUINA (INTENSIDADE)
(INTENSIDADE) FRACA FORTE
2 0
FRACA 50,0% 0,0%
2 0
FORTE 50,0% 0,0%
TOTAL 4 0

Legenda: Teste exato de Fisher ndo aplicado no grupo de astrocitomas grau 3

Os 18 casos de astrocitoma grau 4 ou GBM apresentaram parquina com
marcagao de intensidade fraca. Devido a auséncia de casos com marcagao de
intensidade forte, nao foi possivel a realizacdo do teste estatistico nesse grupo,
conforme mostra a TABELA 34, abaixo.
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TABELA 34 — AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE AS INTENSIDADES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS GRAU 4 (n=18)

p53 PARQUINA (INTENSIDADE)
(INTENSIDADE) FRACA FORTE
5 0
FRACA 27,8% 0,0%
13 0
FORTE 72,2% 0,0%
TOTAL 18 0

Legenda: Teste exato de Fisher ndo aplicado no grupo de astrocitomas grau 4 ou GBM

TABELA 35 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE AS INTENSIDADES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS DE BAIXO GRAU (n=82)

p53 PARQUINA (INTENSIDADE)
(INTENSIDADE) FRACA FORTE
48 3
FRACA 63,2% 50,0%
28 3
FORTE 36.8% 50,0%
TOTAL 76 6

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos

Os 22 casos de astrocitomas de alto grau apresentaram parquina com

marcagao de intensidade fraca. Devido a auséncia de casos com marcagao de

intensidade forte, ndo foi possivel a realizag&do do teste estatistico nesse grupo,
conforme mostra a TABELA 36, abaixo.

TABELA 36 — AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE AS INTENSIDADES DE PARQUINA E DE
p53, NOS ASTROCITOMAS DE ALTO GRAU (n=22)

p53 PARQUINA (INTENSIDADE)
(INTENSIDADE) FRACA FORTE
7 0
FRACA 31,8% 0,0%
15 0
FORTE 68,2% 0,0%
TOTAL 22 0

Legenda: Teste exato de Fisher ndo aplicado no grupo de astrocitomas de alto grau.
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57 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE A EXPRESSAO
IMUNOISTOQUIMICA DE PARQUINA E DE Ki67, DE ACORDO COM OS
GRAUS HISTOLOGICOS TUMORAIS

Avaliou-se também a associacao entre parquina e Ki67 para cada um dos
graus histoloégicos de astrocitoma. Inicialmente, comparou-se a expressao das
proteinas em astrocitomas agrupados em baixo grau (graus 1 e 2) e alto grau
(graus 3 e 4). Posteriormente, comparou-se em cada grau histologico
isoladamente. Para aqueles grupos nos quais houve marcagado de zero ou 1
caso apenas em determinada categoria, ndo foi possivel a aplicagao do teste
estatistico. Naqueles casos em que o teste estatistico foi aplicado, ndo se
evidenciou associacgao significativa (p > 0,05), conforme mostram as TABELAS
37 e 38, abaixo.

TABELA 37 — AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE A DISTRIBUIQAO DE PARQUINA E A
CONTAGEM DE Ki67, DE ACORDO COM GRAUS HISTOLOGICOS ISOLADOS E
AGRUPADOS DOS ASTROCITOMAS

ASTROCITOMA PARQUINA Ki67
(GRAU) (DISTRIBUICAO) [™* T MEDIANA | MINIMO | MAXIMO | VALOR DE p*
FOCAL 34 8,0 1,0 14,0
BAIXO GRAU DIFUSA 48 5.0 1.0 28,0 0,223
FOCAL 15 16,0 4,0 44,0
ALTO GRAU DIFUSA 8 19,0 2,0 52,0 0,790
] FOCAL 23 8,0 1,0 14,0 0.062
DIFUSA 36 4,0 1,0 14,0
FOCAL 11 8,0 2,0 14,0
2 DIFUSA 12 7,5 2,0 28,0 0,423
3 FOCAL 4 19,0 4,0 44,0 ]
DIFUSA 0
FOCAL 11 14,0 6,0 31,0
4 DIFUSA 8 19,0 2,0 52,0 0,797

Legenda: *Teste t de Student para amostras independentes (apds transformagao logaritmica),

p < 0,05; variagao do n em decorréncia de exclusdes por artefatos técnicos e analiticos
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TABELA 38 — AVALIACAO DA RELACAO ENTRE A INTENSIDADE DE PARQUINA E A
CONTAGEM DE Ki67, DE ACORDO COM GRAUS HISTOLOGICOS ISOLADOS E

AGRUPADOS DOS ASTROCITOMAS

ASTROCITOMA PARQUINA Ki67
(GRAU) (INTENSIDADE) ™« T MEDIANA | MINIMO | MAXIMO | VALOR DE p*
FRACA 76 6,0 1,0 17,0
BAIXO GRAU FORTE 5 65 20 280 0,413
FRACA 23 16,0 2,0 52,0
ALTO GRAU FORTE o
] FRACA 54 5,0 1,0 14,0 0.845
FORTE 5 6,0 1,0 14,0
) FRACA 22 7,5 2,0 14,0 ]
FORTE 1 28,0 28,0 28,0
3 FRACA 4 19,0 4,0 44,0 ]
FORTE 0
A FRACA 19 14,0 2,0 52,0 ]
FORTE 0

Legenda: *Teste t de Student para amostras independentes (apds transformacao logaritmica),

p < 0,05; variagdo do n em decorréncia de exclusdes por artefatos técnicos e analiticos

5.8 ANALISE DE SOBREVIDA E DESFECHO OBITO

5.8.1 Sobrevida geral:

Para as analises apresentadas a seguir, foram considerados 67 casos

para os quais foram obtidos os dados de seguimento clinico e 6bito. Desses 67

casos, foram constatados 5 6bitos, correspondendo a 7,5%.
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FIGURA 7 — AVALIACAO DA SOBREVIDA GERAL, ATRAVES DA CURVA DE KAPLAN-
MEIER
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FONTE: o Autor (2018).

Abaixo, a TABELA 39 mostra os tempos de sobrevida dos 5 pacientes
que morreram. O tempo minimo foi de 0,68 ano (8,2 meses) e, 0 maximo, foi de
1,61 anos (19,3 meses). Dos cinco 6bitos, quatro foram classificados como
astrocitomas grau 4 ou GBM e um, como astrocitoma grau 2.

TABELA 39 — TEMPO DE SOBREVIDA DOS PACIENTES QUE MORRERAM, INCLUINDO
CORRELACAO DESSES 5 CASOS COM O GRAU HISTOLOGICO TUMORAL E AS
EXPRESSOES IMUNOISTOQUIMICAS DE PARQUINA E DE p53

CASO TEMPO DE GRAU DISTRIBUGAO INTENSIDADE DISTRIBUICAO INTENSIDADE
SOBREVIDA (ANOS) PARQUINA PARQUINA p53 p53
1 1,61 2 DIFUSA FRACA DIFUSA FRACA
2 1,27 4 FOCAL FRACA * *
3 1,01 4 FOCAL FRACA DIFUSA INTENSA
4 0,93 4 DIFUSA FRACA DIFUSA INTENSA
5 0,68 4 DIFUSA FRACA DIFUSA INTENSA

Legenda: *Reagao imunoistoquimica para pesquisa de p53 nao funcionou.



65

5.8.2 Avaliacdo da associacdo entre variaveis categodricas (grau histolégico

tumoral, distribuicdo de parquina e de p53) e sobrevida:

Os resultados foram descritos nas curvas de Kaplan-Meier abaixo (teste

de Log-rank).

FIGURA 8 — AVALIACAO DA SOBREVIDA GERAL, NOS ASTROCITOMAS DE BAIXO E
ALTO GRAU, ATRAVES DA CURVA DE KAPLAN-MEIER. VALOR DE p < 0.001
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FONTE: o Autor (2018).

A FIGURA 8 mostra associagao significativa, em razao inversa, entre a
sobrevida e o grau histolégico. Quanto maior o grau histolégico, menor é a
sobrevida (p < 0,001).
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FIGURA 9 — AVALIACAO DA SOBREVIDA GERAL, NOS ASTROCITOMAS COM
DISTRIBUICAO DE PARQUINA FOCAL E DIFUSA, ATRAVES DA CURVA DE KAPLAN-
MEIER. VALOR DE p = 0,847
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FONTE: o Autor (2018).

N&o se evidenciou diferenga estatisticamente significativa entre a
distribuicdo de parquina (focal e difusa) e a sobrevida (p > 0,05), conforme
apresentado na FIGURA 9.
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FIGURA 10 — AVALIACAO DA SOBREVIDA GERAL, NOS ASTROCITOMAS COM
DISTRIBUICAO DE p53 FOCAL E DIFUSA, ATRAVES DA CURVA DE KAPLAN-MEIER.
VALOR DE p = 0,021
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FONTE: o Autor (2018).

A FIGURA 10 mostra associacao significativa, inversa, entre a sobrevida e
a distribuicdo de p53 (focal e difusa). Nos casos com distribui¢cao difusa de p53,

a sobrevida foi menor (p = 0,021).

5.8.3 Avaliagéo da associacéo entre idade e obito:

TABELA 40 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E A MEDIANA DAS IDADES DOS
PACIENTES (n=67)

IDADE (ANOS)

VALOR
VARIAVEL CLASSIFICAGCAO n MEDIANA | MINIMO | MAXIMO DE p*
SBITO NAO 62 5,0 0,0 14,5 0210
SIM 5 8,5 2,1 13,8 ’

Legenda: Valor de p > 0,05 (Teste t de Student para amostras independentes, p < 0,05);
variagdo do n em decorréncia de exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por
artefatos técnicos e analiticos.
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Nao se evidenciou associagao significativa entre idade e o6bito (p > 0,05),

conforme apresentado na TABELA 40.

5.8.4 Avaliagdo da associagao entre variaveis categoricas (género, topografia,
grau histolégico tumoral, distribuicdo e intensidade de parquina e de p53,) e

desfecho 6bito:

TABELA 41 - COMPARAGAO ENTRE DESFECHO OBITO E GENERO (n=67)

: GENERO
OBITO FEMININO MASCULINO
N 38 24
NAQ 97 4% 85.7%
1 4
SIM 2.6% 14.3%
TOTAL 39 28

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos.

TABELA 42 —- COMPARAGAO ENTRE DESFECHO OBITO E GRAU HISTOLOGICO (n=67)

. GRAU HISTOLOGICO
OBITO BAIXO ALTO
_ 55 7
NAO 98,2% 63,6%

1 4
SIM 1.8% 36.4%
TOTAL 56 11

Legenda: Valor de p = 0,002 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusbes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos.
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TABELA 43 - COMPARAGAO ENTRE DESFECHO OBITO E DISTRIBUIGAO DA
EXPRESSAO DE PARQUINA (n=67)

, PARQUINA (DISTRIBUICAO)
OBITO FOCAL DIFUSA
3 29 33
NAO 93.5% 9M.7%

2 3
SIM 6.5% 8.3%
TOTAL 31 36

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos.

TABELA 44 — COMPARAGAO ENTRE DESFECHO OBITO E INTENSIDADE DA EXPRESSAO

DE PARQUINA (n=67)

, PARQUINA (INTENSIDADE)
OBITO FRACA FORTE
N 58 4
NAO 92.1% 100.0%

5 0
SIM 7.9% 0.0%
TOTAL 63 4

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos.

TABELA 45 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E DISTRIBUICAO DA

EXPRESSAO DE p53 (n=64)

, 053 (DISTRIBUICAO)
OBITO FOCAL DIFUSA
3 38 22
NAO 100,0% 84.6%

0 4
SIM 0.0% 15.4%
TOTAL 38 26

Legenda: Valor de p = 0,024 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusbes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos.
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TABELA 46 — COMPARAGAO ENTRE DESFECHO OBITO E INTENSIDADE DA EXPRESSAO

DE p53 (n=64)
OBITO p53 (INTENSIDADE)
FRACA FORTE
NAO 35 25
97,2% 89,3%
SIM 1 3
2,8% 10,7%
TOTAL 36 28

Legenda: Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos.

TABELA 47 — COMPARACAO ENTRE DESFECHO OBITO E TOPOGRAFIA DA LESAO
(n=61)

- TOPOGRAFIA
OBITO T ST
X 33 23
NAG 100,0% 82,1%
0 5
SIM 0,0% 17,9%
TOTAL 33 28

Legenda: Valor de p = 0,016 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de
exclusdes por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos.

N&o se evidenciou associagao significativa (p > 0,05) entre desfecho 6bito
e as variaveis género, distribuicdo e intensidade de marcagéo
imunoistoquimica de parquina e intensidade da marcagao imunoistoquimica de
p53, conforme demonstrado pelas TABELAS 41, 43, 44 e 46. A associacéo
entre Obito e as variaveis grau histologico, distribuicdo de marcagéo
imunoistoquimica de p53 e topografia apresentaram significancia estatistica,
conforme as TABELAS 42, 45 e 47.

5.8.5 Avaliacao entre a distribuicdo da parquina e desfecho 6bito, restrito ao

grau histolégico 4 (glioblastomas):

Nao se evidenciou associagao significativa entre distribuicdo de parquina

e Obito, restrito aos GBM ou grau histolégico 4 (p > 0,05).
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TABELA 48 — COMPARAGAO ENTRE DESFECHO OBITO E DISTRIBUICAO DA
EXPRESSAO DE PARQUINA (FOCAL X DIFUSA), RESTRITO AO GRAU HISTOLOGICO 4
OU GBM (n=8)

OBITOS NO GRAU PARQUINA (DISTRIBUICAO)
HISTOLOGICO 4 FOCAL DIFUSA
X 2 2
NAG 50,0% 50,0%
2 2
SIM 50,0% 50,0%
TOTAL 4 4

Valor de p > 0,05 (teste exato de Fisher, p < 0,05); variagdo do n em decorréncia de exclusdes
por auséncia de dados de prontuario ou por artefatos técnicos e analiticos.

Em suma, observou-se correlagao estatisticamente significativa entre o
grau histologico e as trés proteinas analisadas por imunoistoquimica: parquina,
tanto pela avaliagdo morfométrica, quanto pela morfolégica semiquantitativa;
p53 e Ki67. A parquina € mais expressa nos astrocitomas de baixo grau
enquanto o p53 e Ki67, nos de alto grau. Com relagdo a avaliagdo da relagéo
entre parquina e variaveis clinicas, observou-se correlacdo apenas entre
intensidade da marcacao de parquina e idade dos pacientes, sendo mais forte
em pacientes mais jovens. A sobrevida, por sua vez, teve correlacédo apenas
com o grau histolégico e a expressdo de p53, nesse estudo. A mortalidade
também foi influenciada pelo grau histolégico e pela expressao de p53, além da
topografia da lesdo. Quanto maiores o grau histologico e a expresséo de p53,
menor € a sobrevida e mais alta a mortalidade. Lesdes de localizagao

supratentorial também se correlacionam com maior mortalidade.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a expressao de parquina
nos astrocitomas infantis. Por se tratar de um tumor com elevada incidéncia,
associado a elevadas taxas de mortalidade, seu maior conhecimento pode
gerar novas ferramentas diagndsticas, progndsticas e terapéuticas.

A parquina, codificada pelo gene PRKN, € uma proteina promissora no
campo da oncologia. Dentre as multiplas fungdes da parquina, encontra-se a
de controle do ciclo celular (TAY et al., 2010 e YEO et al., 2012). Sua presenga
foi confirmada com sinal de bom progndstico em diversas neoplasias, como
célon, ovario e mama (KLIMCZAK et al., 2016 e DA SILVA-CAMARGO et al,
2018). A proposta desse estudo foi a pesquisa imunoistoquimica da proteina
parquina nos astrocitomas infantis, incluindo os quatro graus histoldgicos da
OMS - pilocitico, difuso, anaplasico e glioblastoma. Objetivou-se verificar a
presenca dessa proteina nos astrocitomas e um possivel papel de indicador
prognostico, como ja demonstrado previamente em outros tumores (KLIMCZAK
et al., 2016; DA SILVA-CAMARGO et al., 2018 e LIN et al., 2015).

O estudo imunoistoquimico da parquina foi avaliado por dois métodos:
analise morfométrica (analise quantitativa objetiva) e analise morfolégica pelo
Allred modificado (analise semiquantitativa ou subjetiva). Foram realizadas
também as pesquisas imunoistoquimicas das proteinas p53 e Ki67 nas
amostras tumorais, com o objetivo de avaliagdo do comportamento da amostra,
uma vez que essas duas proteinas sdo bem caracterizadas na literatura. A
proteina p53 foi avaliada semiquantitativamente pelo mesmo escore de Allred
modificado. O Ki67 foi avaliado quantitativamente por contagem em hotspot,
com resultado em porcentagem.

A amostra inicial de 108 casos sofreu algumas variagcdes ao longo do
estudo, devido a exclusdes por artefatos técnicos e analiticos e/ou auséncia de
dados de prontuario. Era dividida em 61 astrocitomas grau 1 (pilocitico), 23
astrocitomas grau 2 (difuso), 4 astrocitomas grau 3 (anaplasico) e 20
astrocitomas grau 4 (glioblastomas). Quando agrupados em astrocitomas de
baixo grau (graus 1 e 2) e astrocitomas de alto grau (graus 3 e 4), resultavam
em 84 e 24 casos, respectivamente. Apos coletas de dados em prontuarios,

houve uma redugcdo no numero de casos (ver TABELA 1). Verificou-se que
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dentre os astrocitomas de baixo grau, 37 eram pacientes do género masculino
e 47 do género feminino. Dezoito casos eram de localizacdo supratentorial e
32, infratentorial. Nos astrocitomas de alto grau, 14 eram do género masculino
e 10 do género feminino. Dez casos eram de localizagdo supratentorial e
apenas 1, infratentorial. As médias de idade ao diagndstico dos graus 1 a 4
foram, respectivamente, 5,58; 7,32; 11,64 e 9,20 anos. Dos 5 obitos
constatados, 4 eram glioblastomas (grau 4) e apenas 1 era astrocitoma difuso
(grau 2). Esses dados sao concordantes com a literatura, na medida em que a
maioria dos astrocitomas na faixa etaria pediatrica sdo astrocitomas pilociticos
(grau 1), sendo tumores majoritariamente localizados em regido infratentorial,
principalmente no cerebelo (OSTROM et al.,, 2017 e ELLISON, 2013)). Tem
excelente progndstico, sendo quase sempre curaveis cirurgicamente
(DUNHAM, 2010 e ELLISON, 2013). Os astrocitomas de alto grau, por outro
lado, tém localizagdo preferencial supratentorial e prognostico reservado
(RI1ZZO et al., 2015). Esse dado fica evidenciado pelo fato de 4 débitos em 5
terem sido em pacientes com o diagnéstico de astrocitomas de alto grau.

Quando se avaliou a relacdo entre a presenca de parquina e p53, em
relagdo as variaveis género e idade, observou-se relevancia estatistica apenas
na intensidade de parquina, inversa a idade dos pacientes (p = 0,037). Estudos
prévios, correlacionando a expressao de parquina e astrocitomas, nao
avaliaram se ha influéncia da idade (LIN et al., 2015 e YIN et al., 2009).
Correlagdo inversa entre expressdo de parquina e grau histolégico foi
demonstrada em adultos (MAUGERI et al., 2015). Nesse momento, pensamos
que, como os pacientes com diagnodstico de astrocitoma de alto grau tinham
maior média de idade, talvez a intensidade menor de marcagao de parquina
nao fosse pela idade em si, mas pelo alto grau histolégico. Porém, essa
correlagao entre intensidade de marcacéo imunoistoquimica e grau histolégico
nao se confirmou, conforme discutido a seguir.

A comparacao da expressao de cada uma das trés proteinas (parquina,
p53 e Ki67) com o grau histolégico tumoral foi feita de duas formas. Na
primeira, os astrocitomas foram agrupados em baixo e alto grau. Na segunda,
comparou-se o0s astrocitomas de baixo grau com os GBM. Ambas as
avaliagdes foram significativas na analise da parquina tanto por morfometria

quanto por morfologia, bem como do p53 e também do Ki67.
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A avaliagdo entre parquina e grau histolégico demonstrou uma
correlagdo inversa. Astrocitomas de baixo grau tem maior expressao
imunoistoquimica de parquina, comparados aos de alto grau. A analise
morfométrica de parquina mostrou uma area de marcacao mediana de 143,3
nos astrocitomas de baixo grau e 48,4 nos astrocitomas de alto grau (p =
0,011). A analise morfolégica semiquantitativa, no que diz respeito a
distribuicdo, manteve a mesma relacao, predominando a distribuicdo difusa nos
astrocitomas de baixo grau e focal, nos de alto grau (p = 0,036). Dessa forma,
ainda que as vias moleculares dos gliomas adultos e pediatricos sejam
distintas, a parquina apresenta expressao reduzida nos astrocitomas infantis de
alto grau, como demonstrado em astrocitomas de adultos por Yeo et al (2012)
e Maugeri et al (2015). Conforme mencionado previamente, ndo houve
correlacdo entre intensidade de parquina e grau histoldgico.

A analise morfolégica da proteina p53 apresentou comportamento
inverso, possuindo uma relagdo direta com o grau histolégico tumoral, tanto na
distribuicdo (p < 0,001) quanto na intensidade (p < 0,015). Essa mesma relagéo
ja havia sido demonstrada por Pollack et al (1997, 2002) ha mais de duas
décadas.

A contagem de Ki67 também apresentou uma correlagéo direta com o
grau histologico tumoral (p < 0,001). Essa também € uma correlagao esperada,
uma vez que o indice mitdtico € um dos critérios avaliados na classificagéo
histolégica dos astrocitomas, sendo maior nos graus mais elevados (ELLISON,
2013 e DUNHAM, 2010).

Assim, isoladamente, obteve-se uma relagao inversa entre parquina e
grau histoldgico tumoral, e direta entre p53 e grau histolégico tumoral. Porém,
quando se avaliou a correlagdo entre parquina e p53, dentro de cada grau
tumoral, isolados e agrupados em baixo e alto grau, esta nao foi evidenciada
nesse estudo. Também nao foi evidenciada uma correlagcdo com significancia
estatistica entre parquina e Ki67, dentro de cada grau tumoral, isolados e
agrupados em baixo e alto grau. No entanto, estudos com uma amostra maior
podem ser realizados com o objetivo de se estabelecer se ha ou nao tal
correlagao.

A andlise da sobrevida e do desfecho 6bito foi realizada com base em

dados de prontuarios de 67 dos 108 casos iniciais.
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Observou-se uma maior sobrevida nos pacientes com astrocitomas de
baixo grau, em comparagdo com os de alto grau (p<0,001), em consonancia
com dados de literatura. O grau histologico é o fator prognéstico independente
com maior impacto na sobrevida (QADDOUMI, 2009).

Houve também diferenca estatistica entre a expressdo de p53 e a
sobrevida, com relacao inversa. Os astrocitomas com expressao focal de p53
tiveram maior sobrevida em relagado aos de expressao difusa (p = 0,021). Esta
situacao pode ser explicada pela maior expressao de p53 em astrocitomas de
alto grau e a menor sobrevida destes. Esse resultado também reflete
conhecimentos prévios da literatura (ELLISON, 2013 e POLLACK, 2002).

O grupo com expressao difusa de parquina teve uma sobrevida
discretamente maior que o grupo com expressao focal, porém sem relevancia
estatistica (p = 0,847).

Foram constatados 5 obitos. Observou-se correlacdo entre oObito e
topografia, grau histologico e expressao de p53. Todos os pacientes tinham
tumores de localizagcdo supratentorial. Ao contrario dos astrocitomas de baixo
grau, com tendéncia de localizagdo infratentorial, principalmente na fossa
posterior, os astrocitomas de alto grau, sdo majoritariamente supratentoriais
(OSLOBANU e FLORIAN, 2015). Dentre os 5 oObitos, 4 eram pacientes com
diagnostico de glioblastoma (grau 4) e 1 de astrocitoma difuso (grau 2).
refletindo a maior mortalidade de graus histolégicos maiores (QADDOUMI,
2009). E interessante ressaltar que o paciente diagnosticado com astrocitoma
difuso, assim com os diagnosticados com glioblastoma, teve expresséo
imunoistoquimica de p53 difusa. Apesar de este ser um astrocitoma de baixo
grau (difuso, grau 2), o dbito pode ter sido influenciado pela elevada expressao
de proteina p53, indicador de pior progndstico. Com relagédo ao tempo de
sobrevida, o paciente diagnosticado com astrocitoma grau 2, teve o maior
tempo (1,61 anos). Dos quatro 6bitos classificados como glioblastomas, dois
tiveram expressao de parquina focal e dois, difusa. A analise estatistica nao
demonstrou neste estudo diferenga entre expressao de parquina e desfecho
Obito, restrito ao grau 4, ou GBM (TABELA 48). No entanto, estudos futuros
com uma casuistica mais expressiva e maior tempo de seguimento clinico

podem ser uteis para avaliar o papel prognostico da parquina.



76

7 CONCLUSAO

Por fim, observa-se que a expressao de parquina se comporta como um
marcador do grau tumoral, ou seja, ela acompanha o grau tumoral,
correlacionando-se inversamente com ele. Os astrocitomas de baixo grau
apresentam uma expressao maior, enquanto os de alto grau, perdem
expressao de parquina. A perda de expressdo de parquina pode estar
relacionada a mutagdes no gene PRKN, como demonstrado em outras
neoplasias. Nao se evidenciou neste estudo um papel direto da parquina
alterando o desfecho da doencga, seja melhorando a sobrevida ou reduzindo a
mortalidade, ao contrario do que foi demonstrado em outras neoplasias ou, até
mesmo, nos gliomas da faixa etaria adulta (CESARI et al., 2003; LIN et al.,
2015 e MAUGERI et al., 2015). No entanto, como esse € o primeiro estudo a
avaliar o papel da parquina em astrocitomas infantis, futuras pesquisas com
amostras populacionais maiores e tempo de seguimento clinico mais longo

podem trazer novos conhecimentos com relacdo a essa associagao.
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