PROGRAMA DE POS-QRADUAQAO EM PATOLOGIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

REPLICACAO CELULARE
ANGIOGENESE EM UMA SERIE DE
TUMORES DO SISTEMA NERVOSO

CENTRAL DE ORIGEM
NEUROEPITELIAL E DAS MENINGES
E SUA RELACAO COM A EXPRESSAO

DE PROLACTINA TECIDUAL E
HIPERPROLACTINEMIA

Aluno: Denise Maria Dotta Abech
Orientadora: Profa. Dra. Miriam da Costa Oliveira
Co-orientadoras: Prof®.Dra. Ligia Barbosa Coutinho
Prof2. Dr2. Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Tese submetida ao Programa de P6s-Graduagdo em Patologia da Universidade Federal de
Ciéncias da Satde de Porto Alegre como requisito para a obteng¢do do grau de Doutor

Ano 2010



II

REPLICACAO CELULAR E ANGIOGENESE EM UMA SERIE DE
TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL DE ORIGEM
NEUROEPITELIAL E DAS MENINGES E SUA RELACAO COM A
EXPRESSAO DE PROLACTINA TECIDUAL E
HIPERPROLACTINEMIA

DENISE MARIA DOTTA ABECH

Orientadora: Prof.? Dr*. Miriam da Costa Oliveira
Co-orientadoras: Prof.? Dra, Ligia Barbosa Coutinho

Profd. Dr2. Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Tese submetida ao Programa de Pods-Graduacao
em Patologia da Universidade Federal de
Ciéncias da Satde de Porto Alegre — UFCSPA —
como requisito para a obtengdo do grau de

Doutor.

PORTO ALEGRE-RS
2010



A138r

Abech, Denise Maria Dotta

Replicagdo celular e angiogénese em uma série de tumores do sistema
nervoso central de origem neuroepitelial e das meninges e sua relagdo com
a expressdo de prolactina tecidual e hiperprolactinemia / Denise Maria
Dotta Abech; orient. Miriam da Costa Oliveira; co-orients. Ligia Barbosa
Coutinho, Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima. - Porto Alegre:
UFCSPA, 2010.

96 fls.; il.; tab.

Tese (Doutorado) Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre. Programa de Pds-Graduagdo em Patologia.

1. Ki 67. 2. Mcm-2. 3. Endoglina. 4. Marcadores de replicacdo. 5.
Marcadores de angiogénese. 6. Prolactina. 7. Tumores do sistema nervoso
central. I. Oliveira, Miriam da Costa. II. Coutinho, Ligia Barbosa. III.
Pereira Lima, Julia Fernanda Semmelmann. I'V. Titulo.

CDD 616.82

Catalogagdo na Publicagdo
Ruth Borges Fortes Oliveira /Bibliotecaria CRB10/501

I



v

AGRADECIMENTOS E DEDICATORIAS

A grande amiga e sempre professora Dra. Miriam da Costa Oliveira com quem tive o
prazer de iniciar minha vida cientifica nos idos anos 80, quando ainda era académica, que me
acompanha desde entdo e que contribuiui de forma significativa pelo seu exemplo de trabalho,
perseveranga, dedicagdo e espirito cientifico para meu interesse pela vida académica. Nao hé
palavras para expressar minha gratidao;

A professora Dra. Ligia Barbosa Coutinho pela co-orientagdo deste trabalho, pela
atencdo e auxilio nas revisdes de ldminas, sempre disponivel em esclarecer minhas duvidas e
principalmente pela seguranca de poder contar com seu imenso conhecimento sobre a
patologia dos tumores de sistema nervoso central;

As amigas e colegas de trabalho professora Dra. Jilia Fernanda Pereira Lima e a Dra.
Carolina Ledes pela atenc¢do, carinho, incentivo e motivacdo nas horas dificeis e pelas
sugestdes e ensinamentos, saibam que vocés foram fundamentais para o éxito deste trabalho;

Ao querido e grande neurocirurgido professor Dr. Nelson Pires Ferreira que pelo seu
trabalho, dedicagdo, interesse pelo crescimento cientifico e confianga em nosso grupo
possibilita que muitos de nds crescamos academicamente;

A todos os estagiarios e bolsistas do Centro de Neuroendocrinologia da Santa Casa de
Porto Alegre que contribuiram para a execugao deste trabalho;

As funcionarias do gabinete da reitoria, Isa e Daniela, pela incansavel atencao,
paciéncia, e auxilio em todos os aspectos, desde pessoal até de encaminhamentos técnicos;

Um agradecimento aos colegas do Laboratorio de Patologia do Pds-Graduacdo da
UFCSPA, a Prof*. Dra. Marilda Cruz Fernandez, e, em especial, a Rosalva e Terezinha, pela
contribuicdo com seu conhecimento técnico, trabalho e dedicacdo, pela amizade, carinho e

acolhida durante todo o periodo;



As secretarias do pos-graduagdo da UFCSPA, inicialmente & Nice pela sua atengdo e
orientacdes e posteriormente a Maristela pela atencdo, dedicagdo e disponibilidade em
contribuir de forma rapida na obtencao de informagdes e documentos necessarios;

Especialmente agradego ao meu marido Jorge ¢ ao meu filho Gabriel pelo apoio e
compreensdo, pela capacidade de resolucdo de problemas surgidos nos momentos de minha
auséncia, que neste periodo todo estiveram sempre prontos a colaborar em todos os aspectos
para que eu alcangasse com €éxito esta realizagdo pessoal que também ¢ mérito de vocés;

Um agradecimento muito especial a minha mae Gleusa Oliveira ¢ ao meu padrasto
Roberto pela acolhida em sua casa, pelas inimeras caronas ao aeroporto ¢ a Faculdade nos
dias de inverno, que nunca mediram esfor¢os para me ajudar e compartilharam de todos os
momentos alegres e das dificuldades surgidas neste periodo, sempre incansaveis em colaborar
e motivar para que tudo sempre desse certo;

A todos os meus irmdos e cunhados pela amizade, carinho, incentivo, interesse e
compreensdo, em especial as minhas irmas Maria Alice, Fernanda e Renata, pelas caronas,
pelo carinho e conversas de incentivo, que muito contribuiram para me dar animo nesta ardua

jornada, sintam-se todos responsaveis também por essa vitoria.



VI

SUMARIO
LINTRODUGAO ...t 1
REVISAO DA LITERATURA ..o 3
PROLACTING ...ttt ettt ettt et et et et e b e eaeeseesaeseenaensessesseeseeseeseeneens 3
Prolacting € ANQIOGENESE .........ccvieveeieeteeeeete ettt ettt et e e teeeae e e eteeete e e e eteeaeeaseereense e 7
Prolacting @ TUMOFIGENESE ........ooeveiiieeieeetee ettt ettt etee et eaaeeeveeeaaeeveeetseeetaesaneeereeeenas 9
Prolactina e Tumores Primarios do Sistema Nervoso Central.............ccccocovvevveineiennnene. 11
TUmMOres PriMArioS A0 SNC .......cooiiieieieieeeeeeeeeeee ettt st 12
1. Tumores do Tecido Neuroepitelial.............cc.cooeiioieiieiieiceeeeeeeee e 16
1.1 TUMOKES ASEIOCITICOS. .....veuieviieieiietetetete ettt ettt et sb e ene s s 16
1.2 Tumores Oligodendroglais ........c.ccveuieieiieiieieeeeee ettt 20
1.3 Tumores das Meninges - MeNiNQIOMAS ..........cc.ooieiieiiiieeieeieeie ettt 21

Angiogénese nos tumores do SNC de origem neuroepitelial (astrocitomas e
oligodendrogliomas) e nos tumores das meninges (MeNINGIOMAS)........c.cccoveeeveeereeereennens 24

Marcadores de replicacdo celular Ki-67 e Mcm-2 nos tumores do sistema nervoso

central de origem neuroepitelial e nos tumores das MeniNges ..........ccccceeveeeveeveeeeeneennene. 28
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 32
2 OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt s e sttt e s et n e b e saeneeseesens 40
2.1 ODJEUIVO GEIAl ...ttt ettt et ae e 40
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS .....vivieiieeiecieeteee ettt et 40
3 ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM INGLES ..o, 41
4 ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM PORTUGUES.....c.ouoeeeeeeeeeeeeeeeeees 65
5 CONSIDERACOES FINAIS ... 89
B AINEXOS ...ttt ettt ettt b et b b saete e b et seebe s enseseesens 91
ANEXO A. Parecer do CEP da Santa Casa de Porto Alegre..........cccooeeveveeieceecieeneennn, 91
ANEXO B. Parecer do CEP da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto

ALBGIE — UFCSPA ...ttt ettt ettt e e e s te e beesbesaeebeesaessseseensesseenseas 93
ANEXO C. Questionario relativo @ eXPOSICAD ...........ccueeveerueeieiriecieeieeeeere e eee e 94

ANEXO D. Técnica de imuno-histoquUimiCa ...........c.oocveevieiiieiiiiiceieeceeeeeeeeeee e 95



CEP
CD105
CRH
DAB
EGF
EDTA
GH
GnRH
HGF
HIF-1a
ICC
Jak2
KDa
Ki-67
Mcm-2
Mcm-5
mRNA
OMS
PDGF
PL
PRL
PRLIC

RE

RP
R-PRL
SNC
Stat5
TGF-p
TRH
VEGF
VIP
B-FGF

LISTA DE ABREVIATURAS
Comité de Etica em Pesquisa
Endoglina
Hormonio liberador do horménio corticotrofico
Diaminobenzidina
Fator de crescimento epidérmico
Acido etilenodiamino tetra-acético
Hormonio do crescimento
Hormonio liberador das gonadotrofinas
Fator de crescimento hepatocitario
Fator hipdxia indutivel alfa 1
Coeficiente de correlagdo intraclasse
Janus kinase 2
Quilodalton
Antigeno de replicacdo celular
Proteina mantenedora do minicromossomo 2
Proteina mantenedora do minicromossomo 5
Acido ribonucléico mensageiro
Organiza¢ao Mundial da Saude
Fator de crescimento derivado de plaquetas
Hormonio lactogénio placentario
Prolactina
Prolactina intracelular
Receptor de androgeno
Receptor de estrogeno
Receptor de progesterona
Receptor de prolactina
Sistema nervoso central
Transdutor de sinal e ativador de transcripgao 5
Fator de transformac¢ao do crescimento beta
Hormonio estimulante da tireoide
Fator de crescimento vascular endotelial
Peptidio intestinal vasoativo

Fator de crescimento de fibroblastos beta

VII



VIII

LISTA DE TABELAS
TESE
Tabela 1. Classificacdo das neoplasias do SiSt€ma NErVOSO ..........ccceeveerveeriieeerreerieereesieeneenens 13
Tabela 2. Subtipos histologicos e graduagdo das neoplasias astrociticas .............cceeeeevveennennen. 17

Tabela 3. Classificagdo dos meningiomas de acordo com seus subtipos histologicos e

ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM INGLES

Table 1. Histological classification Of tUMOTS .........cceevveviieiiiiiiiieiieiecte e 57
Table 2. Distribution of cases according to median age, gender and tumor histology and
TCPRL POSTEIVILY teevvieiieeiiieiieeiieitie et eriteeteestteete e taeesbeesseeenseessseesseesssesnsaessseenseensnas 58
Table 3. Values for cell proliferation (Ki-67 and Mcm-2) and angiogenesis (CD-105)
markers in the different histological types according to positive and negative
PRLIC Variables .......cciioiiiieiieieiiieieeie sttt st st 59
Table 4. Distribution of cases according to median age, gender and tumor histology and
elevated serum PRL........ccooiiiiiiiie e 60
Table 5. Values for cell proliferation (Ki-67 and Mcm-2) and angiogenesis (CD-105)

markers in the different histological types according to elevated and normal serum

Table 6. Values for Ki-67, Mcm-2 and CD105 markers according to positive ICPRL and
elevated serum PRL (Group 1), positive ICPRL or elevated serum PRL (Group 2)

and negative ICPRL and normal serum PRL (Group 3) .....c.ccccceeevievieeviienieeiieeenns 62



IX

LISTA DE TABELAS

ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM PORTUGUES

Tabela 1. Classificagdo histologica dOS tUMOTES .........ceevvieeiiiiieriieiiciieie et 81
Tabela 2. Dados relativos a distribui¢do dos casos com relagdo a mediana da idade, sexo e
tipo histoldgico do tumor e a positividade da PRLIC .........c.ccccooeviiiiieiiiniieieenen, 82
Tabela 3. Valores dos marcadores de proliferacao celular (Ki-67 ¢ Mcm-2) e angiogénese
(CD-105) nos diferentes tipos histologicos para as variaveis PRLIC positiva e
NICZALIVA ..eeuviieitieiiieeieeeteeeteestteeteesteeesseesseessseeseeasseesseessseenseessseesseessseensaessseenseessseensens 83
Tabela 4. Dados relativos a distribui¢ao dos casos com relagdo a idade, sexo e tipo
histologico do tumor e a presenga de PRL sérica elevada ..........ccoooveeiienieeinnnnnnns 84
Tabela 5. Valores dos marcadores de proliferacao celular (Ki-67 ¢ Mcm-2) e angiogénese

(CD-105) nos diferentes tipos histologicos para as variaveis PRL sérica elevada e

Tabela 6. Valores dos marcadores Ki-67, Mcm-2 ¢ CD105 ¢ sua relagdo com as variaveis
PRLIC positiva e PRL sérica elevada (Grupo 1), PRLIC positica ou PRL sérica

elevada (Grupo 2) e PRLIC negativa e PRL sérica normal (Grupo 3) .........cccceu....e. 86



LISTA DE FIGURAS

ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM INGLES

Figure 1. (a) Nuclear immunopositivity for the Ki-67 antigen. (b) Positive nuclear
expression for Mcm-2. (¢) Immunopositivity for the CD-105 marker ................... 63

Figure 2. Citoplasmatic immunopositivity for intracellular prolactin (PRLIC). .................... 64

ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM PORTUGUES

Figura 1. (a) Imunopositividade nuclear para o antigeno Ki-67. (b) Expressdo nuclear
positiva para 0 Mcm-2. (¢) Imunopositividade para o marcador CD-105. ............. 87

Figura 2. Imunopositividade citoplasmatica para a prolactina intracelular (PRLIC) .............. 88



XI

RESUMO DA TESE

No desempenho de inimeras fungdes organicas em diversos tecidos, a prolactina
(PRL) exerce efeitos mitogé€nico, antiapoptotico, morfogénico, de atividade secretédria e
modulador da angiogénese. A expressao da PRL e de seu receptor esta descrita em tecidos
tumorais de mama, prostata e, mais recentemente, em tumores do sistema nervoso central. O
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da presenca da PRL intracelular (PRLIC) e da
hiperprolactinemia na replica¢ao celular (estudada pela imunoexpressao dos antigenos Ki-67
e Mcm-2) e angiogénese (estudada através do marcador endoglina - CD-105), em tumores do
sistema nervoso central de origem neuroepitelial (41,8% dos casos; sendo 10,2%
astrocitomas, 24% glioblastomas e 7,6% oligodendrogliomas) e das meninges (58,2% dos
casos). As medianas dos indices Ki-67 e Mcm-2, quantificados como porcentagem de células
marcadas, foram significativamente menores nos meningiomas quando comparados aos
glioblastomas (p<0,001 para Ki-67 e p<0,001 para Mcm-2) e oligodendendrogliomas
(p<0,001 para Ki-67 e p=0,02 para Mcm-2). Foi observada boa correlacdo entre os
marcadores de replicacdo Ki-67 ¢ Mcm-2 (rs=0,60). Nao foi observada diferenca significativa
na densidade vascular, avaliada como nimero de vasos por campo, entre os diferentes tipos
histologicos. A imuno-histoquimica para a PRLIC foi positiva em 45,6% dos tumores. A PRL
sérica variou de 4 a 70 ng/ml e estava elevada em 33,9% dos casos. Quando avaliadas
isoladamente, em modelo de regressdo linear multipla, ndo foi observado efeito importante da
PRLIC e PRL sérica sobre os indices Ki-67 ¢ Mcm-2 e a densidade vascular. Quando
avaliado o impacto das varidveis PRLIC e PRL sérica combinadas sobre estes marcadores,
observou-se uma tendéncia a elevagdo do nimero de vasos no tecido tumoral ¢ aumento

significativo dos marcadores de replicagdo celular (p= 0,009 para Ki-67 e 0,05 para Mcm-2).
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A presenga da PRL no tecido tumoral e PRL sérica podem constituir fatores moduladores da

proliferacdo celular e angiogénese no sistema nervoso central.



1 INTRODUCAO

Historicamente, a prolactina (PRL) ¢ conhecida como o hormoénio hipofisario
relacionado a lactagdo, porém, recentemente, t€ém sido atribuidas a ela mais de 300 agdes
isoladas, as quais parecem relacionadas, em parte, a distribuicdo de seu receptor ou as
diferentes fungdes de suas varias isoformas circulantes (Corbacho e cols., 2002). Entre as
funcdes descritas para a PRL, tem sido objeto de estudo sua acdo sobre a proliferagdo celular
e a angiogénese (Clevenger e cols., 2009; Jonhanson e cols., 2006).

A atividade proliferativa da prolactina tem sido bem demonstrada in vitro em
tumores de mama e prostata de ratos e linhagens celulares tumorais de humanos (Goffin e
cols., 2005). Hankinson e cols. (1999), investigando a PRL sérica como possivel fator de risco
para o desenvolvimento de cancer de mama, evidenciaram uma correlagdo positiva entre os
niveis de PRL e o risco de cancer de mama em mulheres na menopausa. Recentes estudos
sobre a angiogénese também sugerem que esta proteina possa agir nao s6 como um hormonio
circulante, mas também, como fator paracrino e/ou autdcrino, principalmente na formacao e
remodelamento de novos vasos sanguineos, proliferacdo e apoptose das células endoteliais
(Goffin e cols., 2005).

A associacdo de hiperprolactinemia e tumores do sistema nervoso central (SNC) foi
evidenciada inicialmente por Ciccarelli e cols. (2001) que, em uma série de 42 tumores de
SNC, demonstraram que a PRL estava elevada em 27,3% dos meningiomas ¢ 61,5% dos
schwannomas e, posteriormente, por Ledes e cols. (2007), em uma série de 82 pacientes
portadores de tumor primdrio do sistema nervoso central, sendo detectada hiperprolactinemia
em 30,5% dos casos, PRL intracelular em 21,9% e positividade para o receptor da PRL em

39%.



Deste modo, acdes da PRL sobre a proliferacao celular e angiogénese, associados a
identificagdo de hiperprolactinemia, PRL intracelular e receptores da PRL em tumores
cerebrais, bem como o possivel estimulo angiogénico ¢ mitogénico determinados pela PRL

nas células do SNC merecem ser mais estudados e motivaram esta investigagao.



REVISAO DA LITERATURA

Prolactina

A PRL ¢ um hormdnio polipeptidio constituido por 199 aminoécidos, secretado
principalmente pelos lactotrofos hipofisarios, codificado por um tnico gene em todos os
vertebrados (Owerbach e cols., 1981). O gene humano da PRL, localizado no braco curto do
cromossoma 6, ¢ regulado em nivel transcripcional por dois promotores distintos: o promotor
proximal, também chamado de promotor hipofisario, localizado no exon 1b e o promotor
distal, associado a transcrip¢do da PRL nos sitios extra-hipofisarios (Goffin e cols., 2005).
Muitos hormonios, neurotransmissores e fatores de crescimento afetam o gene da PRL. Entre
os fatores de crescimento, a insulina e o fator de crescimento endotelial (EGF) estimulam este
gene, enquanto o fator de transformagao do crescimento beta (TGF-f) suprime sua agao (Ben-
Jonathan e cols.,1996).

A regulagdo da secregdo fisiologica da PRL ¢ complexa. Uma série de substancias
hipotalamicas e paracrinas hipofisarias participam desta regulacdo, sendo o controle tonico
inibitério determinado pela dopamina hipotaldmica o mais importante entre eles (Norris e
cols., 2002). A estimulacdo da secre¢do da prolactina envolve varios hormoénios e peptidios,
entre os quais se destacam o hormdnio estimulador da tiredide (TRH), o peptidio intestinal
vasoativo (VIP) e o peptidio histidina-isoleucina (Molitch cols., 1995).

A PRL existe sob varias formas moleculares, algumas das quais derivam de um
processo pos-translacional da sua forma dominante, a 23KDa (Sinhd e cols., 1995). Em
humanos, a PRL circulante parece consistir de cinco isoformas: a molécula classica de 23

KDa, uma forma glicosilada de 25 KDa, um fragmento de PRL de 16 KDa, dimeros de 50-60



KDa (“big PRL”) e agregados com mais de 100 KDa (“big big PRL”) (Smith ¢ Norman,
1990).

Embora as principais fungdes organicas descritas para a PRL sejam o preparo da
mama para o aleitamento e a lactacdo, recentemente a PRL tem sido objeto de estudos que
demonstraram acima de 300 diferentes fungdes organicas para este hormoénio em diversos
tecidos (Harris e cols., 2004). Nas células, a PRL exerce efeito mitogénico, morfogénico ou
atividade secretoria (Ben-Jonathan e cols., 1996). Possivelmente, esta ampla diversidade
funcional da PRL esteja, em parte, relacionada as diferentes vias de sinalizagdo intracelular e
de genes alvo de sua atuacdo, bem como a sua heterogeneidade molecular como hormonio
circulante e tecidual (Sinha e cols., 1995).

Apesar de a PRL ter sido inicialmente descrita como um hormonio hipofisario
exclusivo e a maior parte da PRL circulante ser de origem hipofisaria, interesse tem surgido
na observagao de sua presenga e secre¢do em tecidos nao-hipofisarios, a PRL extra-hipofisaria
(Goffin e cols., 2002). Os principais sitios extra-hipofisarios descritos de produgdo da PRL
sd0 a decidua, o sistema imunologico, o cérebro e o endométrio (Méndez e cols., 2005)

No que se refere a presenca da PRL no SNC, Ben-Jonathan e colaboradores (1996)
evidenciaram a presenca de neurdnios positivos para PRL nos nucleos hipotalamicos
arqueado, supradptico, paraventricular, dorsomedial ¢ ventromedial, e postularam que a
presenga de PRL no SNC se deva a producao neuronal de PRL e a passagem de PRL sérica
através do plexo cordide. Ainda, esses mesmos autores postulam que, entre suas fun¢des no
SNC, destaca-se a regulagdo da sintese dopaminérgica, ciclo sono-vigilia, comportamento
sexual, mitogénese de astrocitos, liberagdo do CRH (hormdnio liberador do hormoénio
corticotréfico), GnRH (horménio liberador das gonadotrofinas) e composi¢do do liquor,

embora pouco se saiba sobre qual sua relevancia nesses fendmenos.



Embora a dopamina seja o inibidor fisioldégico da PRL hipofisaria, o controle da
secre¢ao extra-hipofisaria da PRL ainda ¢ pouco entendido, ndo parecendo haver um unico
inibidor potente para sua secre¢do extra-hipofisaria (Goffin e cols., 2002; Ben-Jonathan e
cols., 2008).

As acdes da PRL nos diferentes tecidos em diversas espécies animais sdo mediadas
pela ligagdo com receptores de membrana celular, formando o complexo hormdnio-receptor.
O receptor humano da PRL (R-PRL) ¢ um membro da superfamilia de receptores de citocinas
que inclui o receptor do hormdnio do crescimento, receptor da leptina, eritropoieitina e
receptores de varias interleucinas (Harris e cols., 2004). Este receptor é codificado por um
unico gene, localizado no cromossoma 5, em estrita proximidade ao gene do receptor do
hormoénio de crescimento (Ben Jonathan e cols., 1996).

O R-PRL ¢ virtualmente expresso em todos os 6rgaos e tecidos e seu nivel pode ser
muito baixo em certas células, como as do sistema imunoldgico. Apesar de o gene do R-PRL
ser unico em cada espécie, a expressdo de varias isoformas varia de acordo com o estagio do
ciclo menstrual, da gravidez e da lactagdo (Goffin e cols., 2002). Com poucas excecdes, estas
isoformas apresentam idéntico dominio extracelular e transmembrana, apenas diferindo pelo
comprimento e/ou composi¢ao do seu dominio citoplasmatico. Em humanos as sete isoformas
do R-PRL identificadas sdo: isoforma longa, AS1, intermedidria, PRLBP, TM-ICD, Sla e S1b
(Cleveger e cols., 2009). Estas diferencas conferem as diferentes isoformas do R-PRL
distintas propriedades bioldgicas, dependendo de sua habilidade em ativar determinadas
sequéncias de eventos sinalizadores intracelulares (Goffin e cols., 2005). De modo geral, na
espécie humana, as isoformas curtas do R-PRL apresentam atividades negativas dominantes,
quando comparadas as isoformas longas, pois sua ligagdo com a PRL ¢ de maior afinidade

(Bole-Feysot ¢ cols., 1998).



O horménio lactogénio placentario e o hormonio do crescimento também se ligam ao
R-PRL. O primeiro passo na ativacdo do receptor ¢ a ligagdo de um unico ligante ao receptor,
determinando a dimerizagdo do mesmo, assim, ativando vias de sinalizagdo através das quais
a PRL exerce seus efeitos. A ligagdo da isoforma longa e, presumivelmente, da isoforma AS1,
resultam da rapida fosforilagdo do dominio intracelular ¢ a ativagdo da via Jak2-Stat5
(Clevenger e cols., 2009). A dimerizagdo do R-PRL induz a dimeriza¢do da Janus Kinase 2
(Jak2), que fosforila o receptor. O transdutor de sinal e ativador de transcripgao (Stat5) se liga
aos radicais tirosina do R-PRL fosforilado e ¢ fosforilado pela Jak2. As moléculas Stat5
ativadas dissociam-se do receptor, formam heterodimeros e sdo translocadas para o nucleo,
onde ativam a transcrip¢do gé€nica promovendo a proliferacao celular (Harris e cols., 2004).

A ativacdo da via Map Kinase parece mediar os efeitos da PRL sobre a proliferacao
das células mamarias epiteliais (Das e Vonderhaar, 1996). O R-PRL também facilita a agdo da
familia de Src Kinases que, por sua vez, ativam a proteina kinase B e a via da
fosfatidilinositol 3-Kinase (PI3 Kinase) (Clevenger e cols., 2003). A ativacdo destas vias ¢
responsavel pela mediacdo das agdes antiapoptéticas e os efeitos de proliferacdo celular da
PRL (Fresno Vara e cols., 2001).

A atenuagdo da sinalizacdo do R-PRL ¢ mediada por membros da familia de genes
Socs (genes supressores da sinalizacdo de citocinas), no caso do Socs 1 e Socs 3, isso ocorre
através da inibicao da via Jak/Stat (Ben-Jonathan e cols., 2008).

Em humanos, os R-PRL ja foram descritos em diversos tecidos extra-hipofisarios
normais como: hipotalamo, plexo cordide e células do sistema imunoldgico (Ben-Jonathan e
cols., 1996). Em tecidos tumorais, os R-PRL foram relatados em tumores de prostata, de
mama e em alguns tipos histologicos de tumores do SNC (Clevenger e cols., 2003; Ledes e

cols., 2007).



Prolactina e Angiogénese

Viarios estudos t€ém sido realizados na tentativa de avaliar a influéncia de fatores
hormonais sobre a angiogénese (Ferrara e cols., 1991; Fisher e cols., 2005; Jouanneau ¢ cols.,
2008).

Um dos maiores avangos da fisiologia na ultima década foi o de explorar a
importancia das ac¢des locais, pardcrinas ou autdcrinas dos hormonios, independentemente de
seus efeitos sistémicos, chegando-se até a postular que a vasculatura fosse um sistema
endocrino (Samson e cols., 1997), ou mesmo a existéncia de um eixo celular endécrino-
endotelial envolvido na proliferagao celular (Johansson e cols., 2006).

Segundo Corbacho e colaboradores (2002), ¢ reconhecido que membros cldssicos da
familia de peptideos hormonais que incluem a prolactina (PRL), lactogénio placentario (PL) e
GH (hormdnio do crescimento), proliferina e proteina relacionada a proliferina, podem ser
localmente produzidos pelas células endoteliais ou células vizinhas e podem agir como fatores
pré ou antiangiogénicos.

No que se refere especificamente a PRL, acredita-se que sua diversidade funcional
esteja relacionada, em parte, a heterogeneidade de sua molécula que, em humanos, se
apresenta circulando sob cinco diferentes isoformas (Sinha e cols., 1995). E bem conhecido
que a isoforma de 16 KDa da PRL apresenta habilidade de inibir a angiogénese,
principalmente através da inibi¢ao da proliferacdo das células endoteliais estimulada pelo [3-
FGF e VEGF, da promogdo de apoptose das células endoteliais e da inibicdo da formacao
capilar (Nguyen e cols., 2006).

Em relagdo a isoforma de 23 KDa da PRL, véarios estudos ndo foram capazes de

demonstrar efeitos da PRL, tanto in vitro quanto in vivo, sobre a angiogénese (Ferrara e cols.,



1991; Clapp e cols., 1993). Contudo, evidéncias t€ém mostrado que a PRL pode estimular o
processo angiogénico, porém, que esta acdo possa ser dependente do modelo de endotélio
utilizado e das condi¢des locais do endotélio (Struman e cols., 1999). Corbacho e
colaboradores (2002), avaliando resultados de diferentes modelos experimentais identificaram
o papel da PRL sobre a angiogénese e concluiram que provavelmente sua agdo ocorra em
estagios especificos do desenvolvimento vascular ou em condi¢des de estresse, tais como
dano celular, que induzam a expressao do receptor de PRL nas células endoteliais permitindo
que a PRL promova a angiogénese ou altere a fungdo das células endoteliais.

Jonhanson e cols. (2006), estudando as células endoteliais das ilhotas pancreaticas, in
vitro e durante a gravidez de ratas adultas, observaram que as células endoteliais das ilhotas
em proliferacdo podem estimular a proliferacdo das células beta através da secrecdo de um
fator de crescimento hepatocitario (HGF). A PRL poderia, neste modelo, agir indiretamente,
através do estimulo local no aumento de VEGF-A e da insulina, estimulando a liberagao do
HGEF pelas células endoteliais locais, que estimulariam a proliferagdo das células beta. Isto
demonstra a existéncia de uma interacdo endotelial-enddcrina durante o crescimento das
células beta e angiogénese das ilhotas.

Acredita-se assim que o endotélio possa produzir muitos hormonios e expressar
receptores hormonais que localmente regulam a sua funcdo, ¢ que, com relagdo a PRL, o
conhecimento da expressdo de suas formas variantes por diferentes células endoteliais,
associado aos efeitos paradoxais atribuidos a elas nos auxilie a compreender a
heterogeneidade das células endoteliais na sua fungdo de regulaciao da angiogénese (Corbacho

e cols., 2002).



Prolactina e Tumorigénese

Tumores resultam da perda do controle dos mecanismos celulares e s3o afetados por
fatores genéticos, ambientais e hormonais. Os hormonios ndo iniciam a tumorigénese,
contudo, podem agir como cofatores promotores do crescimento de células transformadas
pela interagdo com fatores de crescimento e oncogenes (Ben-Jonathan e cols., 2002).

O papel dos esterdides gonadais nos tumores do sistema reprodutivo ¢ bem definido,
enquanto o papel da PRL na génese destes tumores permanece controverso. O fato de a PRL
estar envolvida na proliferagdo e diferenciagdo do epitélio mamario normal e no preparo para
a lactacdo estimulou a pesquisa sobre a associacdo entre os niveis séricos da PRL e o risco de
cancer de mama (Vonderhaar e cols., 1999).

Dois grandes estudos prospectivos observaram uma associagao positiva entre os niveis
de PRL ¢ o aumento do risco do cancer de mama em mulheres pos-menopausa (Manjer e
cols., 2003; Tworoger e cols., 2004). Um terceiro estudo evidenciou uma associagdo modesta
entre a PRL plasmatica e o risco de cancer de mama também em mulheres pré-menopausicas,
indicando que a PRL ¢ um fator importante na etiologia do cancer de mama, particularmente
nos tumores com positividade a imuno-histoquimica para o receptor de estrogeno (Tworoger e
cols., 2007). Do mesmo modo, anteriormente, niveis séricos de PRL haviam sido utilizados
como preditores de sobrevida livre de doenga e sobrevida total e indicaram que elevados
niveis séricos de PRL no pds-operatoério eram fracos preditores de progndstico para
seguimento do cancer de mama (Holtkamp e cols., 1984; Wang ¢ cols., 1995). Em outro
estudo (Lissoni e cols., 1995), o achado de hiperprolactinemia, uma semana apos a cirurgia,
indicou bom progndstico.

Estes achados motivaram Clevenger e cols. (1995) e Ginsburg ¢ Vonderhaar (1995) a

hipotetizar e, subsequentemente, provar que a PRL era sintetizada e secretada nas células e no
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tecido mamario humano. Estes autores observaram também que anticorpos neutralizantes
anti-PRL inibiam a proliferacdo celular, corroborando a idéia da existéncia de uma alca
autdcrina-paracrina estimulante da proliferagdo celular. Esta PRL localmente produzida,
interagindo com seu receptor de superficie celular, determinaria consequéncias funcionais
subsequentes. Desta forma, acredita-se que as ag¢des proliferativas e promotoras de sobrevida
conferidas a PRL ocorram principalmente através da via autocrina-paracrina (Ben-Jonathan e
cols., 2002).

E importante ressaltar que a expressio da PRL e de seu receptor é detectada tanto no
tecido mamario normal quanto tumoral, indicando que esta alga autdcrina-paracrina ¢
fisiologicamente relevante, ndo justificando por si a agdo pro-tumoral da PRL (Clevenger e
cols., 1995; Reynolds e cols., 1997). Recentes estudos t€ém mostrado que a expressdo do R-
PRL esta aumentada no cancer de mama e que as variagdes na expressio deste receptor sao
quantitativas e qualitativas (Goffin e cols., 2005). Meng e cols. (2004) observaram que a
razdo entre as isoformas curta ¢ longa do R-PRL ¢ menor nos tumores de mama. Como a
isoforma curta do receptor representa o dominio negativo das suas atividades, sua baixa
expressdao nos tumores de mama sugere que as agdes proliferativas mediadas pelo R-PRL
poderiam estar aumentadas nestes tumores.

Assim como o observado na mama, a expressio da PRL ¢ do R-PRL também ¢
detectada no tecido prostatico normal e tumoral. Embora nenhum relato tenha identificado a
superexpressdo do R-PRL no cancer de prostata, Li e cols. (2004) evidenciaram através da
imuno-histoquimica que a expressdo da PRL se correlacionou com o grau histologico do
tumor: quanto maior o grau do tumor, maior quantidade de PRL detectada. Ahonen ¢ cols.
(2003) relataram que a ativacao do fator de transcrip¢do Stat-5, determinada pela ligagdo da
PRL com o R-PRL, age como fator de sobrevivéncia nas células do cancer de préstata e que a

sua inibi¢do induz a morte celular no cancer de prostata em humanos.
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Mais recentemente, Dagvadorj e cols. (2007) evidenciaram a expressao autdcrina da
PRL em 54% dos casos de cancer de prostata refratarios ao tratamento e em 62% das
metastases. O mesmo grupo, utilizando um antagonista especifico para o R-PRL (Al-
9G129R-hPRL) demonstrou, pela primeira vez, evidéncias do potencial envolvimento da PRL
autdcrina, via controle de alca curta, no crescimento dos canceres de prdstata androgeno-

independentes.

Prolactina e Tumores Primarios do Sistema Nervoso Central

A relagdo entre PRL e tumores do SNC chama a atencdo desde 1980, quando os
primeiros casos isolados de hiperprolactinemia associada a tumores do SNC foram descritos.
Shah e cols., (1980) relataram dois casos de ameno-galactorréia associados a meningioma
parasselar, seguidos por Kolodny e cols. (1985), que relataram um caso de hiperprolactinemia
associada a lesdo expansiva que no estudo histologico mostrou tratar-se de um meningioma.

A associacdo com hiperprolactinemia ja foi relatada em caso de gangliocitoma
(McCowen ¢ cols., 1999), cisto epidermoide de terceiro ventriculo (Santosh e cols., 2001) e
glioblastoma (Ducret e cols., 2005).

Ciccarelli e cols. (2001), em uma série de 42 tumores de SNC (22 meningiomas, 13
schwannomas, 4 glioblastomas, 2 ependimomas, 1 astrocitoma ¢ 1 caso de neurofibromatose
tipo 2), demonstraram que a PRL sérica estava elevada em 27,3% dos meningiomas e
detectaram a presenga de R-PRL em 45,4% deles. Em relagdo aos schwannomas, a PRL sérica
estava elevada em 61,5% e em 69,2% mostravam-se R-PRL positivos.

Mais recentemente, Ledes e cols. (2007), em uma série de 82 pacientes portadores de
tumor primario do SNC, encontraram hiperprolactinemia em 30,5% dos casos, PRL

intracelular em 21,9% e positividade para o receptor da PRL em 39% dos casos.
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Correlacionando estas variaveis com o indice de proliferagdo celular Ki-67, os autores
sugerem a existéncia de um possivel efeito modulador da PRL no desenvolvimento dos

tumores primarios do SNC.

Tumores Primarios do SNC

Os tumores cerebrais s3o uma causa comum de morte por doenga neuroldgica, sendo a
segunda causa ap6s os acidentes vasculares cerebrais. Cerca de 11000 a 13000 americanos
morrem dos tumores primarios dos SNC a cada ano. Em torno de 50% dos adultos com
tumores de SNC sobrevivem 1 ano ap6s o diagnostico (Doran e Thorell, 2004). A prevaléncia
de tumores no SNC varia de 10 a 17/100.000 para tumores intracranianos e 1 a 2/100.000 para
os espinais. Aproximadamente a metade desses tumores ¢ metastatica (pulmao, célon,
melanoma, etc) ¢ o restante, primarios do sistema nervoso. Esses compreendem 20% das
neoplasias na infincia, sendo que 70% deles ocorrem na fossa posterior, enquanto que no
adulto ocorrem na regido supra-tentorial na mesma propor¢ao (Frosch e cols., 2005).

Dentre os tipos tumorais, os gliomas sdo os mais comuns, perfazendo 50-60% das
neoplasias; os meningiomas correspondem a 25%, schwannomas a 10% e os demais, ao
restante (Sagar e cols., 1998).

Com a finalidade de unificar a nomenclatura utilizada na definicdo dos tumores do
SNC, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), baseada em consenso internacional, classifica
periodicamente os tumores do SNC. A classificagio da OMS para os tumores do sistema

nervoso encontra-se na Tabela 1 (Louis e cols., 2007).



Tabela 1. Classifica¢do das neoplasias do sistema nervoso

1. TUMORES DO TECIDO NEUROEPITELIAL

TUMORES ASTROCITICOS
Astrocitoma pilocitico
Astrocitoma pilomixdide

Astrocitoma de céls. gigantes subependimario

Xantoastrocitoma pleomorfico
Astrocitoma difuso
Astrocitoma fibrilar
Astrocitoma gemistocitico
Astrocitoma protoplasmatico
Astrocitoma anaplésico
Glioblastoma
Glioblastoma de células gigantes
Gliosarcoma
Gliomatose cerebral

TUMORES OLIGODENDROGLIAIS
Oligodendroglioma
Oligodendroglioma anaplésico

TUMORES OLIGOASTROCITICOS
Oligoastrocitoma
Oligoastrocitoma anaplasico

TUMORES EPENDIMARIOS
Subependimoma
Ependimoma mixopapilar
Ependimoma
Celular, papilar, células claras, tanicitico
Ependimoma anaplasico

TUMORES DO PLEXO COROIDE
Papiloma do plexo cordide
Papiloma atipico do plexo cordide

TUMORES DA REGIAO PINEAL
Pineocitoma
Tumores do parénquima pineal de
diferenciagdo intermediaria
Pineoblastoma
Tumor papilar da regido pineal
TUMORES EMBRIONARIOS
Meduloblastoma
M. Desmoplasico/nodular
M. com extensa nodularidade
M. Anaplasico
M. de grandes células
Tumores Neuroectodérmicos Primitivos
Neuroblastoma do SNC
Ganglioneuroblastoma do SNC
Meduloepitelioma
Ependimoblastoma
Tumor rabdoéide/teratdide atipico

2. TUMORES DOS NERVOS PERIFERICOS

Schwannoma (neurinoma)
Celular, plexiforme, melanotico
Neurofibroma
Plexiforme
Perineuroma
Perineuroma, NOS
Perineuroma maligno

Tumor maligno da bainha do nervo
periférico

Carcinoma do plexo cordide diferenciagio glandular

OUTROS TUMORES NEUROEPITELIAIS
Astroblastoma
Glioma cordoide do terceiro ventriculo
Glioma angiocéntrico

TUMORES NEURONAIS

E NEURONAIS-GLIAIS MISTOS
Gangliocitoma displasico do cerebelo
Astrocitoma infantil desmoplasico
Tumor neuroepitelial disembrioplasico
Gangliocitoma
Ganglioglioma
Ganglioglioma anaplasico
Neurocitoma central
Neurocitoma extraventricular
Liponeurocitoma cerebelar
Tumor glioneuronal papilar
Tumor glioneuronal do quarto ventriculo
Paraganglioma

3. TUMORES DAS MENINGES
TUMORES DAS CELULAS MENINGEAIS
Meningioma
Meningotelial
Fibroso (fibroblastico)
Transicional (misto)
Psamomatoso
Angiomatoso
Microcistico
Secretorio
Linfoplasmocitario
Metaplasico
Cordoide
De células claras
Atipico
Papilar
Rabdoide
Anaplasico
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TUMORES MESENQUIMAIS 4. LINFOMAS E NEOPLASIAS HEMATOPOIETICAS
Lipoma Linfomas malignos
Angiolipoma Plasmocitomas
Hibernoma Sarcoma granulocitico
Liposarcoma
Tumor fibroso solitario
Fibrosarcoma 5. TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS
Histiocitoma fibroso maligno Germinoma
Leiomioma Carcinoma embrionario
Leiomiosarcoma Tumor do saco vitelino
Rabdomioma Coriocarcinoma
Rabdomiosarcoma Teratoma
Condroma Maduro, imaturo, com transformacdo maligna
Condrosarcoma Tumor misto de células germinativas
Osteoma
Osteosarcoma
Osteocondroma
Hemangioma 6. TUMORES DA REGIAO SELAR
Hemangioendotelioma epiteliode Craniofaringeoma
Hemangiopericitoma Adenomatoso
Hemangiopericitoma anaplasico Papilar
Angiosarcoma Tumor de células granulares

Pituicitoma
Oncocitoma da adenohipéfise

Sarcoma de Kaposi
Sarcoma de Ewing

LESOES MELANOCITICAS PRIMARIAS
Melanocitose difusa
Melanocitoma
Melanoma maligno
Melanomatose meningea
OUTRAS NEOPLASIAS RELACIONADAS AS
MENINGES
Hemangioblastoma

7. TUMORES METASTATICOS

Tais tumores também sdo graduados em diferentes graus que indicam a predi¢do do
seu comportamento bioldgico e influenciam na escolha terapéutica. Desta forma, temos a
seguinte classificacdo:

Grau I — tumores de baixo potencial proliferativo e possibilidade de cura com a
resseccao cirurgica;

Grau II — tumores geralmente infiltrativos, com baixo grau de proliferagao, porém que
frequentemente recorrem;

Grau IIT — lesdes com evidéncia histologica de malignidade (mitoses inequivocas)
incluindo atipias nucleares e atividade mitotica;

Grau IV — lesdes citologicamente malignas. Tumores mitoticamente ativos que

infiltram tecidos e disseminam a distancia.
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A distingao entre os tumores de grau Il e os de grau III pode ser alcancada utilizando-
se o indice de proliferagdo celular Ki-67 (clone MIB-1). Outros critérios utilizados, além da
avalia¢do da atividade mitdtica, sdo a proliferacdo endotelial, necrose em qualquer grau e o
aumento da celularidade tumoral.

Os fatores de risco para os tumores primarios do SNC incluem historia de radiacdo
prévia. Entre os demais fatores, sabe-se que desarranjos moleculares, como mutagdes génicas
em locus especificos, estdo relacionados a alguns tipos de tumores do SNC, embora ainda nao
se saiba ao certo os fatores indutores e promotores dessa replicagdo celular erronea. E pouco
explorado o papel exercido por fatores hormonais, entre eles a PRL, na génese ¢
desenvolvimento desses tumores.

A literatura tem evidenciado que os fenotipos malignos dos tumores cerebrais estdo
relacionados a cinco caracteristicas ligadas a microvasculatura dos tumores cerebrais que sdo:
proliferacdo celular, capacidade de invasdo, necrose, hemorragia e edema vasogénico (Brem,
2004).

Além do crescimento tumoral, a angiogénese nos tumores de SNC esta relacionada aos
achados radiologicos, a identificacdo trans-operatdria de vasos tumorais e controle de
hemorragias, ao fato de a radioterapia seletivamente atacar o endotélio vascular de residuos
tumorais e, finalmente, aos recentes desenvolvimentos da oncologia, com a possibilidade de

terapias angiosupressivas.
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1. Tumores do Tecido Neuroepitelial

Como demonstrado na Tabela 1, segundo a classificagdo da OMS, compdem o grupo
dos tumores do tecido neuroepitelial, os tumores astrociticos, oligodendrogliais,
oligoastrociticos, ependimarios, tumores do plexo cordide, tumores neuronais e neurogliais
mistos, tumores da regido pineal, tumores embriondrios e outros tumores neuroepiteliais
(Louis e cols., 2007). Os tumores de origem neuroepitelial que se desenvolvem a partir de
células gliais s3o chamados de gliomas. Os gliomas sdo os tumores cerebrais mais comuns,
constituindo de 60% de todos os casos. Este grupo de tumores ¢ composto pelos astrocitomas,
oligodendrogliomas, ependimomas e tumores neuroectodérmicos primitivos (Lantos e cols.,

2002).

1.1 Tumores Astrociticos

Sdo tumores de origem astrocitaria e perfazem cerca de 40% dos tumores
intracranianos em criancas e adultos, representando 75% dos gliomas em todas as faixas
etarias. A OMS classifica os astrocitomas, de acordo com seu potencial de invasdo e
progressdo para as formas mais malignas, em duas categorias maiores: astrocitomas difusos e
astrocitomas circunscritos (Ribalta e Fuller, 2004). Os subtipos histologicos das neoplasias

astrociticas e seu grau encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Subtipos histologicos e graduagdo das neoplasias astrociticas

Astrocitomas Difusos

Astrocitomas Difusos (OMS grau II)
Astrocitomas anaplasicos (OMS grau I1I)
Glioblastomas (OMS grau IV)

Astrocitomas Circunscritos
Astrocitoma pilocitico (OMS grau I)
Astrocitoma subependimal de células gigantes (OMS grau I)
Astrocitoma desmoplasico infantil (OMS grau I)

Xantoastrocitoma pleomorfico (OMS grau II)

Os astrocitomas difusos sdo tumores de baixo grau de malignidade que infiltram as
estruturas cerebrais adjacentes, sendo constituidos predominantemente por astrocitos
fibrilares. Estes tumores se localizam preferencialmente nos hemisférios cerebrais,
especialmente nos lobos frontais e temporais. Macroscopicamente, sdo tumores
esbranquigados ap6s a fixagdo, confundindo-se, as vezes, com a substancia branca cerebral,
da qual diferem pela maior consisténcia. Histologicamente sdo constituidos
predominantemente por astrécitos estrelados ou triangulares, bem diferenciados, sem arranjo
preferencial, com producdo de grande quantidade de fibras gliais. A densidade celular ¢é
moderada ou baixa e os nucleos celulares arredondados, ovalados, alongados ou irregulares,
nao mostram atipias acentuadas nem figuras de mitose (Pittella e cols., 20006).

Estudos utilizando o marcador de replicagdo celular Ki-67, que detecta as células em
proliferacdo durante as fases G1, S e G2/M, tém mostrado correlagdo entre o indice Ki-67 ¢ o
grau histologico destes tumores (Scott e cols., 2005). Radiologicamente, os astocitomas
difusos se apresentam a tomografia computadorizada como massa mal definida, homogénea e
de baixa densidade, sem captagdo de contraste. Na ressonancia magnética também aparecem
como massa mal definida, hipointensa em T1 e hiperintensa e mais delimitada em T2, sem

captacao de contraste.
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Os astrocitomas anaplasicos sao tumores que contém areas focais ou mais extensas de
anaplasia (astrocitoma grau III), podendo se originar de um astrocitoma de baixo grau (grau
II). O astrocitoma anaplasico tende a ser mais delimitado em relagdo ao tecido nervoso
adjacente. O tecido tumoral € cinza-escuro e granular e, a0 microscopio, mostra densidade
celular moderada a elevada, atipias nucleares, células gigantes uni ou multinucleadas e figuras
de mitose. A presenca de proliferacdo microvascular ou necrose requer reclassificar um
astrocitoma grau III em glioblastoma. De modo geral, os astrocitomas anaplasicos tipicamente
apresentam progressao para glioblastoma depois de uma média de 2 anos (Ribalta e Fuller,
2004).

O glioblastoma, também conhecido como glioblastoma multiforme, é o tumor cerebral
mais frequente ¢ o glioma mais comum ¢ mais maligno, representando 55% dos gliomas
intracranianos em todas as idades. Sua incidéncia é maior entre os 45 ¢ 70 anos e ¢ mais
comum no sexo masculino. S3o geralmente tumores unilaterais e solitarios e localizam-se
preferencialmente nos hemisférios cerebrais. Tumores multifocais sdo observados em 2 a 3%
dos casos (Ribalta e Fuller, 2004). Com base em suas caracteristicas clinicas e genéticas, os
glioblastomas podem ser classificados em primarios e secundarios. Glioblastomas primarios
sdo mais freqiientes e acometem individuos de faixa etdria mais avangada, ndo mostrando
evidéncias clinicas de lesdo pré-existente. Em contraste, os glioblastomas secundarios
atingem populagdes mais jovens e estdo relacionados a progressao de um astrocitoma grau II
ou IIT (Kleihues e Cavenee, 2000).

Macroscopicamente os glioblastomas sdo mal delineados, as estruturas nervosas pré-
existentes ndo sdao mais identificadas e o tecido neoplasico ¢ friavel, sem brilho, granuloso,
acinzentado ou réseo-acinzentado, com focos hemorragicos e amarelados de necrose. Edema

cerebral é precoce e mais intenso no hemisfério ocupado pelo tumor (Pittella e cols., 2006).
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Um dos aspectos microscopicos peculiares do glioblastoma ¢ a sua hipercelularidade,
traduzida pela proliferacao de células pequenas, arredondadas, pouco diferenciadas. Nao sao
raras células gigantes uni ou multinucleadas. As mitoses, tipicas e atipicas, sdo frequentes,
assim como a presenca de areas de necrose (Kleihues e Cavenee, 2000). Os glioblastomas sao
caracterizados também pela sua exuberante angiogénese, um evento necessario para o
crescimento e progressdo tumoral. Os mecanismos patoldgicos que induzem a angiogénese
nestes tumores nao estdo esclarecidos (Fisher e cols., 2005). Semenza (2003) postula que
estes mecanismos envolvam a coaptacdo dos vasos nativos pelo glioma, induzindo a
expressao de angiopoietina 2 pelas células endoteliais. Subsequentemente, este mesmo autor,
propde que a apoptose vascular e a involugdo levariam a necrose ¢ hipdxia tumoral que, por
sua vez, induziriam a expressdo do fator hipoxia indutivel alfa 1 (HIF-1a) e do fator de
crescimento vascular endotelial nas células perinecréticas do glioma.

A neuroimagem, os glioblastomas se apresentam como massas de contorno irregular
contendo zona periférica que capta intensamente o contraste, envolvendo area central
hipodensa a tomografia e hipointensa a ressonancia magnética, nao captante de contraste, que
corresponde a necrose. A intensa captacdo de contraste pelo tumor reflete a proliferagao
microvascular e perda da barreira hematoencefalica nos vasos neoformados (Lantos e cols.,
2002).

Entre os astrocitomas circusncritos, o astrocitoma pilocitico trata-se de uma neoplasia
benigna, de crescimento lento e expansivo, que acomete mais criancas e adolescentes.
Localiza-se preferencialmente no quiasma e nervos opticos, na regido hipotalamica, terceiro
ventriculo e cerebelo. Cerca de 90% dos pacientes sobrevivem cinco anos ap6s o diagndstico
(Pittella e cols., 2006). De forma diferente dos astrocitomas difusos, os astrocitomas

pilociticos tem muito pouca tendéncia de progressao anaplasica (Ribalta e Fuller, 2004).
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Macroscopicamente o tecido tumoral apresenta dreas compactas, mais esbranquicadas,
ao lado de areas menos densas amareladas e cinzentas. Cistos de dimensdes variadas podem
ser encontrados. Histologicamente sdo tumores pertencentes ao grau I da OMS, com mediana
do indice Ki-67, descrito em varias séries, variando de 0,9 a 4,8%, e ndo tendo sido observada
associagdo significativa deste indice com recorréncia tumoral (Giannini e cols., 1999). O
astrocitoma pilocitico costuma ter areas compactas mais solidas, com células fusiformes de
prolongamentos celulares longos, ricos em fibras gliais, e areas mais frouxas, formadas por
astrocitos estrelados, muitas vezes dispostos ao redor das cavidades cisticas. Proliferagao
microvascular, especialmente na parede dos cistos ¢ relativamente comum, ndo implicando

em transformag¢ao maligna (Pittella e cols., 2006).

1.2 Tumores Oligodendrogliais

Os oligodendrogliomas sdo tumores bem diferenciados (grau II), difusamente
infiltrativos, compostos de células semelhantes as células oligodendrogliais normais. A
maioria dos tumores ocorre em adultos entre a quarta e quinta décadas de vida (Ribalta e
Fuller, 2004). Sao mais comuns na regido fronto-temporal e representam aproximadamente
5% dos tumores intracranianos ¢ 10 a 17% dos gliomas (Lantos ¢ cols., 2002; Sanson e cols.,
2003). Algumas vezes, se apresentam com cistos contendo material de aspecto gelatinoso e,
com frequéncia, apresentam calcificagdes que sdo um sinal valioso no diagnostico
neurorradiologico da neoplasia. As células sdo ovoides ou arredondadas, com membrana
celular nitida, citoplasma ocupado por vacutolo, em cujo centro se localiza o nucleo,
arredondado e hipercromatico, de aspecto uniforme (Pittella e cols.,, 2006). Os
oligodendrogliomas apresentam vascularizagdo tipica, caracterizada por vasos finos e

ramificados (Netto e cols., 2008).
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Os oligodendrogliomas anaplasicos sdo oligodendrogliomas com densidade celular
elevada, marcada atipia nuclear, freqiientes figuras de mitoses, proliferagao celular e areas de
necrose (oligodendroglioma grau III). Alguns tumores apresentam vascularizacdo intensa e
necrose mimetizando um glioblastoma. A distingdo morfologica entre um oligodendroglioma
anaplésico e um glioblastoma tem grande importancia clinica uma vez que a terapéutica ¢ o
prognostico sdo diferentes. A presenca de proliferagdo microvascular é particularmente
importante e deve ser correlacionada com o achado radiologico de captacdo de contraste

(Pittella e cols., 2006).

1.3 Tumores das Meninges - Meningiomas

Segundo a classificacdo da OMS os tumores das meninges sdo divididos de acordo
com sua origem em: tumores das células meningoteliais, tumores mesenquimais, lesoes
melanociticas primarias e outras neoplasias relacionadas as meninges (Louis e cols., 2007).

O subgrupo de tumores das células meningoteliais (aracnoidais) é representado pelos
meningiomas. Os meningiomas sdo tumores benignos, comuns, correspondendo a 20-30% das
neoplasias intracranianas. A incidéncia dos meningiomas ¢ de 6 casos por 100.000 habitantes,
aumenta com a idade e é duas vezes maior no sexo feminino (Christensen e cols., 2003).

Além da prevaléncia dos meningiomas no sexo feminino, a existéncia de relatos de
aumento na velocidade de crescimento dos mesmos durante a fase Iutea do ciclo menstrual e
durante a gestacao (Bickerstaff e cols.,1958; Roelvinck e cols.,1987), bem como a relacao de
seu aparecimento com o uso de contracep¢do hormonal, terapia de reposicdo hormonal ¢ ao
cancer de mama, sugerem possivel papel dos hormonios sexuais femininos no
desenvolvimento dos meningiomas (Custer e cols., 2002; Lieu e cols., 2003). Estas

observagdes motivaram diversos estudos utilizando marcadores imuno-histoquimicos dos
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receptores dos hormonios sexuais nestes tumores. A maioria dos meningiomas expressa
receptor de progesterona (RP), com frequéncias variando de 64 a 100% (Carrol e cols., 1993;
Hilbig e Barbosa-Coutinho, 1998; Milenkovic e cols., 2004). Para o receptor de androgeno
(RA) sdo descritas frequéncias de 39 a 51% (Chen e Chen, 2001; Korhonen e cols., 20006),
enquanto que uma ampla variagdo na expressdo do RE ¢ descrita na literatura, desde
fracamente expressos até relatos de até 40%, provavelmente devido a diferencas na
sensibilidade dos métodos de detecgdo (Korhonen e cols., 2006). Com relagdo ao receptor da
prolactina (RPRL), sua presenga em diversas séries de meningiomas tem variado de 45,4 a
61,7% (Ciccarelli e cols., 2001; Ledes e cols., 2007).

Macroscopicamente, os meningiomas se apresentam como massas nodulares de
consisténcia firme, com superficie externa lisa ou nodular, aderidas na face interna da dura-
mater e projetando-se na caixa craniana ou no canal vertebral. O tamanho dos nddulos pode
variar amplamente, desde alguns milimetros até varios centimetros de didmetro (Aguiar e
cols., 2006). A superficie de corte o tumor pode ser branco-acinzentado, firme, com estrutura
espiralada; outras vezes, ¢ homogéneo e de consisténcia mole. Com frequéncia apresentam
focos de calcificacdo. Certos meningiomas sdo intensamente vascularizados e, por esta razao,
avermelhados. Todos estes aspectos podem coexistir no mesmo tumor (Pittella e cols., 2006).

De acordo com a sua probabilidade de recorréncia, os meningiomas sao classificados
em trés graus. A grande maioria dos meningiomas tem comportamento bioldgico benigno e se
encontra no grau I. Entretanto, estes tumores podem ter comportamento bioldgico mais
agressivo ou de baixo grau de malignidade (grau II) ou ainda de comportamento maligno
(grau III). A classificagdo dos subtipos histologicos dos meningiomas de acordo com o seu

grau encontra-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Classificagdo dos meningiomas de acordo com seus subtipos histologicos e grau

Grau I I I
Meningotelial Atipico Rabdoide
Fibroblastico Meningioma de células claras Papilar
Transicional Meningioma cordoide Anaplasico
Psamomatoso
Angiomatoso
Microcistico
Secretor
Linfoplasmocitico

Metaplasico

Mais de 80% dos meningiomas benignos sdo das classes meningeal, transicional ou
fibroblastica (Lantos e cols., 2002). Os meningiomas benignos t€ém bom progndstico, embora
possa haver recorréncia do tumor em 7-20% dos casos, mesmo quando ressecados
completamente (Pittella e cols., 2006).

Meningiomas atipicos mostram algumas caracteristicas de malignidade histoldgica,
como a presenca de quatro ou mais mitoses por 10 campos de grande aumento, ou o encontro
de trés dos seguintes aspectos histologicos: alta celularidade, aumento da relagdo
nucleo/citoplasma, nucléolos proeminentes, arranjo arquitetural mais difuso e necrose. Estes
tumores representam 4,7-7,2% dos meningiomas, com indices de recidiva de até¢ 50% apods
cinco anos de tratamento (Frosh e cols., 2005; Pittella e cols., 2006).

Meningiomas anaplasicos ou malignos sdo tumores que apresentam caracteristicas
histologicas de malignidade, que sdo a presenca de 20 ou mais mitoses por 10 campos de
grande aumento e aspectos citologicos semelhantes aos sarcomas, carcinomas ou melanomas.
O meningioma anaplésico constitui 1,7-2,8% dos meningiomas (Kleihues e cols., 1993;

Kleihues e Cavenee, 2000; Pittella e cols., 2006; Louis e cols., 2007).
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Angiogénese nos tumores do SNC de origem neuroepitelial (astrocitomas e

oligodendrogliomas) e nos tumores das meninges (meningiomas)

Microvasos intratumorais podem ser identificados utilizando métodos imuno-
histoquimicos para coloragdo de células endoteliais. Entre os anticorpos disponiveis para as
células endoteliais humanas, duas categorias podem ser definidas: os marcadores pan-
endoteliais e aqueles que se ligam apenas as células endoteliais ativadas ou em proliferagao
(Vermeulen e cols., 1996). Entre os anticorpos pertencentes a primeira categoria estdo o anti-
FVIII (antigeno relacionado ao fator VIII ou fator de Von Willebrand), que também pode
marcar grandes vasos ou vasos linfaticos, o anti-CD31 (molécula de adesdo a célula endotelial
plaquetaria), e o anti-CD34, que também pode marcar vasos linfaticos e células estromais.
Entre esses antigenos, alguns autores sugerem que o CD31 seja o mais sensivel marcador
endotelial desta categoria, uma vez que o mesmo reconhece mais vasos e também ndo reage
com linfaticos (Vermeulen e cols., 1996).

Em contraste com os marcadores pan-endoteliais, a endoglina (CDI105), uma
glicoproteina homodimérica transmembrana de 180 KDa, um componente do complexo
receptor do TGF-B, ¢ predominantemente expressa nas células vasculares endoteliais em
proliferacdo e tem mostrado maior especificidade na avaliagdo da microvasculatura tumoral
quando comparada com marcadores pan-endoteliais (Barresi e cols., 2007).

A avaliacdo da densidade de microvasos foi originalmente descrita por Weidner e cols.
(1991), que propuseram a contagem do nimero de vasos por mm?, em trés hot spots, que sdo
areas que, na menor magnificacao optica, dao a impressao de conter numerosos microvasos.

Recentemente, Vermeulen e cols. (2002), no segundo consenso internacional sobre a
metodologia e critérios para a avaliagdo e quantificagdo da angiogénese em tumores humanos

solidos, propoem como métodos padronizados para quantificar a angiogénese o método de
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Chalkley, a técnica da fragdo da proliferagao das células endoteliais e a avaliagao do indice de
pericitos recrutados. E salientam ser a contagem de Chalkley a técnica que apresenta menor
variagdo interobservador, quando comparada a contagem de microvasos.

A técnica de Chalkley, descrita originalmente para avaliar a angiogénese em
carcinomas de mama, se caracteriza pela contagem do nimero de vasos observados na area da
lamina mais vascularizada em que, através do uso de graticula Optica com 25 pontos, sdao
contados os vasos que coincidem com os pontos da graticula (Fox e cols., 1995).

De todos os tumores sélidos, os tumores do SNC apresentam o maior grau de
proliferacdo vascular e, de forma diferente dos tumores solidos de outras localizagdes, os
tumores de SNC raramente metastizam, sendo seu comportamento maligno e progndstico
determinados pelo seu grau histologico (Fisher e cols., 2005).

A OMS utiliza como critério para a classifica¢ao e distingao entre os tumores de SNC
de baixo grau e os tumores de alto grau a presenca da microproliferacao vascular, bem como,
este dado serve como parametro prognostico independente nestes tumores (Straume e cols.,
2002). Desta forma, a neovascularizagdo se correlaciona, em alguns tumores do SNC,
diretamente com a sua agressividade, grau de malignidade, recorréncia clinica e sobrevida
pos-operatoria (Lebelt e cols., 2008).

Segundo Fisher e cols. (2005), em contraste com o dogma de que o desenvolvimento
tumoral ocorre em 2 fases, uma fase avascular e outra vascular, estes autores observaram que
o crescimento dos tumores cerebrais ocorre em duas fases vasculares. Na primeira fase, os
vasos do tecido cerebral normal sdo coaptados pelo tumor enquanto que, na segunda fase,
ocorre a verdadeira neovascularizacdo. Durante a transi¢ao entre as duas fases, a expressao do
fator hipoxia indutivel 1 (HIF-1a) pelas células em palicada adjacentes a area necrotica do
tumor, estimula a secre¢do de VEGF e a inducdo da vascularizagdo. Além disso, alguns

oncogenes como o fator de crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento derivado de
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plaquetas (PDGF) e seus receptores, € mutacdes em alguns genes supressores tumorais estao
envolvidos no processo de crescimento dos gliomas, bem como a perda de heterozigosidade
de alguns cromossomas e a frequéncia e associacdo destas anormalidades genéticas poderia
diferir de acordo com o grau e subtipo tumoral entre os gliomas (Jouanneau e cols., 2008).

Entre os tumores astrociticos, os glioblastomas sdo os tumores solidos mais altamente
vascularizados, sendo observada uma proliferagdo de células endoteliais em gliomas de alto
grau 40 vezes maior que aquela observada no tecido cerebral normal (Plake e cols., 1999).
Morfologicamente, os glioblastomas, apresentam como caracteristica histologica propria a
formagao de tufos glomeruloides microvasculares e necrose (Fisher e cols., 2005).

Em estudo avaliando a angiogénese em gliomas, Lebelt ¢ cols. (2008) observaram
densidade de microvasos mais elevada nos glioblastomas e correlagdo significativa entre a
vascularizagdo e os graus de malignidade corroborando achados prévios de que a
neovascularizagdo nos tumores cerebrais se correlacionam diretamente com o seu
comportamento biologico, grau de malignidade e recorréncia clinica (Fisher e cols., 2005).

Embora pertengam também ao subtipo neuroepitelial, os oligodendrogliomas sio
tumores de comportamento mais indolente, com crescimento infiltrativo lento e, em contraste
com os astrocitomas, sdo extremamente quimiossensiveis (Lantos e cols., 2002; Korshunov e
cols., 2002). Os oligodendrogliomas mostram vascularizagdo tipica, com vasos finos e
ramificados e, embora seu modelo vascular seja bem conhecido, pouco se sabe sobre a
angiogénese nestes tumores (Netto e cols., 2008). De modo diferente do observado nos
astrocitomas, onde o VEGF ¢ considerado um agente central na angiogénese, este marcador
ndo parece ser tao significativo na avaliagdo da angiogénese em oligodendrogliomas (Christov
e cols., 1998; Schiffer e cols., 1999; Vaquero e cols., 2000).

Recentemente, o grupo de Barbosa-Coutinho (Netto e cols., 2008), em estudo

avaliando uma série de 30 oligodendrogliomas, comparando a expressdo imuno-histoquimica
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de VEGF, TGF-B (CD105/endoglina) e CD34, observaram fraca expressao do VEGF nestes
tumores, sugerindo que o VEGF tenha pouca influéncia na angiogénese dos mesmos. Neste
mesmo estudo, a quantificacdo da densidade de microvasos, realizada através da técnica de
Chalkley, mostrou ser um método replicdvel devido a baixa variacdo inter e
intraobservacional.

Os meningiomas sdo tumores que se caracterizam por serem altamente vascularizados
e muito da morbidade intracraniana destes tumores esta relacionada ao grau de vascularizagao
e extensdo do edema peritumoral (Pistolesi e cols., 2004). Nos meningiomas, a expressao do
VEGF mRNA tem se relacionado positivamente com a vascularizagdo, porém, a expressao do
VEGEF nio parece estar relacionada ao tamanho dos meningiomas, subtipo histolégico ou grau
de malignidade (Nishikawa e cols., 1998).

Embora a densidade de microvasos seja considerada um marcador prognostico em
muitos tumores, dados conflitantes s3o descritos sobre seu papel prognostico nos
meningiomas, quando quantificada com marcadores pan-endoteliais. Maiuri e cols. (2007)
ndo observaram relagdo positiva entre os marcadores VEGF e EGF e recorréncia dos
meningiomas. Porém, utilizando o marcador de angiogenese CD105, Barresi e cols. (2007),
em estudo pioneiro utilizando este marcador em uma série de 54 meningiomas, observaram
uma relagdo positiva entre a densidade de microvasos e o progndstico destes tumores, e

sugerem que o CD105 possa ser utilizado como fator prognostico nos meningiomas.
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Marcadores de replicacdo celular Ki-67 e Mcm-2 nos tumores do sistema nervoso

central de origem neuroepitelial e nos tumores das meninges

O anticorpo Ki-67(MIB-1), analisado pela técnica de imuno-histoquimica, tem sido
largamente utilizado como marcador de proliferacdo celular devido a sua aplicabilidade em
tecidos fixados em formalina, baixo custo, praticidade e elevada reprodutibilidade (Gerdes e
cols., 1984; Burger e cols., 1986; Brow e cols., 1990; Langford e cols., 1996). Apresenta
localizagao complexa e especifica no nucleo e € essencial para a proliferagao celular (Burger e
cols., 1986), estando presente nas células em replicacdo durante as fases G1, S, G2 e M do
ciclo celular, mas nao na quiescéncia ou em GO (Todorov e cols., 1998).

Entre os tumores do SNC, particularmente entre os gliomas, o indice de replicagdo Ki-
67 tem apresentado boa correlagdo com grau histolégico, sendo observado mediana deste
indice de 0,4 a 5,5% para os astrocitomas grau II, 2,48 a 13,8% para os astrocitomas
anaplasicos e 4,5 a 32,1% para os glioblastomas (Coons, 2004). Raghavan e cols. (2008), em
estudo utilizando o indice Ki-67 para avaliar o padrao de proliferagdo celular em uma série de
80 gliomas, observaram diferencas significativas entre os astrocitomas, astrocitomas
anaplasicos e glioblastomas, sugerindo que este indice ¢ util na diferenciagao destes trés tipos
de tumores.

Entre os oligodendrogliomas, o indice de replicagdo Ki-67 também apresenta relagao
com o grau de malignidade tumoral, sendo que indices mais elevados foram observados nos
oligodendrogliomas de alto grau (Wharton e cols., 1998). De modo geral, oligodendrogliomas
de baixo grau apresentam valores de indice Ki-67 semelhantes ou pouco mais elevados que os
astrocitomas difusos, ou seja, 1,2 a 6,0%, enquanto os tumores de alto grau apresentam indice

de proliferagdo entre 5,3 a 11,1% (Coons, 2004). Varias séries indicam que este indice
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apresenta além de boa correlacdo com o grau tumoral, também associagao significativa com a
taxa de sobrevida (Kros e cols., 1996; Coons e cols., 1997).

Apesar de os meningiomas serem considerados tumores benignos do SNC, seu
comportamento bioldgico ¢ variavel e, mesmo entre os meningiomas classificados como grau
I, pela OMS, a recorréncia pode ocorrer entre 7 a 20% dos casos (Abramovich e Prayson,
1999). A recorréncia nos meningiomas esta baseada em parametros clinicos, radioldgicos e
histologicos. Outros fatores observados como influentes na recorréncia tumoral sdo:
multicentricidade, variantes histologicas, localizacdo, sexo e radioterapia. De modo geral,
quanto mais radical a excisdo, menores as chances de recorréncia (Marks e cols., 1986).

Nos meningiomas, os valores médios observados para o indice Ki-67 sdao de 3,8%,
7,2% e 14,7%, respectivamente para os meningiomas benignos, atipicos ¢ anaplasicos (Maier
e cols.,, 1997). Além de auxiliar na classificagdo dos subtipos histopatolégicos, nestes
tumores, o indice de replicacdo Ki-67 tem sido utilizado também como preditor de recorréncia
nos meningiomas. Kim e cols. (2006), estudando indicadores histopatologicos de recorréncia
em uma série de 206 pacientes portadores de meningioma, observaram que o indice Ki-67
acima de 12% seria um dos fatores preditores independentes na recorréncia dos meningiomas.
Vankalakunti e cols. 2007, estudando o potencial proliferativo de um grupo de meningiomas
grau 1, sugere que o indice Ki-67 tem papel importante na predicdo de futura recorréncia e
que pacientes portadores de meningiomas cujo MIB-1 foi superior a 2,6%, mesmo que
totalmente ressecados, deveriam ser seguidos meticulosamente. Em estudo recente (Bruna e
cols., 2007), foi demonstrado ser o indice Ki-67 o tunico fator preditor independente de
recorréncia tumoral e sobrevida geral. Estes achados tém corroborado a importancia do indice
Ki-67 na classificacdo e seguimento dos meningiomas.

Além do indice Ki-67, varios outros anticorpos estdo disponiveis para a avaliacao das

proteinas envolvidas no ciclo celular (Bell e Dutta, 2002). Estes incluem marcadores de
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células que se encontram em qualquer fase do ciclo celular, como o Mcm-2 (Lei e Tye, 2002),
e marcadores pontuais especificos para determinadas fases do ciclo celular (ciclina DI,
E,A,B1 e fosfohistona H3), que se elevam em estagios especificos e sofrem rapida degradagao
a medida que a célula progride para a proxima fase do ciclo (Pines e Hunter, 1992).

A proteina mantenedora do minicromossomo 2 (Mcm-2) ¢ uma das seis proteinas
(Mcm-2-7) que se unem no complexo pré-replicativo e sdo essenciais para a replicagdo do
DNA em células eucarioticas (Lei e Tye, 2002). Alteragdes nos niveis de uma unica proteina
do complexo Mcm levam a ruptura da estabilidade gendmica e, algumas proteinas implicadas
diretamente na patogénese de alguns tipos de carcinomas modulam a atividade deste
complexo de proteinas (Forsburg, 2004). Todas as seis proteinas deste complexo sao
abundantes através do ciclo celular e sao quebradas mais rapidamente na diferencia¢ao e mais
lentamente na quiescéncia (Musahl e cols., 1998; Todorov e cols., 1998). Por esta razdo, os
anticorpos contra estas proteinas tém a capacidade de detectar mais células no ciclo celular do
que outros marcadores de proliferagdo como o antigeno Ki-67 (Todorov e col., 1998). Por
apresentarem estas caracteristicas, a avaliacdo da expressdo das proteinas Mcm, através da
imuno-histoquimica, vem se tornando marcador promissor na avaliacdo da replicagdo celular
em diferentes tumores.

Assim como proposto para a determinagdo do indice de replicagdo Ki-67, a
quantifica¢do da expressdo imuno-histoquimica das proteinas do complexo Mcm ¢ realizada
através da identificacdo das areas de maior nimero de nucleos marcados, e os indices sdo
obtidos através da porcentagem de nucleos marcados em 1000 células contadas (Wharton e
cols., 2001).

Gakiopoulou e cols. (2007), utilizando anticorpos monoclonais para as proteinas
Mcm-2 ¢ Mcm-5 em um grupo de pacientes portadoras de adenocarcinoma de ovario,

observaram que a expressdo destas proteinas apresentava associacdo com o grau tumoral,
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presenca de doenca residual e boa correlacio com o indice Ki-67. Boyd e cols. (2008),
estudando a expressdo imuno-histoquimica da proteina Mcm-2 em lesdes melanociticas,
observaram que o indice de replicacdo desta proteina se eleva a medida que a lesdo evolui
para a malignidade e sugerem que sua expressdo possa ser uma ferramenta adicional na
distingdo de lesdes tumorais benignas de malignas. A utilizagdo da expressdo da proteina
Mcm-2 em carcinoma de mama também evidenciou uma associagdo positiva com o grau
histologico do tumor (Reena e cols., 2008).

No que se refere aos tumores do SNC, poucos estudos na literatura utilizam este
marcador de replicagdo. Wharton e cols. (2001), estudando uma série de oligodendrogliomas,
demonstraram que a expressdao da proteina Mcm-2 apresentou boa correlagdo com o indice
Ki-67. Neste estudo, a imuno-histoquimica para Mcm-2, consistentemente, identificou uma
porcentagem maior de células marcadas, as quais se relacionaram com pior prognostico.

Scott e cols. (2005), avaliando marcadores de proliferagdo celular em gliomas de
diferentes graus, observaram um aumento significativo na expressdo dos marcadores de
replicagdo Ki-67, Mcm-2 ¢ ciclina A ¢ Bl, a medida que aumentava o grau do tumor,
sugerindo que qualquer um destes elementos tem potencial uso como marcadores do grau

tumoral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo das proteinas de replicagdo Ki-67, Mcm-2 e do marcador de
angiogenese CD 105 (endoglina), bem como da expressio da PRL tecidual e

hiperprolactinemia em tumores primarios do SNC de origem neuroepitelial e das meninges.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a replicacdo celular de tumores primarios do SNC utilizando os marcadores
nucleares Ki-67 ¢ Mcm-2;

2. Avaliar a angiogénese de tumores primarios do SNC utilizando o marcador CD105;

3. Avaliar a presenga de PRL intracelular em células tumorais do SNC;

4. Avaliar, através da dosagem sérica de PRL, a presenga de hiperprolactinemia em
tumores do SNC;

5. Relacionar os indices Ki-67 e Mcm-2 com as varidveis PRL intracelular e PRL
sérica e,

6. Relacionar a angiogénese com as varidveis PRL intracelular e PRL sérica.
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ABSTRACT

Prolactin (PRL) has mitogenic, antiapoptotic, morphogenic, secretory
activity and angiogenesis modulation effects. The expression of PRL and its
receptor has been described in breast and prostate tumor tissues, and more recently
in central nervous system tumors. This study assessed the effect of intracellular PRL
(ICPRL) and hyperprolactinemia on cell replication, using an immunohistochemical
(IHC) technique for Ki-67 and Mcm-2, and angiogenesis, using IHC for endoglin
CD-105, in central nervous system tumors of neuroepithelial tissue (41.8% of all
cases: 10.2% astrocytomas, 24% glioblastomas and 7.6% oligodendrogliomas) and
meninges (58.2% of all cases). The medians for Ki-67 and Mcm-2 indexes,
calculated as a percentage of marked cells, were significantly lower in meningiomas
than in glioblastomas (p<0.001 for Ki-67 and p<0.001 for Mcm2) and
oligodendrogliomas (p<0.001 for Ki-67 and p=0.02 for Mcm2). A good correlation
was observed between the Ki-67 and Mcm-2 (rs=0.60) replication markers. There
were no significant differences in vascular density between the different histological
types. Immunohistochemistry for ICPRL was positive in 45.6% of the tumors.
Serum PRL was elevated in 33.9% of the cases. Multiple regression analysis did not
reveal any important effect of ICPRL and serum PRL on Ki-67 and Mcm-2 indexes
or vascular density. The combined effect of ICPRL and serum PRL on these
markers resulted in a greater vascular density in tumor tissue, as well as a
significant increase in cell replication markers (p=0.009 for Ki67 and p=0.05 for
Mcm-2). PRL in tumor tissue may be a modulation factor of cell proliferation and

angiogenesis in the central nervous system.
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INTRODUCTION

Prolactin (PRL) was originally identified as a neuroendocrine hormone of an
exclusively pituitary origin, but its presence and secretion have been recently
described in other tissues'"?. The main extrapituitary sites of PRL production are
the decidua, mammary tissue, T-lymphocytes, brain and endometrium®?®. Likewise,
PRL receptor (PRL-R) has already been found in the hypothalamus, choroid plexus
and lymphocytes®, as well as in prostate and breast tumors and in some cases of
central nervous system (CNS) tumors®®"¥.

More than 300 different organic functions have been reported for PRL in

Q)

different tissues'’. At the cellular level, PRL has mitogenic, antiapoptotic,

morphogenic, secretory activity and angiogenesis modulation effects®?.
The association between PRL and breast cancer risk has been described by

(10, 11,12)

several authors , and the expression of PRL and PRL-R has also been detected

(13

in prostate cancers""”, where it has a positive correlation with the histological degree

of the tumor'®. Evidence suggests that PRL stimulates cell proliferation, increasing
motility and modulating neovascularization in some tumor strains®'?.

A recent study demonstrated the presence of PRL and hyperprolactinemia in
a series of CNS tumors®. Therefore, this study evaluated the possible association
between intracellular PRL and elevated serum PRL with cell proliferation, assessed
using Ki-67 antigens and the minichromosome maintenance protein 2 (Mcm-2), and
with angiogenesis, assessed using endoglin (CD-105).
PATIENTS AND METHODS

This cross-sectional study included 79 cases of primary CNS tumors of

neuroepithelial (41.8%) and meningeal (58.2%) origin that were surgically excised
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at Hospital Sao José, Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre,
Brazil, over a period of 40 months. Patient age ranged from 15 to 86 years (mean
age = 55.6 years) and 67% were women. The neuroepithelial tumors were
distributed as follows: astrocytomas (10.2%), glioblastomas (24%) and
oligodendrogliomas (7.6%). The classification and grading of the tumors according
to the World Health Organization (WHO) criteria'® is shown in Table 1.

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal
University of Health Sciences of Porto Alegre (UFCSPA). All patients signed an
informed consent form, and the authors signed a term of confidentiality.

One day before the procedure, a peripheral blood sample was collected at
8:00 am to measure serum PRL and TSH. The chemoluminescence kit reference
values for PRL were 2-17 ng/ml for men and 3-29 ng/ml for women, and for TSH
was 0,3-5,0 mUI/mL. Before the surgery, patients were asked about exposure to
medications that potentially increase serum PRL levels. An affirmative answer was
considered as an exclusion criterion. Others exclusion criterion was presence of
tumor located in selar and parasellar region and elevated TSH levels.

All patients were operated on by the same neurosurgeon (F.N.P.). After
routine histopathological exam, a sample of the surgical specimen embedded in
paraffin was cut (3 pm microtome) and prepared for immunohistochemistry. The
same pathologist examined all slides to confirm the diagnosis and determine tumor
histological type and grade according to the WHO criteria'".

The streptavidin-biotin-peroxidase method was used to detect Ki-67 and
Mcm-2 proteins, intracellular PRL and endoglin (CD-105). Primary antibodies used

were anti-Ki67 (MIB-1, Dakocytomation, Glostrup, Denmark; dilution 1/150), anti-
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Mcm-2 (CRCT2.1, Novocastra, Newcastle, United Kingdom; dilution 1/30), anti-
CD105 (4G11, Novocastra, Newcastle, United Kingdom; dilution 1/50) and anti-
Prolactin (polyclonal, Dakocytomation, Glostrup, Denmark; ready for use).
Antigen recovery for Mcm2 and CD-105 antibodies was conducted using tris-EDTA
(pH = 9.0) for 40 minutes, and for Ki-67, sodium citrate (pH = 6.0) for 30 minutes.
Antigen recovery was not performed for intracellular PRL. Endogen peroxidase
activity was blocked using hydrogen peroxide and non-specific proteins with bovine
albumin. The antigen-antibody connection was visualized using diaminobenzidine
(DAB). Palatine tonsil was used as positive control for the anti-Ki67, anti-Mcm-2
and anti-CD105, and prolactinoma tissue for anti-Prolactin. The same slices without
primary antibody were used as negative controls.

Ki-67 and Mcm-2 indexes were calculated as a percentage of marked nuclei
in about 1000 cells and expressed as the mean of the values found by two observers
(autors: Abech DMD and Pereira-Lima JF). To evaluate the expression of
intracellular PRL (ICPRL), the unequivocal presence of 1% of cells with marked

) Evaluation of

cytoplasm in 300 counted cells was classified as positive
microvascular density (MVD) using anti-CD105mAb was performed using the
Chalkley point counting method, internationally acknowledged as the criterion
standard for the evaluation of MVD"®. The technique consists of selecting three
fields of greater MVD — the so-called hotspots —, which are subjectively chosen on
each slide after scanning the tumor section in a microscopic field of low
magnification (x100). The Chalkley grid with 25 random points, at a larger

magnification (x200), directed to each hotspot so that the greatest number of grid

points coincided with the endothelium or fell within the microvascular areas stained
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with IHC. Endothelial cells or cell groups were classified as countable microvessels.
MVD CDI105 was evaluated according to the mean count of microvessels in the
three hotspots, also called the Chalkley index or mean MVD. The Chalkley point
count was performed by two experienced observers independently. The final MVD
was the mean value of the two independent counts.

The median and minimum and maximum values were used in the analysis of
quantitative variables because of data asymmetry. The intraclass correlation
coefficient (ICC) was used to analyze agreement between the two observers. The
Mann-Whitney test was used to compare the Ki-67, Mcm2, CD-105 marker values
between groups with positive and negative intracellular prolactin according to the
different types of tumors. A linear regression was run on logarithmically
transformed data to assess the combined effect of intracellular and serum prolactin
on cell proliferation and angiogenesis markers. The level of significance was set at
5%. Data were analyzed using the SPSS 15.0 for Windows.

RESULTS

There was good agreement between readings by the two observers, and the
intraclass correlation coefficients (ICC) ranged from 0.96 to 0.99. Figure 1 shows
the unequivocal nuclear positivity of Ki-67, Mcm-2 and CD-105 in the tumors under
analysis.

Median Ki-67 indexes in meningiomas, astrocytomas, glioblastomas and
oligodendrogliomas were 3.0%, 4.7%, 10.4% and 18.6%, and there was a significant
difference  between meningiomas and glioblastomas (p<0.001) and

oligodendrogliomas (p<0.001).
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Median Mcm-2 indexes were 7.2%, 6.8%, 30% and 20.4% for meningiomas,
astrocytomas, glioblastomas and oligodendrogliomas, and there were significant
differences between meningiomas and astrocytomas when compared to
glioblastomas (p<0.001 and p<0.001) and oligodendrogliomas (p=0.02 and p=0.05).

Median vascular density values were 8.1. 6.7. 9.2 and 12.8 for meningiomas,
astrocytomas, glioblastomas and oligodendrogliomas, but there were no significant
differences between groups.

The correlation between Ki67 and Mcm-2 was good (rs=0.60), but only fair
between vascular density and Mcm-2 (rs=0.39) and Ki-67 (rs=0.21).

Immunohistochemistry for ICPRL was positive in 36 (45.6%) of the tumors.
There were no significant differences between groups with and without positivity for
ICPRL in age, sex and tumor histological type or cell proliferation and angiogenesis
markers (Tables 2 and 3). Figure 2 shows the immunopositivity for ICPRL.

Serum PRL levels, evaluated in 62 patients, ranged from 4 to 70ng/ml, and
were high in 19 cases (30.6%). No significant differences were found in age, sex,
histological type or cell proliferation and angiogenesis markers between the groups
of patients with variable high serum PRL and normal serum PRL (Tables 4 and 5).

When evaluated in isolation using a multiple regression model, no important
effect was found for ICPRL or serum PRL on Ki-67 and Mcm-2 indexes and
vascular density. Although differences were not statistically significant, the Ki-67
index was elevated in all histological types in the groups with positive ICPRL and
high serum PRL.

To assess the possible combined impact of ICPRL and serum PRL variables

on cell replication and angiogenesis markers, 62 samples were divided into three
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groups: group 1 = positive ICPRL and hyperprolactinemia; group 2 = ICPRL or
hyperprolactinemia; and group 3 = negative ICPRL and normal serum PRL. This
analysis revealed a trend towards an increase in vascular density in the presence of
ICPRL and/or hyperprolactinemia, which was significant for the Ki-67 and Mcm-2
indexes (Table 6).
DISCUSSION

The Ki-67 index, a parameter of cells in the cell cycle, has been extensively
studied and validated as a good cell replication marker"”'®. In some CNS tumors,
such as oligodendrogliomas, this index is associated with tumor grade and
prognosis"*??. The Ki-67 index values in this series were similar to those reported

@n

in other studies’, although higher in oligodendrogliomas when compared with the

series studied by Wharton and cols."?.

More recently, the minichromosome maintenance protein 2 (Mcm-2) has
been used to assess the cell cycle. This is one of 6 maintenance proteins that unite in
a pre-replication complex and are essential for the replication of eukaryotic cells®?.
Wharton and cols.*” found a good correlation of this marker with other replication
indexes, tumor histological grade and prognosis in oligodendrogliomas.

In gliomas of different grades, Scott and cols.*” found a significant increase
in the expression of Ki-67, Mcm-2 and cyclin A and B1 as tumor grade increased,
which suggested that any of them might be used as a tumor grade marker. The Mcm-
2 index in this study showed a good correlation with the Ki-67 index, with the
highest median Mcm-2 in all groups of tumors under study. This finding may be

assigned to the fact that Mcm-2 can also identify cells in stage G1 to GO, whereas

the Ki-67 marker can only identifies cells in G1%.
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The tumor angiogenesis grade measured according to microvascular density
has also been used as a potential prognostic marker and possible treatment target in

CNS tumors®

, particularly for gliomas. However, the results of studies that
compared angiogenesis grades with glioma prognoses are conflicting, partly due to
the use of pan-endothelial markers that do not react to neovessels or to normal
vessels in the tumor®”. The superiority of the CD-105 angiogenesis marker over
pan-endothelial markers has been described in literature for breast, lung and prostate

(282939 and is explained by the fact that the antibody connects preferably to

tumors
the activated endothelial cells in angiogenic tissue.

According to the literature, glioblastomas are the most vascularized solid
tumors®". In a study that evaluated angiogenesis in gliomas, Lebelt and cols.*?
found a greater microvessel density in glioblastomas and a significant correlation
with degrees of malignancy. Angiogenesis in oligodendrogliomas, different from in
other CNS tumors, is little known. In a recent study, Netto and cols.®® found a
significant difference in microvessel density between grade II and III
oligodendrogliomas. Assimakopoulou and cols.*? studied the density of
microvessels in brain tumors and found a significantly greater density in high grade
(Il and IV) astrocytic tumors than in meningiomas, but lower density in
oligodendrogliomas. In our series, the comparison of microvessel median densities
did not reveal any significant differences between the different types of tumors.

Barresi and cols.*” found a strong correlation between histological grade,
Ki-67 index and extension of tumor vascularization using the CD-105 marker in

meningiomas. Our study did not confirm their result, as the correlation between

replication markers and angiogenesis markers was weak.
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Greater control of tumor angiogenesis may have potential therapeutic uses.
Therefore, there has been growing interest in the recent recognition of the
proliferative and angiogenesis action associated with the activity of PRL, an

©3% In this sense, the interest in

endocrine and autocrine/paracrine hormone
substances with a therapeutic potential against the proliferative action of
extrapituitary PRL has grown with the evidence of tissue expression of PRL-R in
80-90% of breast cancers, with greater expression in neoplastic tissue than in the

(37

tissue adjacent to the tumor~ ", and the expression of PRL and activation of stat5a/b

. .. . . 14
in association with tumor grade in prostate cancer'®.

Soares Ledes and cols.!)

studied CNS tumors and found a positive
correlation between serum PRL levels and the presence of intracellular PRL, and a
possible modulation effect of PRL on cell proliferation, assessed using Ki-67. In this
series, the analysis of the combined impact of ICPRL and serum PRL variables
revealed a trend towards an increase in microvessel density in tumor tissue and a
significant increase in cell replication markers.

To our knowledge, this is the first study to assess the effect of intracellular
PRL and the increase in its serum levels on the cell cycle and angiogenesis in CNS
tumors. The increase in proliferation and angiogenesis in groups with one of the
positive PRL variables (intracellular PRL or hyperprolactinemia), the trend towards
an increase in vascular density, and the significant increase in Ki67 and Mcm-2
indexes when both variables were positive suggest that PRL modulation has an
effect on cell replication and angiogenesis in tumor tissue. Future clinical studies

should investigate possible progression paths in patients with CNS tumors who have

hyperprolactinemia or intracellular PRL in tumor cells.
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Table 1 — Histological classification of tumors

Histological type n Grade
Meningiomas
Meningothelial 11 I
Fibroblastic 9 I
Transitional 9 I
Psammomatous 5 I
Angiomatous 6 I
Microcystic 1 I
Secretor 1 I
Atypical 4 II
Astrocytoma
Pilocytic 2 I
Diffused 2 II
Anaplastic 4 I
Oligodendroglioma 2 II
Anaplastic oligodendroglioma 4 111
Glioblastoma 19 v
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Table 2 — Distribution of cases according to median age, sex, tumor histological type and

ICPRL positivity
ICPRL positive ICPRL negative

Variable n=36 n=43 p*
Age 57 (15 to 84) 60 (26 to 86) 0.54
Women 20 (56%) 33 (77%) 0.08
Histological type 0.68

Meningioma 19 (53%) 27 (63%)

Astrocytoma 4 (11%) 4 (9%)

Glioblastoma 9 (25%) 10 (23%)

Oligodendroglioma 4 (11%) 2 (5%)

Data presented as a median (minimum and maximum)
*p = Qui-square

ICPRL = intracellular prolactin
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Table 3 — Values for cell proliferation (Ki-67 and Mcm-2) and angiogenesis (CD-105)

markers in different histological types according to positive and negative ICPRL variables

Histological type n Positive ICPRL n Negative ICPRL p**
Ki-67 (%) Ki-67 (%)
Meningiomas 19 3.5(0.8to 12.9) 27 3.0 (0.9 t0 9.8) 0.47
Astrocytomas 4 12.1 (2.6 t0 35.0) 4 4.1 (2.6 t0 12.2) 0.49
Glioblastomas 9 10.5 (6.0 to 20.3) 10 9.8 (2.3 to 34.0) 0.76
Oligodendrogliomas 4 18.5(11.4 to 39.0) 2 13.2 (6.3 t0 20.2) 0.80
Total 34 6.2 (0.8 to 39.1) 43 3.7 (0.9 to 34.5) 0.09
Mcm-2 (%) Mcm-2 (%)
Meningiomas 19 8.2(3.9t0 14.9) 27 6.4 (3.2to0 11.6) 0.34
Astrocytomas 4 6.5 (3.2 t0 20.1) 4 6.9 (1.41t010.2) 0.99
Glioblastomas 8 30.0 (15.8 to0 69.9) 10 29.5(6.1 to 56.8) 0.72
Oligodendrogliomas 4 16.3 (2.4 t0 41.0) 2 31.0(22.9t039.0) 0.53
Total 36 14.3 (0.8 to 69.9) 43 8.0 (1.1 to 56.8) 0.31
CD 105 CD 105
Meningiomas 19 8.7(7.2t0 11.5) 27 6.7 (3.2to 11.5) 0.11
Astrocytomas 4 5.8(6.0to 7.0) 4 8.8 (6.0 to 12.0) 0.06
Glioblastomas 8 9.3 (7.0to0 8.0) 10 8.5 (6.0 to 11.0) 0.18
Oligodendrogliomas 4 8.5(0.0to 17.0) 2 14.8(15.0t0 15.0) 0.53
Total 36 8.5(1.5t0 15.6) 43 7.8 (0.0 to 15.0) 0.31

Data presented as median (minimum and maximum).
** p = Mann-Whitney

ICPRL = intracellular prolactin



Table 4 — Distribution of cases according to age, sex, tumor histological type and elevated

serum PRL
Elevated serum PRL Normal serum PRL
Variable n=19 n=43 p*
Age 55 (15 to 84) 61 (26 to 86) 0.37
Women 13 (41%) 33 (77%) 0.14
Histological type 0.49
Meningioma 9 (47.4%) 26 (60.5%)
Astrocytoma 2 (10.5%) 5(11.6%)
Glioblastoma 7 (36.8%) 8 (18.6%)
Oligodendroglioma 1 (5.3%) 4(9.3%)

Data presented as median (minimum and maximum)
* p = Chi-square

PRL = prolactin
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Table 5 — Values for cell proliferation (Ki-67 and Mcm-2) and angiogenesis (CD-105)

markers in different histological types according to elevated and normal serum PRL

Elevated Serum Normal Serum
Histological type n PRL n PRL p**
Ki-67 (%) Ki-67 (%)
Meningiomas 9 3.8(1.3t0 12.5) 26 2.9 (0.7 to 12.8) 0.59
Astrocytomas 2 7.6 (3.0to 12.3) 5 4.0 (2.6 t0 20.2) 0.85
Glioblastomas 6 15.5 (6.0 to 34.5) 8 9.0 (4.4t019.9) 0.18
Oligodendrogliomas 1 18.5(-) 3 11.4(6.3t039.0) 0.80
Total 18 6.5(1.3t034.5) 42 43(0.7t039.0) 0.11
Mcm-2 (%) Mcm-2 (%)
Meningiomas 9 7.6 (1.1t026.0) 26 4.5 (0.8 t0 28.4) 0.67
Astrocytomas 2 8.6 (7.1t0 10.2) 5 5.9 (1.3t020.1) 0.38
Glioblastomas 7 343(19.8t069.9) 8 28.6(15.6t042.7) 0.23
Oligodendrogliomas 1 146 (-) 4 204 (24t041.0) 0.53
Total 19 102(1.1t069.9) 43 8.0(0.8t042.7) 0.12
CD 105 CD 105
Meningiomas 9 8.1 (0.0to 12.0) 26 6.8 (0.0 to 14.0) 0.42
Astrocytomas 2 8.7 (6.0 to 12.0) 5 7.4 (6.0 to 10.0) 0.57
Glioblastomas 7 8.1 (7.0to 12.0) 8 9.2 (6.0to 12.0) 0.95
Oligodendrogliomas 1 6.1(-) 4 13.0(0.0to 17.0)  0.53
Total 19 82(0.0to12.0) 43 7.7 (0.0 to 17.0) 0.46

Data presented as median (minimum and maximum).

** p = Mann-Whitney PRL = prolactin
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Table 6 — Values for Ki-67, Mcm-2 and CD105 markers according to positive ICPRL and elevated

serum PRL (Group 1), positive ICPRL or elevated serum PRL (Group 2) and negative ICPRL and

normal serum PRL (Group 3)
Marker n  Positive ICPRL and n Positive ICPRL or n Negative ICPRL and p***
elevated serum PRL elevated serum PRL normal serum PRL
Group 1 Group 2 Group 3

Ki-67 8 11.6 (1.3 to 20.3) 29  4.8(0.8t039.1) 23 3.3(0.9t0 19.9) 0.009
Mcm-2 9 19.9 (3.9 t0 69.9) 30 8.5(0.8t041.0) 23 6.6 (1.1 to 42.8) 0.05

CDI05 9 8.2 (6.0 to 12.0) 30 87(00t017.0) 23  6.6(0.0t015.0)  0.115

Data presented as median (minimum and maximum).
*#%*p = Linear Regression

ICPRL = intracellular prolactin; PRL = prolactin.
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Figure 1

Figure 1. (a) Nuclear immunopositivity for the Ki-67 antigen (black arrow); x400. (b)
Positive nuclear expression for Mcm-2 (open arrow); x400. (c) Expression in vascular

endothelial cells of the CD-105/endoglin marker (orange collor); x200.



Figure 2

Figure 2. Cytoplasmatic immunopositivity for intracellular prolactin (arrow); x400.
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4 ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM PORTUGUES

Replicagdo celular e angiogénese em uma serie de tumores do sistema nervoso central e

sua relacdo com a expressao de prolactina tecidual e hiperprolactinemia

Abech DMD, Pereira-Lima JF, Ledes CGS, Meurer RT, Barbosa-Coutinho LM, Ferreira NP,

Oliveira MC.

Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre (UFCSPA)
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RESUMO

No desempenho de inumeras fungdes organicas em diversos tecidos, a prolactina
(PRL) exerce efeitos mitogé€nico, antiapoptotico, morfogénico, de atividade secretédria e
modulador da angiogénese. A expressao da PRL e de seu receptor esta descrita em tecidos
tumorais de mama, prostata e, mais recentemente, em tumores do sistema nervoso central. O
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da presenca da PRL intracelular (PRLIC) e da
hiperprolactinemia na replica¢do celular, utilizando a técnica de imuno-histoquimica (IHQ)
para Ki-67 e Mcm-2, e angiogénese, utilizando IHQ para endoglina (CD-105), em tumores do
sistema nervoso central de origem neuroepitelial (total de todos os casos 41,8%: 10,2%
astrocitomas, 24% glioblastomas e 7,6% oligodendrogliomas) e das meninges (58,2% de
todos os casos). As medianas dos indices Ki-67 e Mcm-2, quantificados como porcentagem
de células marcadas, foram significativamente menores nos meningiomas quando
comparados aos glioblastomas (p<0,001 para Ki-67 e p<0,001 para Mcm-2) e
oligodendendrogliomas (p<0,001 para Ki-67 e p=0,02 para Mcm-2). Foi observada boa
correlacdo entre os marcadores de replicacdo Ki-67 ¢ Mcm-2 (rs=0,60). Nao foi observada
diferenca significativa na densidade vascular entre os diferentes tipos histoldégicos. A imuno-
histoquimica para a PRLIC foi positiva em 45,6% dos tumores. A PRL sérica variou de 4 a
70 ng/ml e estava elevada em 33,9% dos casos. Quando avaliadas isoladamente, em modelo
de regressdo linear multipla, ndo foi observado efeito importante da PRLIC e PRL sérica
sobre os indices Ki-67 ¢ Mcm-2 ou sobre a densidade vascular. Quando avaliado o impacto
das variaveis PRLIC e PRL sérica combinadas sobre estes marcadores, observou-se uma
elevagdo da densidade vascular nestes tumores assim como, aumento significativo dos
marcadores de replicagdo celular (p= 0,009 para Ki-67 e 0,05 para Mcm-2) A presenca da
PRL no tecido tumoral pode se constituir em fator modulador da proliferacdo celular e

angiogénese no sistema nervoso central.
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INTRODUCAO

A prolactina (PRL) foi originalmente identificada como um hormonio
neuroenddcrino de origem hipofisaria exclusiva. Contudo, recentemente, sua presenga €
secrecdo foram detectadas em tecidos ndo-hipofisarios ?. Os principais sitios de produgéo
extra-hipofisaria da PRL sdo a decidua, o tecido mamario, os linfocitos-T, o cérebro ¢ o
endométrio.® ¥ Da mesma forma, o receptor que media suas a¢des (R-PRL), ja foi descrito no

® Em tecidos tumorais, os R-

hipotalamo, plexo cordide e células do sistema imunologico
PRL foram relatados em tumores de prostata, mama e alguns casos de tumores do SNC¢7®,

Estdo descritas mais de 300 diferentes fungdes organicas para a PRL em diversos
tecidos™. Em nivel celular, a PRL exerce efeito mitogénico, antiapoptotico, morfogénico, de
atividade secretoria e modulador da angiogénese ©.

A associacdo entre a PRL e risco de cancer de mama foi descrita por varios
grupos'“'"'? ¢ a expressdo da PRL e do R-PRL também foi detectada no tecido prostatico
tumoral"®, apresentando correlacdo positiva com o grau histologico do tumor'®. Desta
forma, evidéncias sugerem que a PRL estimula a proliferacdo, aumentando a motilidade e
modulando a neovasculariza¢io em algumas linhagens de células tumorais®'?.

Em estudo recente demonstrou-se a presenga tecidual de PRL e
hiperprolactinemia em uma série de tumores do SNC® o que motivou a busca de uma
possivel associacdo entre esses achados com a proliferagdo celular tumoral avaliada pelo

antigeno Ki-67 e pela proteina mantenedora de minimicrossomo 2 (Mcm-2), e com a

angiogénese, avaliada pela endoglina (CD-105).

PACIENTES E METODOS

Trata-se de um estudo transversal de 79 casos de tumores primarios do sistema

nervoso central, de origem neuroepitelial (41,8%) e das meninges (58,2%), submetidos a
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excisdo cirurgica no Hospital Sao José da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre, Brasil, num periodo de 40 meses. A idade dos pacientes variou entre 15 e 86 anos
(idade média = 56,6 anos), sendo 67% dos pacientes do sexo feminino e 33% do sexo
masculino. Com relagdo ao tipo histologico, 58,2% eram tumores das meninges enquanto
41,8% eram tumores de origem neuroepitelial. Quanto ao tipo histolégico, os tumores de
origem neuroepitelial estavam distribuidos em: astrocitomas (10,2%), glioblastomas (24%) e
oligodendrogliomas (7,6%). A classifica¢do e graduagdo dos tumores estudados, conforme os
critérios da OMS"® ), encontram-se na Tabela 1.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), tendo os pacientes assinado consentimento
e os autores termo de confidencialidade.

No dia anterior ao procedimento, foi coletada amostra de sangue periférico as
08:00 h para dosagem sérica de PRL (valores de referéncia dos kits de quimioluminescéncia
para dosagem da PRL: 2-17 ng/mL e 3-29 ng/mL, respectivamente para homens ¢ mulheres) e
TSH (valores de referéncia do Kit para o TSH: 0,3-5,0 mUI/mL). Previamente a cirurgia, os
pacientes responderam sobre a exposicdo a medicamentos que potencialmente aumentam os
niveis séricos da PRL, que constituiu critério de exclusdo. Também foram excluidos os
pacientes portadores de tumores proximos a regido selar e parasselar e aqueles com niveis
séricos elevados de TSH.

O procedimento cirurgico foi realizado em todos os pacientes por um mesmo
neurocirurgido (F.N.P). Ap6s o exame anatomo-patologico de rotina, uma por¢do do material
fixado em parafina foi cortado (microtomia de 3um) e preparado para a técnica de imuno-
histoquimica. As laminas foram analisadas por um mesmo patologista para a confirmacao
diagnodstica e determinacdo do tipo histologico e graduacdo do tumor, segundo critérios da

Organizagio Mundial de Saude!"”.
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O método da estreptoavidina-biotina-peroxidase foi utilizado para a deteccao das
proteinas Ki-67 ¢ Mcm-2, PRL intracelular e endoglina (CD-105). Os anticorpos primarios
utilizados foram anti-Ki67 (MIB-1, Dakocytomation, Glostrup, Denmark; dilution 1/150),
anti-Mcm-2 (CRCT2.1, Novocastra, Newcastle, United Kingdom; dilution 1/30), anti-CD105
(4G11, Novocastra, Newcastle, United Kingdom; dilution 1/50) and anti-Prolactina
(polyclonal, Dakocytomation, Glostrup, Denmark; ready for use). A recuperagdo antigénica
para os anticorpos Mcm2 and CD-105 foi realizada com tris-EDTA (pH = 9.0) por 40
minutos, e para o Ki-67 com citrato de soédio (pH = 6.0) durante 30 minutos. Para a PRL
intracelular ndo foi realizada recuperagdo antigénica. A atividade da peroxidase enddgena foi
bloqueada com peroxido de hidrogénio e de proteinas inespecificas com albumina bovina. A
ligagdo antigeno-anticorpo foi visualizada com diaminobenzidina (DAB). Tonsila palatina foi
utilizada como controle positivo para anti-Ki67, anti-Mcm-2 and anti-CD105, e prolactinoma
para o anticorpo anti-prolactina. Como controles negativos foram utilizados os mesmos cortes
sendo omitido o anticorpo primario.

Os indices Ki-67 ¢ Mcm-2 foram calculados como porcentagem de nucleos
marcados em aproximadamente 1000 células e expressos como a média da contagem de dois
observadores (autores: Abech DMD and Pereira-Lima JF). Para avaliar a expressdo da PRL
intracelular (PRLIC) foi considerada positiva a presenca inequivoca de 1% de células com
citoplasma marcado em 300 células contadas'”. A avaliagio da microdensidade vascular
(MDV) utilizando o anticorpo anti-CD105mAb foi determinada através da técnica de
Chalkley, internacionalmente conhecida como critério standart para a avaliagio da MDV!®,
As trés areas mais vascularizadas da lamina foram identificadas como hotspots,
subjetivamente escolhidas em cada lamina ap6s uma varredura em campo microscopico de
baixa magnificagdo (x100). Através da interposicdo da graticula de Chalkley com 25 pontos

randomizados, na maior magnificagdo (x200), sobre cada hotspot, eram considerados
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microvasos contaveis o maior numero de pontos da graticula que coincidissem com 0s vasos
marcados com a IHQ. A contagem de vasos marcados com endoglina foi realizada em 3 hot
spots e expressa através da média das trés contagens, também conhecida como indice de
Chalkley ou microdensidade vascular média. Esse processo foi realizado por dois diferentes
observadores, sendo utilizada para o resultado final a média do nimero de vasos contados por
cada observador.

Na andlise de variaveis quantitativas, devido a assimetria encontrada nos dados,
utilizou-se mediana ¢ valores minimo ¢ maximo. Na andlise da concordancia entre dois
observadores utilizou-se o coeficiente de correlacdo intraclasse (ICC). Para comparar os
valores dos marcadores ki-67, Mcm2, CD-105 entre os grupos com prolactina intracelular
positiva e negativa, estratificando os diferentes tipos de tumores, usamos o teste de Mann-
Whitney para cada estrato. Para avaliar o efeito combinado da prolactina intracelular e sérica
sobre os marcadores de proliferacdo celular e angiogénese foi realizada regressao linear sobre
dados transformados logaritmicamente. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os dados
foram analisados com o programa SPSS versao 15,0 para Windows.

RESULTADOS

Foi observada boa concordancia na leitura entre os observadores da imuno-
histoquimica, com valores do coeficiente de correlagdo intraclasse variando entre 0,96 a 0,99.
A figura 1 evidencia positividade nuclear inequivoca dos marcadores Ki-67, Mcm-2 e CD-
105 em tumores estudados.

A mediana do indice Ki-67 nos meningiomas, astrocitomas, glioblastomas e
oligodendrogliomas foi de 3,0%, 4,7%, 10,4% e 18,6%, respectivamente, com diferenca
significativa entre os meningiomas ¢ os glioblastomas (p<0,001) e oligodendrogliomas

(p<0,001).
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A mediana do indice Mcm-2, foi de 7,2%, 6,8%, 30% e 20,4%, respectivamente
para os meningiomas, astrocitomas, glioblastomas e oligodendrogliomas, com diferengas
significativas entre meningiomas e astrocitomas quando comparados aos glioblastomas
(p<0,001 e p<0,001) e oligodendrogliomas (p=0,02 e p=0,05, respectivamente).

As medianas da densidade vascular observadas foram 8,1; 6,7; 9,2 e 12,8
respectivamente para os meningiomas, astrocitomas, glioblastomas e oligodendrogliomas,
porém sem diferencas significativas entre os grupos.

Observou-se uma boa correlagdo entre Ki67 ¢ Mcm-2 (rs=0,60) e correlagao
menos intensa entre densidade vascular e Mcm-2 (15=0,39) e Ki-67 (rs=0,21).

A imuno-histoquimica para a PRLIC foi positiva em 36 (45,6%) dos tumores. Nao
houve diferenga significativa entre os grupos com ¢ sem positividade para PRLIC com
relacdo a idade, sexo e tipo histologico do tumor ou marcadores de proliferacdao celular e
angiogénese (Tabelas 2 e 3). A figura 2 ilustra a imunopositividade para a PRLIC.

Os niveis séricos da PRL, avaliados em 62 pacientes, variaram de 4 a 70ng/ml,
estando elevados em 19 casos (30,6%). Nao foi observada diferenga significativa em relagao
a idade, ao sexo e ao tipo histoldgico ou aos marcadores de proliferacao celular e angiogénese
entre os grupos de pacientes com a variavel PRL sérica elevada e PRL sérica normal (Tabelas
4eb).

Isoladamente, PRLIC e a PRL sérica elevada, em modelo de regressao linear
multipla, ndo tiveram efeito sobre os indices Ki-67 ¢ Mcm-2 e a densidade vascular. Embora
sem diferenca estatisticamente significativa, o indice Ki67 foi mais elevado em todos os tipos
histolégicos no grupo com PRL positiva associada a PRL sérica elevada.

Para avaliar possivel impacto das varidveis PRLIC e PRL sérica de forma
combinada sobre os marcadores de replica¢ao celular e angiogénese, n= 62, foram formados

3 grupos: grupo 1 = PRLIC positiva e hiperprolactinemia; grupo 2 = PRLIC ou
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hiperprolactinemia e grupo 3 = PRLIC negativa e PRL sérica normal. Nesta analise
observou-se uma tendéncia a eleva¢do na densidade vascular na presenca de PRLIC e/ou
hiperprolactinemia, que alcangou aumento significativo para os indices Ki-67 ¢ Mcm-2

(Tabela 6).

DISCUSSAO

O indice Ki-67, que representa as células no ciclo celular, tem sido extensamente
estudado e validado como um bom marcador de replicagio celular’”'®. Em alguns tumores
do sistema nervoso central, como nos oligodendrogliomas, este indice apresenta boa relagao
com o grau e progndstico tumoral'®**”. Os valores do indice Ki-67, na presente série,

@n

mostraram-se semelhantes aos observados por outros estudos*”’, embora mais elevados nos

oligodendrogliomas quando comparados 4 série de Wharton e cols."”.

Mais recentemente, tem sido utilizada para avaliar o ciclo celular a proteina
mantenedora de minimicrossomo 2 (Mcm-2), que faz parte de um grupo de 6 proteinas
mantenedoras que se reunem em um complexo pré-replicagdo e que sdo essenciais na
replicacdo das células eucarioticas®?. Utilizando Mcm-2 em oligodendrogliomas, Wharton e

(23)

cols.””” encontraram boa correlagdo deste marcador com outros indices de replicagdo, com o

grau histologico do tumor e prognostico.

Scott e cols.*¥

, em gliomas de diferentes graus, observaram um aumento
significativo na expressao do Ki-67, Mcm-2 e ciclina A e B1, a medida que aumentava o grau
do tumor, sugerindo que qualquer um deles tem potencial uso como marcadores do grau
tumoral. O indice Mcm-2, no presente estudo, mostrou boa correlagdo com o indice Ki-67,

com mediana mais elevada do Mcm-2 em todos os grupos de tumores estudados.

Possivelmente este achado se deve ao fato do Mcm-2 ter capacidade de identificar também as
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células que estejam na fase G1 para GO, diferente do marcador Ki-67 que identifica apenas as
células no estagio G1°.

O grau de angiogénese tumoral, medido através da densidade de microvasos,
também tem sido utilizado como potencial marcador prognoéstico e possivel alvo terapéutico

: 2
nos tumores de sistema nervoso central( 6

, particularmente para os gliomas. Contudo, os
relatos da literatura relacionando o grau de angiogénese ao prognostico dos gliomas t€ém sido
conflitantes, em parte devido ao uso de marcadores pan-endoteliais, que ndo reagem
especificamente com os neovasos, mas também com os vasos normais presentes no tumor'>”,
A superioridade do marcador de angiogénese CD-105 sobre os marcadores pan-endoteliais

(28.29.30) & se deve ao

tem sido descrita na literatura para tumores de mama, pulmao e préstata
fato do anticorpo se ligar preferencialmente as células endoteliais ativadas em tecidos
angiogeénicos.

A literatura descreve os glioblastomas como os tumores so6lidos mais altamente
vascularizados®". Lebelt e cols.*?, em estudo avaliando a angiogénese em gliomas,
observaram densidade de microvasos mais elevada em glioblastomas e correlagdo
significativa com os graus de malignidade. Diferente de outros tumores do SNC, a
angiogénese nos oligodendrogliomas ¢ pouco conhecida. Em recente estudo, Netto e cols®?,
encontraram diferenga significativa na densidade de microvasos entre oligodendrogliomas

4 . .
@ ) estudando a densidade de microvasos em tumores

grau II e III. Assimakopoulou e cols.
cerebrais, observaram contagem de microvasos significativamente mais elevada nas
neoplasias astrociticas de alto grau (III e IV) quando comparadas aos meningiomas, enquanto
nos oligodendrogliomas uma densidade vascular menor foi observada. Na presente série,

quando comparadas as medianas da densidade de microvasos, ndo observamos diferenca

significativa entre os diversos tipos tumorais.
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Uma forte correlacao entre o grau histoldgico, o indice Ki-67 e a extensdo da
vascularizagdo do tumor, utilizando o marcador CD-105, foi observada por Barresi e cols.® ),
em meningiomas. Nosso estudo ndo confirma esse resultado, pois observamos uma
correlacdo fraca entre os marcadores de replicagdo e o de angiogénese.

Considerando o possivel potencial terapéutico que pode advir com o maior

dominio do processo da angiogénese tumoral, ¢ de interesse o reconhecimento recente das
acoes proliferativas e estimulantes da angiogénese relacionadas a atividade da PRL, enquanto
horménio enddcrino e autdcrino/paracrino®®. Neste sentido, o interesse por substancias com
potencial terapéutico de antagonizar as acdes proliferativas da PRL extra-hipofisaria seguiu-
se a evidéncia de expressao tecidual do receptor da PRL em 80-90% dos carcinomas de
mama, com maior expressio no tecido neoplasico do que no tecido adjacente ao tumor®” e
da expressdao da PRL e ativacdo de stat5a/b em associagdo ao grau do tumor, em carcinoma
de préstata(M) .
Ja em tumores do sistema nervoso central, Ledes e cols.® evidenciaram uma
correlacdo positiva entre os niveis séricos de PRL e a presenga de PRL intracelular ¢ um
possivel efeito modulador da PRL sobre a proliferagdo celular, avaliada pelo Ki-67. Na atual
série, quando avaliado o impacto das variaveis PRLIC e PRL sérica combinadas sobre estes
marcadores, observou-se uma tendéncia a elevagdo do numero de vasos no tecido tumoral e
aumento significativo dos marcadores de replicagdo celular

Ao nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo na literatura que avalia a
influéncia da presenca celular da PRL e o aumento de seus niveis séricos sobre o ciclo celular
e a angiogénese em tumores do sistema nervoso central. Os achados de aumento na
proliferacdo e angiogénese nos grupos com uma das variaveis PRL positivas (PRL

intracelular ou hiperprolactinemia) e de tendéncia a elevacdo na densidade vascular e

aumento significativo nos indices Ki67 ¢ Mcm-2 quando ambas as variaveis eram positivas,
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reforgam a sugestao de efeito modulador da PRL sobre a replicacdo celular e angiogénese em
tecido tumoral. Do mesmo modo, abrem a possibilidade de estudos clinicos que investiguem
possivel evolugdo diferenciada nos pacientes com tumores do sistema nervoso central que

sejam hiperprolactinémicos e/ou que apresentem PRL nas células tumorais.
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Tabela 1 — Classificagao histologica dos tumores

Tipo histologico n Grau
Meningiomas
Meningotelial 11 I
Fibroblastico 9 I
Transicional 9 I
Psamomatoso 5 I
Angiomatoso 6 I
Microcistico 1 I
Secretor 1 I
Atipico 4 II
Astrocitoma
Pilocitico 2 I
Difuso 2 II
Anaplasico 4 I
Oligodendroglioma 2 II
Oligodendroglioma anaplasico 4 I
Glioblastoma 19 v
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Tabela 2. Dados relativos a distribui¢do dos casos com rela¢do a mediana de idade, sexo e

tipo histologico do tumor e a positividade da PRLIC

PRLIC positiva PRLIC negativa

Variavel n=36 n=43 p*
Idade 57 (15 to 84) 60 (26 to 86) 0.54
Sexo feminino 20 (56%) 33 (77%) 0.08
Tipo histologico 0.68
Meningioma 19 (53%) 27 (63%)
Astrocitoma 4 (11%) 4 (9%)
Glioblastoma 9 (25%) 10 (23%)
Oligodendroglioma 4 (11%) 2 (5%)

Dados apresentados como mediana (minimo € maximo)

* p = Qui-quadrado

PRLIC = prolactina intracelular



Tabela 3 - Valores dos marcadores de proliferagao celular (Ki-67 and Mcm-2) e angiogénese

(CD-105) nos diferentes tipos histoldgicos de acordo com a variavel PRLIC positiva e

negativa
Tipo Histoldgico n PRLIC positiva n PRLIC negativa p**
Ki-67 (%) Ki-67 (%)
Meningiomas 19 3.5(0.8a12.9) 27 3.0(0.929.8) 0.47
Astrocitomas 4 12.1 (2.6 a 35.0) 4 4.1(2.6a12.2) 0.49
Glioblastomas 9 10.5 (6.0 a 20.3) 10 9.8(2.3a34.0) 0.76
Oligodendrogliomas 4 18.5(11.4a39.0) 2 13.2 (6.3 a20.2) 0.80
Total 34 6.2 (0.8a39.1) 43 3.7(0.9 a 34.5) 0.09
Mcm-2 (%) Mcm-2 (%)
Meningiomas 19 8.2(3.9a14.9) 27 6.4(3.2all.6) 0.34
Astrocitomas 4 6.5(3.22a20.1) 4 6.9(1.4a10.2) 0.99
Glioblastomas 8 30.0 (15.8269.9) 10 29.5(6.1 a56.8) 0.72
Oligodendrogliomas 4 16.3 (2.4 a41.0) 2 31.0(22.9a39.0) 0.53
Total 36 14.3 (0.8 2 69.9) 43 8.0 (1.1 a56.8) 0.31
CD 105 CD 105

Meningiomas 19 8.7(7.2a1l.5) 27 6.7(3.2all.5) 0.11
Astrocitomas 4 5.8(6.0a7.0) 4 8.8(6.0a12.0) 0.06
Glioblastomas 8 9.3(7.0a8.0) 10 8.5(6.0a11.0) 0.18
Oligodendrogliomas 4 8.5(0.0a17.0) 2 14.8 (15.0 2 15.0) 0.53
Total 36 8.5(1.5a15.6) 43 7.8 (0.0 a 15.0) 0.31

Dados apresentados como mediana (minimo and maximo).
** p = Mann-Whitney

PRLIC = prolactina intracelular
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Tabela 4 — Dados relativos a distribui¢do dos casos com relagdo a mediana de idade, sexo e

tipo histologico do tumor e prolactina sérica elevada

PRL sérica elevada PRL sérica normal

Variavel n=19 n=43 p*
Idade 55 (15 to 84) 61 (26 to 86) 0.37
Sexo feminino 13 (41%) 33 (77%) 0.14
Tipo Histologico 0.49

Meningioma 9 (47.4%) 26 (60.5%)

Astrocitoma 2 (10.5%) 5(11.6%)

Glioblastoma 7 (36.8%) 8 (18.6%)

Oligodendroglioma 1 (5.3%) 4(9.3%)

Dados apresentados como mediana (minimo € maximo).

* p = Qui-quadrado



Tabela 5 — Valores dos marcadores de proliferagao celular (Ki-67 and Mcm-2) e angiogénese

(CD-105) nos diferentes tipos histoldgicos para as variaveis PRL sérica elevada e normal

PRL serica PRL serica
Tipo Histoldgico n elevada n normal p**

Ki-67 (%) Ki-67 (%)
Meningiomas 9 3.8(1.3a12.)5) 26 2.9(0.7a12.8) 0.59
Astrocitomas 2 7.6(3.0a12.3) 5 4.0 (2.6220.2) 0.85
Glioblastomas 6 15.5 (6.0 a 34.5) 8 9.0(4.4a19.9) 0.18
Oligodendrogliomas 1 18.5(-) 3 11.4(6.3a39.0) 0.80
Total 18 6.5 (1.3 a34.5) 42 4.3 (0.7 a39.0) 0.11

Mcm-2 (%) Mcm-2 (%)
Meningiomas 9 7.6 (1.1 226.0) 26 4.5(0.8a28.4) 0.67
Astrocitomas 2 8.6(7.1a10.2) 5 5.9(1.3a20.1) 0.38
Glioblastomas 7 343(19.8269.9) 8 28.6 (15.6a42.7) 0.23
Oligodendrogliomas 1 14.6 (-) 4 204 (2.4a41.0)0 0.53
Total 19 102(1.1269.9) 43 8.0(0.8a42.7) 0.12

CD 105 CD 105

Meningiomas 9 8.1(0.0a12.0) 26 6.8 (0.0 a 14.0) 0.42
Astrocitomas 2 8.7(6.0a12.0) 5 7.4(6.02a10.0) 0.57
Glioblastomas 7 8.1(7.0a12.0) 8 9.2 (6.0a12.0) 0.95
Oligodendrogliomas 1 6.1(-) 4 13.0(0.0a 17.0) 0.53
Total 19 8.2(0.0a12.0) 43 7.7 (0.0 2 17.0) 0.46

Dados apresentados como mediana (minimo € maximo).

** p = Mann-Whitney

PRL = prolactina
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Tabela 6 — Valores para os marcadores Ki-67, Mcm-2 ¢ CD105 ¢ sua relagdo com as variaveis
PRLIC positiva e PRL sérica elevada (Grupo 1), PRLIC positiva ou PRL sérica elevada (Grupo 2) e

PRLIC negativa e PRL sérica normal (Grupo 3)

Marcador n PRLIC positiva e n PRLIC positivaou n  PRLIC negativae PRL p***

PRL sérica elevada PRL sérica elevada sérica normal
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Ki-67 8 11.6 (1.3 a20.3) 29 4.8 (0.8a39.1) 23 3.3(0.9a19.9) 0.009
Mcm-2 9 19.9 (3.9 2 69.9) 30 8.5(0.8a41.0) 23 6.6 (1.1a42.8) 0.05
CD105 9 8.2(6.0a12.0) 30 8.7(0.0a 17.0) 23 6.6 (0.0a 15.0) 0.115

Dados apresentados como mediana (minimo and maximo).
**%* p = Regressao Linear

PRLIC = prolactina intracelular; PRL = prolactina
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Figura 1

Figura 1. (a) Imunopositividade nuclear para o antigeno Ki-67 (seta preta); x400. (b)
Expressao nuclear positiva para o Mcm-2 (seta aberta); x400. (¢) Imunopositividade para o

marcador CD-105/endoglina (cor laranja); x200.
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Figura 2

Figura 2. Imunopositividade para a prolactina intracelular, nota-se presenga inequivoca de

células com citoplasma marcado (seta); x400.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Para os diferentes tipos tumorais os valores do indice de replicacdo celular Ki-67 ¢
Mcm-2 mostraram-se  semelhantes aos observados na literatura exceto nos
oligodendrogliomas onde o indice Ki-67 foi mais elevado.

Em todos os grupos de tumores o marcador de replicagdo celular Mcm-2 apresentou
boa correlacdo com o indice Ki-67, com valores mais elevados de mediana para o indice
Mcm-2.

Nao observou-se diferenga significativa entre os diversos grupos tumorais nas
medianas da densidade de microvasos.

A expressdo da prolactina intracelular foi detectada em 45,6% dos casos. Nao se
observou diferenga estatisticamente significativa entre os pacientes que apresentaram
positividade para esta variavel com relagdo a idade, ao sexo e ao tipo histoloégico do tumor ou
aos marcadores de proliferagdo celular e angiogénese.

Niveis séricos elevados da prolactina foram observados em 19 de 62 casos avaliados
(30,6%). Nao houve diferenga significativa em relacdo a idade, ao sexo e ao tipo histologico
ou aos marcadores de proliferacdo celular e angiogénese entre os grupos com relagdo a
varidvel prolactina sérica.

Observou-se que, analisado isoladamente, o indice Ki67 esteve sempre mais elevado
nos grupos com presenca de PRL intracelular ou hiperprolactinemia. Quando essas variaveis
foram consideradas em conjunto houve tendéncia a aumento na angiogénese e aumento

significativo nos indices de replicagdo celular.
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5.1 CONCLUSAO FINAL

As variagdes observadas na replicagdo celular e angiogénese na presenca de PRL
intracelular e hiperprolactinemia sugerem participacdo da prolactina entre os fatores
moduladores destas agoes.

Novos estudos elucidardo o papel da prolactina na tumorigénese ou manutengao de
tumores do sistema nervoso central, sua interferéncia na replicacdo celular e angiogénese,

bem como possiveis implicagdes prognosticas e terapéuticas desses achados.



6 ANEXOS
ANEXO A. Parecer do CEP da Santa Casa de Porto Alegre

Irmandad.e da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

1as 5 - Teleron i B S{S1)3214.8585
Rua Prof. Annes Dias. 285 - Telerone: (51) 3314.85)80\ Fax:{ Y3214 {
CEP 90020-090 - Porto Alegre - Rio Grande de Sul - CNPJ: 928]:% 2:0001-08
Site: www.santacasa.org.br - E-mail: marketiog@santacasa tche.br

Campromisso com a cxceléncio

PARECER CONSUBSTANCIADG

¢ Parceer complemeutar n® 108/08
Protocolo n° 1814/08

Tiwilo: “Expressdo imunoistoguimica de receptares de prolactina, prolactina intracelular e relagio de
angiogénese e proliferagio celular em tumores primdrios do sistema nervoss central”,

Pesquisador Responsavel: - Miriam da Costa Oliveira
Instituigdo onde se realizard — [rmandade d4 Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre.

Data de Entradg: 11/03/08

II- Objetivos — Avaliar as concentragBes séricas de prolactina e a presenga de expressdo de receptores de
prolactina, prolactina intracelular, marcador de angiogénese ¢ marcador de proliferagdo celular em
tumores primarios do SNC.

III - Sumirio do Projeto:

Descrigdo e caracteriza¢iio da amostra: O presente estudo rata-se de uwm estudo transversal Sera
avaliado o material andtomo patoldgico obtido de pacientes adultos, de anbos os $€x0s, submetidos a
excisdo cirirgica de tumor prirdrio do SNC, no Hospital Sao Tosé, no vertode de outubro. de 2003 a
Janeiro de 2007. A época do procedimento ci irgICo todos 0s pavientes responderam a uma anamnese de
rotina e a um questiondrio relativo 2 exposivio a medicamentos que pereacialmente aumentam os niveis
séricos da prolactina, conforme protocolo et anexo (Anexo 1)

Critérios de inclusiio: Serd incluido no estudo o material anétoma peloiogico oblido de pacientes que
tenham sido submetidos 4 excisio cirtrgica de tumor primdcio de SNC. 1o Hospital S@o José, com
Termo de Consentimente assinudo cuje modelo encoutra-se no Anvvo 2 desce projeto, durante o periodo
de outubro de 2003 a janeiro d= 2007

“Critérios de exclusdo: Serd excluido deste estudo 0 muaterial andtome patolégico de pacientes

portadores de tumor secundirio de SNC, de tumores localizados na regiido selar, o material dos pacientes
que, conforme dados obtidos no questiondrio do Anexo L, estavarn expostos a medicamentos que
potencialmente aumentarm a prolactina sérica = o nazerisl de paciectey que ndo assinaram o Termo de
Consentimento. :

Adequacio das condigdes - Hospital escala cormn infra-estrutura adequate sura a realizago do estudo
descrito.

IV -Comentarios:

- Justificativa do uso de placebo - Nic se aplica no presents estuda, :

x { z i opsantacasa,iche. br
Comité de Etica em Pesquisa - CEPASCHPA Fenediee (S1) 224-3377 <o psantacasa, .
Reconhecdo: Conissao Haclonal de Stz em Pesqulsa - SONEP | laf.m{y R e

utiomat E = ata
IR8 - ingtitutionat Reviaw 2a51d polo .S Depsnme it ..
COffice for Human Resezcch Protoclions 'ORPH) sn!:lnl:‘ne‘.\;r
FWA - Fadsraniidy Assurance sob nimere - FWANNGO2942

309
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ComicE de Erica em Pesquise — CEPASCMPA
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Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre

Rua Prof. Annes Dias, 285 - Telefone: (51)3214.8680 - Fax: (51732148583
CEP 90020-G90 - Porto Alegre - Rio Grande do Sul - CNPJ: 92815000/0001-62
Site: www.santacasa.org.br - E-mail: marketing@santacasa.tche br

2002

@*

Comprarnivse cons a exceléneia

- Anglise de riscos e beneficios ~ Sao apresentados no TCLE.
- Adequagiio do termo de consentimento e forma de obté-lo — Apresenta-se adequado.

-Informacdo adequada guanto ao financiamento — Os kils de imurchistoquimica e marcadores de
angiogénese e proliferagio celular serdio subsidiados pelo Programa de Pés-Graduagio em Patologia da
UFCSPA.

.

-Outros centros no caso dewitudos multicéntricos - O estudo sefd realizado nz ISCMPA e UFCSPA,
¢
14
V -Parecer ~ "dpds reavaliagio das alisfages acima descritas, o presente comilé nido encontrou
Sbices quanto ao desenvolvimenio do estudo em nossa Instituigdo ™,

VI -Data da Reunifo: 01/04/2008.
VII - Data da Reavaliacfio: 16/04/2008.

“Projeto ¢ Termo de Consentitnento Livre e Esclarecido, Aprovados™.

Obs.: 1 - O pesquisador responsdvel deve encaminhar & este CEP, Relaidrios de Andomento dos
Projetos desenvolvidos na ISCMPA. Relatdvios Parciais {pesquisas vom duragdo superior & 6 meses),

Relatdrios Finais (ao término da pesquisa) e o5 Resultades Obiidos fedpia da publicagdo).

2 — Para o inicio do projeto de pesquisa, ¢ investigador deverd: apresentar a chefia do servigo {onde
serd realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovagio de prorocolo pelo Comité de
Etica.

Pouto Alegre, 16 de Abril de 2008,

Dr. Clandio Teloke
Coordenador do CEF/ISEMPA

FoueFax (11) 3244-8571

Comissdo Nacional ds —e-mail cepEsantaca, il

i Ui e s N x Pa: i .
R ireto Nacional dz j:.u um Paszuisa - CONEP / Ministério da Sadde Perecer conplementer 109/

Offce for Hurr.an Resoarch g??m@?ir?z%ﬂgfﬂfmt of Hesith aad Hurnar: Sen,
. FWA - Feceraiwide Assuranca sob num'wo f v;;::ugﬁfg it

icag (DHMHS;
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ANEXO B. Parecer do CEP da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto

Alegre — UFCSPA

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAD

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENGIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

Protocolo para apresentacio de Projeto de Pesquisa aprovado pelo

CEP ISCMPA
{
Data de recebimento CEP UFCSPA Numero
21/07/2009 009/09

Nome do projeto: Expressio Imunoistoquimica de receptores de
prolactina intracelular e relacio de angiogénese e proliferaciio celular
em tumores primarios do sistema nervoso central

Autores:Denise Maria Dotta Abech, Miriam da Costa Oliveira, Julia
Fernanda Pereira Lima

Protocolo: 1814/08

Parecer: 108/08 ‘

Data de Aprovac¢iao no CEP ISCMPA: 16/04/2008

Secretaria CEP UFCSPA

Ecl(?.ﬁ%A
Secretiria do ;
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ANEXO C. Questionario relativo a exposicao

HIPERPROLACTINEMIA E PROLACTINA INTRACELULAR NOS TUMORES
PRIMARIOS DO SNC

PROTOCOLO DE INTERNACAO

ETIQUETA Caso numero:
Identificacéo
e Nome:
e Sexo: 1 —Masc 2 -Fem
e [dade:

e Prontuario:

e Endereco e tel:

Dados clinicos

e Drogas :

e Ultimo parto (_ /_/ ) eDUM(_/ / ) o Libido/fung¢ao sexual:

e Data da cirurgia:

e Sintomas pré-cirurgia:

e Exame de imagem pré-cirirgico:

Laboratério

e PRL sérica:
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ANEXO D. Técnica de imuno-histoquimica

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

cortar o bloco de parafina com uma espessura de 3 micrometros;

colocar o corte na ldmina preparada com organolisano;

desparafinar: deixar a ldmina na estufa a aproximadamente 70° C por 30 minutos;
deixar a lamina de molho no xilol por 5 minutos; passar a Lamina por 6 vezes no
alcool absoluto para retirar o xilol; lavar a lamina em agua destilada;

aquecer a solu¢do de citrato de sodio (pH 6,0) em banho-maria até 92° C e colocar as
laminas nessa solu¢do, deixando-as por 40 minutos;

deixar esfriar por 5 minutos a temperatura ambiente;

lavar em dgua destilada corrente;

colocar a lamina em solucdo de 4gua oxigenada 30 volumes (5mL) e metanol (95mL)
durante 10 minutos por duas vezes;

lavar a lamina em agua destilada;

lavar a lamina em PBS (phosphate buffered saline), por 5 minutos duas vezes;

deixar o excesso de liquido escorrer das ldminas e secar o excesso com papel filtro (ao
redor do tecido)

delimitar o corte com caneta DAKO-pen (uma a uma);

pingar soro normal de cavalo em dilui¢dao 1/100 e deixar por 30 minutos;

deixar escorrer o excesso de soro;

aplicar o anticorpo especifico, na dilui¢do desjada, cobrindo todo o tecido;

deixar em camara imida coberta na geladeira (4°C) durante a noite;

lavar com PBS duas vezes por 5 minutos;

aplicar anticorpo secundario biotinilado do Kit LSAB da DAKO (Kit inuversal, pronto
para uso) cobrindo todo o tecido e deixar por 30 minutos em estufa a 37°C;

lavar com PBS duas vezes por 5 minutos;



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
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aplicar StrepA-B do Kit LSAB cobrindo todo o tecido e deixar por 30 minutos em
estufaa 37° C;

lavar com PBS duas vezes por 5 minutos;

preparar o cromogeno DAB (diaminobenzina) (100 mL de PSB, 60 mg de DAB e
ImL de agua oxigenada a 30 volumes);

aplicar cromégeno DAB, cobrindo todo o tecido e deixar por 5 minutos;

lavar em agua destilada por 5 minutos;

contra-corar com hematoxilina por 30 segundo;

lavar em dgua corrente;

passar as laminas em alcool absoluto por 4 vezes, deixando por 5 minutos no ultimo
recipiente com alcool absoluto;

passar as laminas no xilol;

montar as 1Aminas com laminula utilizando entellan.



