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Resumo

Latorraca, E. F. Expressio da Galectina-3 e Avaliaco do I ndice de Proliferagio Celular e
da Densidade Microvascular em Ependimomas. 2009. 82 f. Dissertagao (Mestrado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Ependimomas sdo tumores que se originam de eventos oncogénicos nas células do epéndima
ou de células-tronco teciduais que exibem comprometimento e/ou diferencia¢do ependimaria.
Em geral, s3o tumores de crescimento lento e suscetiveis a resseccdo cirurgica radical,
dependendo da sua localizacdo no neuroeixo. No entanto alguns ependimomas apresentam
transformagdo anaplésica e prognoéstico reservado. Os tumores da fossa posterior podem,
ainda, exibir dreas de necrose ou mesmo mitoses em alguns casos, sem que isso signifique
prognodstico adverso. A importidncia de se estudar estes tumores ¢ devido a sua maior
prevaléncia e elevada morbidade em criancas e adultos jovens Galectinas sdo proteinas
ligantes a carboidratos de mamiferos, composta de quinze membros que desempenham papéis
importantes em condi¢des fisioldgicas e patoldgicas. A galectina-3 (Gal-3) tem sido
extensivamente estudada devido a sua relagdo com vdrias neoplasias e seu valor progndstico.
O presente projeto pretendeu avaliar a expressdo de Gal-3 numa série de ependimomas de
diferentes graus de malignidade e avaliar as possiveis correlacdes da expressao desta lectina
com o Indice de Proliferagio Celular avaliado pelo Ki-67 (IPC-Ki-67) e a Densidade
Microvascular, avaliada pela imunomarcacdo pelo CD31. Foram levantados os casos de
ependimomas de pacientes operados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP) e no Hospital Sao Paulo da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP/EPM) num periodo de 18 anos (1990 a 2008).
Apos revisao diagnostica e gradagdo dos tumores, foi realizado o levantamento dos blocos
disponiveis em 40 casos. A casuistica foi composta de 22 casos do sexo masculino e 18 do
sexo feminino. A idade média dos pacientes foi de 19,1 + 16,7 anos, (variagdo de 6 meses a
55 anos). Embora todos os ependimomas tenham expressado a Gal-3, ndo se observou
correlacdes significativas entre a expressao desta lectina e a evolugdo clinica, grau histologico
/ou com as demais varidveis clinicas. O IPC-Ki-67 > 3% foi observado nos casos que
evoluiram ao 6bito, com forte tendencia a siginificancia estatistica. Nos casos com IPC-Ki-67
< 3% e idade superior a 5 anos foram os que obtiveram maior sobrevida. A localizagdo da
neoplasia, grau histolégico e DMV ndo se correlacionaram de forma significativa com a
sobrevida dos pacientes. A Gal-3 esta expressa de forma ubiqua nos ependimomas,
independentemente do grau de malignidade. Dentre os marcadores avaliados, o valor de corte
de 3% do IPC-Ki-67 foi o que melhor discriminou os pacientes de acordo com a sobrevida.

Palavras-Chave: Ependimoma — Galectina-3 — Indice de Proliferacio Celular — Ki-67 —
Densidade Microvascular - Imuno-Histoquimica.



Abstract

Latorraca, E. F. Expressdo da Galectina-3 em ependimomas, estudo da densidade
vascular e expressao de Ki-67. 2009. 82 f. Dissertation (Master’s degree) - Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

Ependymomas are rare tumors originated from the cells that cover the ventricles of the CNS
and central canal of the spinal cord. Generally they are slow growth tumors and are
susceptible to complete surgical resection, depending on the tumor location.. However some
ependymomas show anaplastic transformation and a dismal prognosis. Ependymomas in the
posterior fossa may show areas of necrosis or even mitosis in some cases with no impact in
the prognosis. The study of ependymomas relies of its greater prevalence in children and
young adults as well as it’s with high morbility. Galectins are carbohydrate-binding proteins
from mammals compounded of fifteen members that play important roles in physiological and
pathological conditions. Galectin-3 (Gal-3) has been extensively study due to its relation with
several tumors and prognosis. The present study aimed to evaluate the Gal-3 expression in a
series of 40 ependymomas of different grades of malignity as well as to evaluate possible
correlations of this lectin’s expression with the proliferation index measured by Ki-67 (Ki-67
LI) and with Microvascular Density (MVD), evaluated by immunostaining for CD31. Cases
were retrieved from patients operated at Clinical Hospital of Ribeirdo Preto School of
Medicine, University of Sao Paulo (HCFMRP-USP) and Sao Paulo Hospital from Federal
University of Sao Paulo (UNIFESP/EPM) in a period of 18 years (1990 to 2008). After the
diagnostic review and tumor grading, tissue blocks were retrieved from the files of our
Institutions. The casuistic was composed of 22 males and 18 females. The patient mean age
was 19.1 £ 16.7 years (ranging from 6 months to 55 years). All ependymomas were reactive
for Gal-3, but its expression did not correlate with the patient outcome or tumor grading as
well as to the others clinic variables. The Ki-67 LI > 3% was observed in cases which
followed to death, with a strong tendency to statistical significance. Cases with Ki-67 LI <3%
and patient’s age (> 5 years) were the best predictive of a better patient survival. Tumor
location, histopatological grading and MVD did not show any relationship with the patient
survival. Gal-3 is ubiquitously expressed in ependymomas of all grades of malignancy.
Among the evaluated markers, the Ki-67 LI of 3% (cut-off) was the best value that better
discriminate the patient outcome.

Key words. Ependymoma — Galectin-3 — Proliferation Index — Ki--67 — Microvascular
Density — Immunohistochemistry.
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Sistema Nervoso Central ecdlulasdaglia

O Sistema Nervoso Central (SNC), diretamente relacionado ao Sistema Endécrino é o
responsavel pela regulacdo da maior parte das fungdes do corpo humano. De complexidade
inigualavel, o encéfalo recebe milhdes de informagdes dos diferentes Orgdos sensoriais,
integrando-as e, assim, determinando a resposta a ser dada. Injurias ao tecido nervoso podem
ocasionar danos irreparaveis ao organismo, acometendo significantemente a saude do
individuo.

A principal unidade funcional do SNC é o neurdnio. Estima-se que existam 10"
neurénios no cérebro humano. As células da glia (astrocitos, oligodendrocitos, células
ependimarias e do plexo cordide), por sua vez, sdo responsaveis pela manutencdo da
integridade e funcionalidade dos neur6nios, sendo essenciais para a sobrevivéncia dos
mesmos. Além de serem um dos constituintes da barreira hematoencefalica, as células da glia
sdo as responsaveis pela reparacdo do tecido nervoso e pela maior parte das neoplasias
primarias do SNC (FROSCH, ANTHONY; DE GIROLAMI, 2005).

Dentre as células da glia, destacam-se as células ependimarias (Figura 1), que formam
uma camada epitelial que reveste as quatro camaras do sistema ventricular, bem como o canal
central da medula espinhal e estendem-se até o filum terminale. As células ependimarias
variam de cuboidais a achatadas, possuem citoplasma visivel em coloragdes de rotina, além
de exibirem borda ciliada e microvilos voltados para a superficie ventricular, o nucleo ¢
palido e vesiculado. Sua principal fungdo é modular a transferéncia de liquido entre o
parénquima do SNC ¢ o liquido cefalorraquidiano (RUBIM et al., 2006). Nos extremos
antero-posteriores das cavidades ventriculares, bem como na medula espinhal de adultos,
podem se observadas células ependimarias desorganizadas remanescentes € que ndo devem
ser interpretadas como neoplasicas.

A ruptura das células ependimarias estd associada a uma proliferagdo local de
astrocitos subependimarios, produzindo pequenas irregularidades, chamadas de granulagdes
ependimarias. Certos agentes infecciosos, em particular o citomegalovirus, podem produzir
lesdo ependimdria extensa, podendo encontrar-se inclusdes virais nos nucleos das células
ependimarias (FROSCH et al., 2005). Durante a gestacdo, algumas infecgdes virais tém por
alvo as células ependimarias, um evento responsavel, em parte, pela estenose do aqueduto e

pela hidrocefalia congénita (RUBIM et al., 2006).
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Figural- A. Corte de encéfalo evidenciando a camada ependimaria (coloracdo de H&E,
aumento de 200x na imagem maior e 400x no detalhe).
B. Esquema ilustrativo das células gliais e sua relacdo com a microvasculatura
e envoltorios do SNC Modificado de Brodal (1998).

Do ponto de vista imuno-histoquimico, a célula ependimaria expressa a proteina S-
100, Vimentina. A expressdo da proteina gliofibrilar acida (GFAP), é variavel particularmente
em pseudorosetas ependimarias e nos ependimomas de baixo grau (RENI et al., 2007).
Caracteristicamente, as células e as neoplasias ependimdrias de baixo grau exibem
imunoreatividade em padrio “dot” para o antigeno de membrana epitelial (EMA),
correspondendo a lumens intracelulares. Uma variante especial de células ependimarias € o
tanicito, célula afunilada alongada a qual, ao contrario de células ependimarias colunares
comuns, estende-se, via longo processo basilar, para o interior da camada subependimaria
(BURGER; SCHEITHAUER, 1994).

Dada a importancia crucial & vida humana, as lesdes no tecido nervoso geram
acometimentos de ordem elevada para homeostasia do organismo em geral. As peculiaridades
do SNC acompanham sua vulnerabilidade, visto que os neurdnios sdo incapazes de se
multiplicar deformas significativas apds o desenvolvimento embrionédrio. Dependendo da
localizagdo, a destrui¢do de determinadas areas podem ocasionar consideravel deficiéncia
organica. Por outro lado, a distingao de lesdes benignas e malignas ¢ menos evidente no SNC
do que em outros tecidos, e o potencial de metastases dos tumores do SNC ¢ inferior em

comparagdo a outras neoplasias (FROSCH et al., 2005).
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Pela alta complexidade do SNC tais neoplasias podem ser letais apenas devido a sua
localizagdo anatomica, mesmo sem apresentar caracteristicas histologicas de malignidade.

(FROSCH et al., 2005).

Neoplasias primarias do SNC

Os tumores primarios do SNC representam a segunda neoplasia mais frequente nos
primeiros cinco anos de vida e sdo mais freqiientes em homens do que em mulheres. Gliomas
representam mais de 70% dos tumores do SNC, sendo os glioblastomas os mais frequentes (>
60%). Tumores cerebrais tendem a ser mais frequentes em paises desenvolvidos. No oeste
Europeu, América do Norte, e Australia a incidéncia ¢ de 6 a 11 novos casos de tumores
intracraniais primarios por 100.000 homens por ano e de 4 a 11 novos casos por 100.000
mulheres por ano (OHGAKI; KLEIHUES, 2005).

Dentre os tumores cerebrais os tumores ependimarios compreendem o terceiro tipo
histologico mais frequente, seguido dos tumores astrociticos e tumores embriondrios
(incluindo meduloblastomas). Embora ependimomas representem 2,1% de todos os tumores
cerebrais desconsiderando a idade, eles representam 6,4% dos pacientes entre 0 e 14 anos e
5% entre pacientes de 15 a 19 anos de idade (GODFRAIND, 2009).

As neoplasias do sistema nervoso central (SNC) exibem elevada morbiletalidade,
podendo acometer criancas ¢ adultos jovens (WECHSLER-REYA; SCOTT, 2001). Os
tumores primarios do SNC correspondem a 20% do total de canceres na infancia (FROSCH et
al., 2005).

Com excecdo das sindromes neoplasicas herdadas, a radiacdo ¢ o principal fator
relacionado ao aparecimento de tumores cerebrais. A exposi¢do ocupacional, campos elétricos
e magnéticos, imunossupressdo, linfomas cerebrais primarios, tabagismo, componentes N-
nitrosos na dieta, trauma, infecgdes virais e barbitricos s3o outros fatores possivelmente
relacionados a génese dos tumores cerebrais por alguns autores (GRAHAM; LANTOS,
2002), mas que ainda ndo estdo bem estabelecidos.

A incidéncia anual em paises da América do Sul, Central e Asia é menor que 2 casos
por milhdo. Na América do Norte, Oceania e maior parte da Europa o indice varia de 2 a 4
casos por milhdo. Aproximadamente 500 novos casos de ependimomas sdo diagnosticados na

Europa por ano (RENI et al., 2007).
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Classificacao

De acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial da Satde (OMS) h4 mais de
120 tipos distintos de neoplasias primarias no SNC, com amplo espectro morfologico e de
comportamento biolégico muito varidvel. Os gliomas constituem a neoplasia primaria
cerebral mais freqliente. Por gliomas entendem-se as neoplasias das células da glia: astrocitos,
oligodendrocitos, células ependimdrias em diferentes graus de malignidade.

Embora as células do plexo cordide sejam consideradas como subtipo das células da
glia, os tumores do plexo coréide sdo considerados um grupo a parte dos gliomas.

Desde a primeira classificagdo dos tumores cerebrais por Bailey e Cushing em 1926,
os tumores sao denominados em relagcdo a semelhanga morfolégica da célula neopléasica com
a sua contraparte "normal", vista tanto no desenvolvimento embriondrio/fetal como no
cérebro adulto (GRAHAM; LANTOS, 2002). Embora a imuno-histoquimica seja de grande
auxilio na pratica diagnostica, tanto na defini¢do de entidades pouco diferenciadas, bem como
na gradagdo histoldgica, ndo existem anticorpos que identifiquem Unica e exclusivamente
determinado tipo de neoplasia, isto é, que a imunoexpressao seja especifica para determinado
tipo celular ou tumor. No entanto a determina¢do de novos marcadores imuno-histoquimicos
e o aperfeicoamento dos exames de neuroimagem sdo de grande auxilio na classificacdo de
tumores no SNC (COLLINS, 2004).

O critério histopaldgico para a malignidade em ependimomas ndo esta claramente
defiinida e a reprodutibilidade do diagnodstico entre observadores permanece fragil. Por
exemplo, em contraste com tumores supratentoriais, necrose nao ¢ uma caracteristica util para
o diagnostico de malignidade em ependimomas de fossa posterior na auséncia de proliferagdao
celular ou aumento da atividade mitdtica. De fato, o diagndstico e a classificagdo dos
ependimomas ¢ deveras subjetiva e estudos clinicos mostram uma relacdo fraca entre
caracteristicas histopatologicas e a evolugao clinica dos pacientes (PREUSSER et al., 2008).

Com o desenvolvimento de novas terapéuticas, sobretudo a possibilidade de se atingir
determinados alvos terapéuticos como receptores de fatores de crescimento na membrana
celular ou bloqueadores hormonais, etc., o conhecimento das alteracdes genéticas tem
assumido papel cada vez mais relevante. Atualmente, para a determinagdo de uma nova
entidade ou confirmagdo diagnostica de casos polémicos ¢ fundamental a caracterizagdo das
alteracdes genéticas. Desde a classificagdo da OMS de 2000, além da morfologia, foram
incorporados os aspectos genético-moleculares para a denominagao e classificagdo os tumores

primarios do SNC (COLLINS, 2004).
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Ependimomas

Sao tumores que se originam de eventos oncogénicos nas células do epéndima ou de
células-tronco teciduais que exibem comprometimento e/ou diferenciacao ependimaria. C .

Os ependimomas podem ocorrer em qualquer sitio no SNC, mas os principais locais
de incidéncia sdo a linha mediana do quarto ventriculo, a partir do assoalho ou do teto,
medula sacrolombar, filum terminale e cauda eqiiina (Figura 2). Podem ser encontrados no
interior do parénquima cerebral ou mesmo fora do neuroeixo (partes moles, tecido
subcutaneo), como resultado de restos de células ependimarias fetais migrantes de areas
periventriculares (RENI et al., 2007).

Nas primeiras décadas de vida originam-se principalmente no quarto ventriculo, com
pico de incidéncia por volta dos 6 anos de idade. Em adultos, ocorrem principalmente na
medula espinhal, com maior incidéncia na 4* década de vida. Os ependimomas supratentoriais
afetam criancas e adultos em propor¢des semelhantes. Em relagdo ao género, ha leve
preponderancia do sexo masculino (MCLENDON et al., 2007). Tais tumores na infancia sao
altamente celulares e exibem rosetas ependimdrias em grande quantidade. Em adultos sdo
localizadas mais frequentemente na medula espinhal, especialmente na regido lombo-sacral,
surgindo do filumterminale (Figura 2).

Sao tumores de crescimento lento e frequentemente suscetiveis a completa ressecgdo
cirurgica (RENI et al., 2007). A disseminagdo de tumores ependimarios esta estimada em
cerca de 11%, estando associada ao aumento da mortalidade, o que evidencia a necessidade
de tratamento intensivo e efetuagdo da ressecgdo cirtrgica sempre que possivel (REZAI et al.,
1996).

A importancia de se estudar tais tumores reside na sua maior prevaléncia em criangas e
em jovens, principalmente aqueles com transformagdo anaplésica, por exibirem elevada

morbiletalidade (RILLIET; VERNET, 2000).
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Figura2. Locais de maior incidéncia dos ependimomas. A. Projegdo sobre o encéfalo;
vista lateral. B. Projecdo sobre o encéfalo; vista superior. C. Vista posterior da
medula espinhal. D. Ependimoma no ventriculo lateral. E. Ependimoma no
hemisfério cerebral. F. Ependimoma no terceiro ventriculo. G. Ependimoma
no quarto ventriculo. H. Ependimoma na medula espinhal.

3° ventriculo

Em relacdo aos tumores ependimarios, os mesmos foram corretamente diagnosticado
por Virchow em 1863. e sua origem nas células ependimarias foi sugerida por Mallory, que
encontrou blefaroplastos tipicos — pontos citoplasmaticos mintisculos corados em escuro,
relacionados com a ciliagdo dessas células (GONZALEZ-GOMES; GILLES, 1995). A
classificagdo atual da OMS dos tumores do SNC divide os ependimomas em quatro categorias

e em trés graus de malignidade (MCLENDON et al., 2007):

Variantes de classificacao
e Ependimoma mixopapilar (OMS grau I)
e Subependimoma (OMS grau I)
e Ependimoma (OMS grau II)
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e Ependimoma anaplasico (OMS grau III)

Ependimoma mixopapilar (OMSgrau l)

Tumor benigno e de bom progndstico que se apresenta de preferéncia no cone medular
ou no filum terminale. Histologicamente é constituido por células ependimarias cubicas ou
cilindricas baixas, circundado por vasos sanguineos em uma matriz mucoide (Figura 3B). Os
ependimomas mixopapilares espinhais geralmente estdo localizados na regido lombo-sacral,
raramente ocorrendo primariamente na regido intracraniana (YUCESOY, OZER;

KOYUNCUOGLU, 2001; LIM; JANG, 2006; PITTELLA et al., 2006).

Subependimoma (OMSgrau |)

Benigno, exibe crescimento lento e de forma expansiva, sendo frequentes os focos de
microcalcificagdo (FROSCH et al., 2005; PITTELLA et al., 2006) Exibem consisténcia firme,
superficie externa nodular de cor nacarada e limites nitidos. Microscopicamente apresenta
nucleos isomoérficos em meio a abundante matriz fibrilar (Figura 3A). As mitoses s3o raras ou

ausentes (RENI et al., 2007).

Ependimoma (OMSgrau I1)

Possui celularidade moderada, as mitoses sdo raras ou ausentes e a morfologia nuclear
¢ monomorfica. As caracteristicas histologicas principais sao: pseudo-rosetas perivasculares e
as rosetas ependimarias (RENI ET AL., 2007) (Figura 3C)

Distinguem-se quatro variantes histoldgicas: celular, papilar, de células claras e
tanicitica: a variante celular exibe grande celularidade e poucas pseudo-rosetas ou rosetas
verdadeiras. O subtipo papilar apresenta células neoplésicas arranjadas em papilas separadas
por delicado estroma glial pouco vascularizado sem lamina basal entre as células neoplasicas
¢ os vasos sanguineos. A variante de “células claras” (“clear cells’) apresenta células com
citoplasma claro com halo perinuclear e a variante tanicitica exibe células neopldsicas com

prolongamentos que se estendem a luz dos ventriculos sendo baixa a celularidade e escassas
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as pseudo-rosetas vasculares (PITTELLA et al., 2006).

Ependimoma anaplasico (OMSgrau 1)

Representa cerca de 5% dos ependimomas e ocorre principalmente nos hemisférios
cerebrais de criangas e adultos jovens, onde compreende aproximadamente 25% dos
ependimomas. Os ependimomas anaplasicos sdo identificados por sua alta atividade mitotica,
densidade celular elevada, proliferagdo endotelial, atipias nucleares, figuras de mitoses,
podendo ser encontradas células gigantes uni e multinucleadas e necrose (PITTELLA et al.,
2006; MCLENDON et al., 2007) (Figura 3D). Segundo alguns autores, uma das

4

caracteristicas mais marcantes dos ependimomas anapldsicos ¢ a presenga de rosetas

perivasculares (RENI et al., 2007).

e DL S D)

Figura3: Aspectos histologicos dos ependimomas. A: Subependimoma (100x). B:

Ependimoma Mixopapilar (100x). C: Ependimoma; setas cheias — pseudo-

rosetas vasculares. D: Ependimoma anaplésico; setas tracejadas — foco
hemorréagico. (H&E).

L % - ‘ i ot




Introducdo 23

Ependimoblastomas

Classificado dentre os tumores embrionarios, os ependimoblastomas foram
primeiramente reconhecidos por Bailey e Cushing (1926) em localizagdo sacral. Os
ependimoblastomas s3o tumores neuroectodérmicos raros que ocorrem em criangas na
primeira infancia, sendo distintos dos ependimomas anaplasicos (LANGFORD, 1986). O
ependimoblasto representa um estdgio intermediario na diferenciagdo da célula
meduloepitelial para o ependimoécito maduro. As células do ependimoblastoma foram
comparadas ao estagio em que células ventriculares primitivas residuais, que revestem o tubo
neural, adquirem progressivamente caracteristicas de células ependimarias adultas (MORK;
RUBINSTEIN, 1985). O ependimoblastoma ¢ caracterizado por células neuroepiteliais
uniformes, rosetas ependimobldasticas, pseudorosetas perivasculares e numerosas figuras de
mitoses. Citologicamente apresenta pequenas células com citoplasma escasso, nucleos
hipercromaticos, arredondados e cromatina dispersa (LORENTZEN; HAGERSTRAND,
1980). Esta caracteristica de multicamadas assemelha-se as rosetas de Flexner-Wintersteiner
dos retinoblastomas, diferindo ainda daquelas encontradas nos ependimomas, onde as rosetas
sdo circundadas por apenas uma ou duas camadas celulares, cujas figuras de mitoses

freqiientemente demonstram posic¢ao justaluminal (MORK; RUBINSTEIN, 1985).

Aspectos M orfol 6gicos dos Ependimomas

Macroscopicamente apresenta-se como um tumor solido, acinzentado, nao
encapsulado e de limites relativamente definidos. Quando se desenvolve em uma cavidade
ventricular, tende a ocupa-la por completo. Sua superficie externa ¢ lisa, micronodular ou
papilar, especialmente no filum terminale, mais raramente nas formas intraventriculares. O
parénquima neoplasico ¢ homogéneo, acinzentado, as vezes com cistos e areas de
calcificacdo. O estroma ¢ escasso e ¢ formado por vasos de aspecto normal, algumas vezes
com areas de calcificagdo. A maioria dos ependimomas ¢ bem diferenciada e a invasdo
extensiva de estruturas adjacentes do SNC ¢ incomum (PITTELLA et al., 2006).

Microscopicamente exibe massas celulares solidas ou papilares. Histologicamente ¢
constituido por células de nucleos regulares redondos ou ovais, com cromatina granular

abundante (FROSCH et al., 2005). Geralmente o ntimero de mitoses ¢ baixo e o
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pleomorfismo celular ¢ discreto (RICHARDS et al., 2004). Caracteristicamente exibem as
chamadas “pseudorosetas” perivasculares, que podem ser raramente observadas em outros
tumores gliais (CHOW; BRITTINGHAM, 1987; PITTELLA et al., 2006) (Figura 3C).

Em relagdo aos aspectos genéticos, aproximadamente 30% dos ependimomas
apresentam monossomia do cromossomo 22, sendo que em alguns casos ha delecdo ou
translocag@o envolvendo o 22q. A maior parte das desordens genéticas esta relacionada a este
cromossomo, porém monossomias dos cromossomos 6, 7, 9, 10, 11, 13, 17 ja foram descritas

na literatura (HAMILTON; POLLACK, 1997).

Ependimomas Ectopicos

Ependimomas podem se desenvolver em outros locais fora do neuroeixo, como a
regido pélvica, ovarios, ligamento largo do utero, partes moles, mediastino e pulmao
(ESTROZI et al., 2006). Sdo incomuns e postula-se que se originem de restos de células
ependimarias heterotopicas ou de vestigios medulares do tubo neural embrionario na regiao
coccigea (DUGGAN et al., 1989). Raramente, tais tumores podem também originar-se
através da disseminacdo vascular e mesmo implante direto apds excisdo cirirgica.

Ependimomas pélvicos originam-se no ovario, ligamento largo, mesovario e omento
tendo sido descritos apenas em mulheres, principalmente durante a fase reprodutiva. A
histogénese de ependimomas pélvicos ¢ ainda discutida. Acredita-se que os ependimomas no
ovario podem representar o desenvolvimento parcial de um teratoma. Outra explicacdo para
origem desta neoplasia no peritdnio seria a possibilidade dos tumores nesta area se
diferenciarem em novos tipos de tecidos, como neuroectoderma, habitualmente ausente nesta
area. O diagnostico baseia-se nas caracteristicas morfoldgicas bésicas dos ependimomas,
como presenca de pseudorosetas, rosetas ependimarias verdadeiras, além dos achados imuno-

histoquimicos (DUGGAN et al., 1989).

Sintomatologia

Dentre os principais achados clinicos na ocorréncia de ependimomas a cefaléia

representa o principal sintoma, seguido por nduseas, vOmitos e disfungdes cerebelares,



Introducdo 25

dependendo da localizagao. No IV ventriculo a ocorréncia de ependimomas pode ocasionar
obstru¢do da drenagem de liquor céfalorraquidiano levando a hidrocefalia com hipertensao

intracraniana (CARELLI; BORGES, 2006).
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Galectinas

Galectinas sdo proteinas ligantes a carboidratos, compreendendo quinze membros
filogeneticamente conservados de lectinas encontrada em organismos multicelulares que
abrangem desde fungos a mamiferos (HERNANDEZ; BAUM, 2002; RUMILLA et al.,
2006). As galectinas reconhecem residuos de agucar que revestem as glicoproteinas e
glicolipideos celulares (B-galactosideos), desempenhando papéis importantes em condigdes
fisiologicas, como proliferacdo, apoptose, regulagdo transcripcional, sinalizagdo intracelular,
adesdo e migracdo celular. Em condi¢des patologicas exerce papel na tumorigénese,
progressao, disseminagao e sobrevivéncia das células neopléasicas (STILLMAN; MISCHEL;
BAUN, 2005).

As Galectinas sdo compostas de um ou dois Dominios de Reconhecimento de
Carboidrato C-terminal (CDR) com aproximadamente 130 aminoacidos cada, que consiste em
duas cadeias [ agrupadas, responsaveis pela ligagdo a B-galactosideos (PIETERS, 2006). De
acordo com a estrutura bioquimica, as galectinas sdo divididas em trés grupos: i) as galectinas
prototipicas, em repeticao” e quiméricas (Figura 4); ii) as galectinas “em repeti¢do”, onde
cada membro possui dois CDRs conectados por uma curta regido de ligacao (Galectina-4, -6,
-8, -9 e -12); e iii) grupo quimérico onde seu unico membro ¢ a galectina-3 (Gal-3), que
possui apenas um CDR e uma regido de dominio ndo-lectina envolvida na oligomerizacao
desta proteina. O grupo das Galectinas prototipicas ¢, ainda, dividido em dois subgrupos, as
monoméricas, que contém apenas um CDR (Galectina-5, -7, -10 e -15) ¢ as diméricas, que
contém dois CDRs idénticos (Galectina-1, -2, -11, -13 e -14 (HERNANDEZ; BAUM, 2002).
Sugere-se que a multivaléncia das Galectinas e suas propriedades de ligagdes cruzadas podem
determinar diferentes respostas bioldgicas muito possivelmente pela inducdo da agregacao de
glicorreceptores especificos da superficie celular que estdo associados a diferentes sinais de
transducdo de sinais celulares (RABINOVICH et al., 2002).

A ampla distribuicdo das galectinas na natureza esta associada a dualidade das suas
fungdes. Sao encontradas tanto no espaco intra como no extracelular. No espago extracelular
possui ligacao cruzada com glicanos e estdo relacionadas a transducdo de sinais que levam a
morte celular (HERNANDEZ; BAUM, 2002). No espaco intracelular, as galectinas foram
identificadas como fatores de unido aos pré-RNAm (Gal-1 e Gal-3) e por exercerem
influéncia na regulagdo do crescimento celular e apoptose (Gal-3, -7 e -12) (LIU,
PATTERSON; WANG, 2002). Determinados tipos de galectinas podem atuar em multiplos

tipos celulares e multiplas galectinas podem atuar numa mesma célula (HERNANDEZ;
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BAUM, 2002).

Galectinas Prototipicas

M onoméricas Diméricas

Gal-5, -7, Gal-1, -2, -11,
-10, -15 -13,-14

Galectinas“ em repeticao”

Gal-4,6,8,9, 12

Galectina Quimérica
CDR

Gal-3

KL
=R

L Regido de dominio

Figura 4. Tlustragao dos trés grupos de Galectinas e seus respectivos membros.

Galectina-3

Molécula ligante ao B-galactosideo animal, também conhecida como proteina ligante a
IgE, Mac-2, CBP-30, CBP-35, ml-34, RL29, L-29, hL-31, L-31, L-34, LBL e €BP
(BARONDES €t al., 1994, NANGIA-MAKKER et al., 2000; TAKENAKA, FUKUMORI;
RAZ, 2004). E o membro da familia das Galectinas mais estudado, principalmente pelo seu
papel na tumorigénese. Localizada no espago intra e extracelular, possui peso molecular de 31
kDa e liga-se a componentes da matriz extracelular, incluindo laminina e fibronectina. Sua
extrutura possui trés dominios: um NH,-terminal, uma seqiiéncia repetida ligada ao coldgeno
rica em glicina, prolina e tirosina, ¢ o CDR (TAKENAKA et al., 2004). O dominio NH2-
terminal contém apenas 12 aminoacidos que controlam a especificidade da célula-alvo.

A galectina-3 exerce fungdes tanto em condigdes fisiologicas como patoldgicas. Sua
participagdo fisioldgica principal € na inflamacao, exercendo efeitos nas células inflamatorias,
como aumento da atividade oxidativa em neutrofilos e quimiotaxia em mondcitos. A

galectina-3 também estd associada a tumorigénese e progressdo do cancer. Alguns papéis
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desempenhados por esta lectina sdo os de aumentar o crescimento do tumor ao inibir a
apoptose, promover angiogénese e/ou diminuir a adesdo celular (STILLMAN, MISCHEL;
BAUM, 2005).

A expressdo da Gal-3 estd aumentada nas neoplasias gastricas (LOTAN et al., 1994),
hepaticas (HSU et al., 1999) e da tiredide (XU, EL-NAGGAR; LOTAN, 1995); estando
diminuida nas neoplasias de cabega ¢ pescogo (CHOUFANI et al., 1999), sarcomas uterinos
(SCHWARZ et al., 1999) e carcinomas da prostata (ELLERHORST et al., 1999).

O aumento da expressao de galectina-3 esta correlacionado ao potencial metastatico de
varias cé¢lulas neoplasicas por afetar a mobilidade celular e facilitar a invasdo da matriz
extracelular (NANGIA-MAKKER et al., 2000). Sua fungdo pode ser determinada pela sua
localiza¢do na célula. Em células do cancer da préstata, por exemplo, a localizacdo deas
galectinas no citoplasma estd associada a invasdo, crescimento independente de ancoragem,
angiogénese e inibir a apoptose. Quando localizada no ntcleo da célula o efeito ¢ oposto,
atuando em favor da inibi¢do da invasdo, reducdo do crescimento dependente de ancoragem e
promogao da apoptose (STILLMAN et al., 2005). Apresenta-se na forma ndo fosforilada,
situada apenas no nucleo, e fosforilada, situada no nucleo e citoplasma (NEDER et al., 2004b;
LE MERCIER et al., 2009).

Como sera discutido adiante, a Gal-3 possui, além das propriedades tumorigénicas, a
capacidade de induzir a formagdao de capilares sanguineos, aumentando o suporte de

nutrientes para a neoplasia (NANGIA-MAKKER et al., 2000).

Galectina-3 e gliomas

O papel da galectina-3 em tumores cerebrais tem sido amplamente estudado. As
funcdes relacionadas a patogénese dos tumores, como proliferacdo celular, perda da adesao
celular e indugdo da angiogénese, sdo indicativas de modificar a patobiologia dos tumores do
SNC . Por exemplo, o potencial invasivo, uma das marcas dos gliomas difusos, aparentemente
estd sujeito a acdo desta lectina, visto que a Gal-3 modula a motilidade de células de
glioblastoma humano em cultura por influenciar a organizagado citoesqueleto e a expressao das
integrinas-a6 e -1 (DEBRAY et al., 2004).

Mais recentemente a galectina-3 tem sido utilizada como marcador tumoral. Por
exemplo, a galectina-3 tem sido utilizada na diferenciacdo entre os glioblastomas e

oligodendrogliomas, que podem exibir semelhancgas histopatoldgicas em alguns casos e
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também ser de auxilio na distingdo de astrocitomas pilociticos e astrocitomas difusos

(NEDER et al., 2004b).

Diferenciacéo de gliomas

Bresalier et al. (1997) investigaram a imunomarca¢ao da Gal-3 em 42 tumores
priméarios do SNC: oligodendrogliomas (n = 4); meningeomas (n = 4); ependimomas (n = 2);
astrocitomas (n = 12); astrocitomas anaplasicos (n = 4) e glioblastomas (n = 16), ¢ em 29
tumores metastaticos provenientes do pulmao (n = 22), mama (n = 2), cérvix (n = 1), sarcoma
(n = 1), colon (n = 1) e de origem desconhecida (n = 2). Seus achados demonstram que os
astrocitomas difusos expressam a proteina proporcionalmente ao grau de malignidade do
tumor, isto €, os astrocitomas grau I ndo a expressam, enquanto todos os glioblastomas a
expressam. A apresentagdo da Gal-3 nos meningeomas foi fraca e ausente nos
oligodendrogliomas e ependimomas. Amostras de cérebro normal ndo expressaram Gal-3. Os
autores concluiram haver forte correlacdo entre o aumento da expressao desta lectina com o
aumento do grau de malignidade. Nao houve associacdo a imunoexpressao da Gal-3 com a
localizagdo das lesdes. Todas as metdstases no cérebro expressaram Gal-3, sendo esta
expressao muito mais pronunciada nas metastases do que nos tumores primarios.

Gordower et al. (1999) estudaram uma série de 84 tumores astrociticos, dentre eles:
astrocitomas grau Il (n = 22), grau III (n = 21) e grau IV (n = 41), além de 7 tecidos cerebrais
ndo neoplasicos como controle. Utilizando-se de miscroscopia assistida por computagcao
avaliaram o padrao de expressdao da galectina-3, do anticorpo anti-galectina-3 e dos sitios de
ligacdo a galectina-3, este Ultimo avaliado pela presenca do molécula laminina, um forte sitio
de ligagcdo da Gal-3. Os autores descreveram que a medida que a 4drea marcada pelo anticorpo
anti-galectina-3 ¢ a quantidade de astrdcitos tumorais imunomarcados pelo Gal-3 diminuem
em relacdo ao aumento da malignidade a intensidade da imunomarcacdo ndo se alterou
significativamente. A marcagdo dos sitios de ligacdo para Gal-3 ndo apresentou diferencas
significativas em relacdo ao aumento da malignidade. A diminui¢do das marcagdes em
relacdo ao aumento do grau histolégico foi correlacionada com a acdo das proteases (por
exemplo MMP-2 ¢ MMP-9) expressas nos tumores astrociticos (apud ROMANIC; MADRI,
1994). Estas proteases clivam a Gal-3, e tém sua expressdo aumentada no aumento da
malignidade (apud OCHIENG et al., 1998).

Neder et al. (2004b) realizaram um estudo com o intuito de se avaliar a expressdo da
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Gal-3 em gliomas. Foram avaliados astrocitomas pilociticos -(n = 15), astrocitomas difusos
grau Il (n = 14), astrocitomas anaplasicos (n = 10), glioblastomas (n = 15),
oligodendrogliomas grau II (n = 10), oligodendrogliomas anaplasicos (n = 14) e
oligoastrocitomas (1 caso de cada grau). Os pesquisadores observaram niveis de RNAm
significantemente elevados nos glioblastomas e astrocitomas pilociticos, com baixa expressao
nos astrocitomas difusos e oligodendrogliomas. Na avaliagdo imuno-histoquimica ndo houve
expressao da Gal-3 em oligodendrogliomas, independentemente do grau de malignidade. Os
astrocitomas pilociticos expressaram difusamente esta lectina, em contraste com os
astrocitomas difusos grau II. Os glioblastomas exibiram marcagdo heterogénea, porém intensa
para Gal-3, principalmente proximo as areas de necrose. Nao se observou a imunomarcagao
do endotélio para Gal-3 nos vasos tumorais nos astrocitomas pilociticos e glioblastomas, em
contraste com os vasos do parénquima cerebral adjacente e os dos astrocitomas difusos e
oligodendrogliomas. Desta forma, uma vez que a Gal-3 expressou-se diferencialmente nos
glioblastomas em comparagdo aos oligodendrogliomas anapldsicos e mesmo entre o0s
astrocitomas pilociticos e os astrocitomas difusos, os autores postularam que a avaliagdo
imuno-histoquimica deste marcador pode ser de auxilio na diferenciacdo entre estes gliomas.
Rodriguez et al. 2008 avaliaram a expressdo de Gal-3 em 201 casos de tumores do
SNC e da regido selar, incluindo 7 casos de ependimomas (4 grau Il e 3 grau III). Exceto por
um caso, os ependimomas graus III exibiram expressdo de Gal-3 variando de < 10% a 50%
das células neoplasicas. Recentemente, Cho et al. (2009), utilizando um painel de anticorpos
em tumores condroides do SNC (cordomas, condrosarcomas, ependimomas mixopapilares e
meningeomas cordodides), descreveram a expressao de Gal-3 em 4 de 9 ependimomas. Os
mesmos descreveram ainda que a Gal-3 € um sensivel marcador, mas nio especifico, para os

cordomas.
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Ki-67

E um antigeno nuclear nio-histona presente unicamente nas fases ativas do ciclo
celular. Sua producdo inicia-se na fase G1 do ciclo celular e aumenta no decorrer do processo
de duplicagdo. Todas as células em divisdo expressam Ki-67 em todas as fases do ciclo
celular, exceto GO. O antigeno ¢ composto por um complexo biomolecular de 345 e 397 KDa
cujos genes envolvidos estdo localizados no cromossomo 10 (SCHONK et al., 1989).

O Ki-67 tem sido utilizado para determinar a taxa de células em proliferacdo nas
mencionadas fases G1, S, G2 ¢ M do ciclo celular em praticamente todos os campos da
patologia. E aplicado ao estudo de fragdo de crescimento e atividade citocinética em varios
carcinomas (KATORI, NOZAWA; TSUKUDA, 2007).

Para a estimativa do potencial proliferativo de tumores existem diversas ferramentas
possiveis, que vao desde simples contagens de figuras de mitose em laminas coradas pela
hematoxilina e eosina (H&E) a métodos imuno-histoquimicos, como a pesquisa do antigeno
nuclear de proliferagdo celular (PCNA), regides argirofilicas organizadoras de nucléolos
(AgNOR) e bromodeoxiuridina (BrdU), além da utiliza¢dao de citometria de fluxo. A técnica
mais utilizada ¢ a da imuno-histoquimica, onde o Ki-67 ¢ o marcador mais utilizado para a
determinagio do Indice de Proliferagdo Celular (IPC) nos tumores cerebrais (QUINONES-
HINOJOSA et al., 2005). A pesquisa de figuras de mitoses exibe varias desvantagens em
relacdo aos marcadores de proliferagdo celular. Por exemplo, as figuras de mitoses
representam apenas uma pequena fracdo do ciclo celular, as mitoses podem ser facilmente
confundidas com cariorréxis e picnoses nucleares, além do fato de que figuras de mitoses
podem desaparecer mesmo ap6s a remogao do tumor (QUINN; WRIGHT, 1990). No caso de
outros marcadores imuno-histoquimicos a possibilidade de erros ¢ devido a tais técnicas
detectarem células em proliferagdo apenas na fase S do ciclo celular, apresentando apenas
uma fragdo do processo (SALLINEN et al., 1994). A utilizagdo da citometria de fluxo, apesar
de ser amplamente utilizada ¢ substituida pelo Ki-67 por este utilizar apenas uma pequena
fracao de tecido e possibilitar a avaliagdo morfologica das células analisadas (SPYRATOS et
al., 2002). O MIB-1 ¢ um dos anticorpos monoclonais que reage com o antigeno Ki-67 em

tecido fixado, sendo outro, o anti-Ki-67 (QUINONES-HINOJOSA et al., 2005).
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Ki-67 e Ependimomas

Rezai et al., (1996) avaliaram o IPC pelo Ki-67 em ependimomas com e sem
disseminagdo tumoral no periodo de 1986 a 1994. Foram avaliados 16 pacientes com
disseminagdo (idade média 16,8 anos), e 35 sem disseminagdo tumoral (idade média 28,3
anos), sendo diferenca de idade entre grupos estatisticamente significante (p = 0,02). Entre os
pacientes com ressec¢ao radical 83% ndo apresentaram disseminacdo tumoral, enquanto 71%
dos pacientes com ressec¢do parcial desenvolveram neoplasia disseminada, sendo esta
diferenga estatisticamente significativa (p = 0,02). A avaliacdo do IPC pelo MIB-1 nao foi
significativa entre os graus I e II, mas foi significante para o ependimomas grau III
comparado aos outros (p = 0,0003). Neste estudo os ependimomas grau I exibiram média de
IPC de 1,6%, os grau II exibiram 2,4% e o grau III exibiram 21,0. Houve significancia
estatistica na avaliagdo dos tumores considerando todas as regides de desenvolvimento
tumoral, sendo o IPC-Ki-67 o grupo dos pacientes com disseminac¢do tumoral com média de
IPC de 2,06% e o grupo sem disseminagdo tumoral com média de 13,14% (p = 0,02).
Também foi encontrada significancia estatistica entre os tumores localizados na regido
intracraniana, com valor de IPC de 31% para pacientes com dissemina¢do tumoral e 4,8%
para pacientes sem disseminacao tumoral (p = 0,014). O valor de cut-off nao foi determinado.
A forte associacdo demonstra a qualidade do Ki-67 como instrumento de progndstico para
recorréncia de ependimomas.

Bennetto et al. (1998) avaliaram o IPC em criancas com tumores grau II e III
localizados na fossa posterior, 54% sendo do sexo masculino, idade média de 32 meses(
variacdo de idade de 5 meses a 16 anos), no periodo de 1976 a 1994. O IPC-Ki-67 médio foi
de 20,6 = 15,6% e mediana 17,3%. Os valores de IPC-Ki-67 ndo se correlacionaram com o
grau histologico. O estudo utilizou um cut-off de 25%. A correlagdo entre o IPC Ki-67 ¢ a
sobrevida foi efetuada utilizando a curva de Kaplan-Meier, que exibiu p = 0,036,
demonstrando diferenga significativa na sobrevida.

Ritter et al. (1998) avaliaram o IPC-MIB-1 em 34 pacientes, 19 homens e 15
mulheres, de 1972 a 1996, com média de 14,5 anos (variagao de 1 a 59 anos). Destes casos,
10 tumores estavam localizados na regido supratentorial, 18 na infratentorial e 6 na regido
medular. 21 pacientes foram submetidos a ressec¢do total, 10 submetidos a ressecc¢ao parcial e
em 10 pacientes que ndo foi possivel obter o grau ressec¢do. Utilizando um cut-off de 20% de
imunomarcacao tumoral os autores encontraram correlacio do IPC pelo MIB-1 com

individuos maiores de 20 anos, sendo pacientes com mais de 20 anos apresentam IPC inferior
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a 20%, e com género, sendo o sexo masculino apresentando IPC relativamente maior.
Observou-se um significante decréscimo na sobrevida em casos com IPC >20%, onde apenas
46% e 12% dos pacientes com tal indice permaneceram vivos apdés 1 e 5 anos,
respectivamente, comparados aos 91% e 69% dos pacientes que permaneceram Vvivos no
mesmo intervalo.

Prayson (1999) avaliou 61 casos de tumores ependimarios encefalicos e medulares
provenientes de 1968 a 1996, de graus II e III, compreendendo 36 homens e 25 mulheres. Ao
térnimo do estudo 20 pacientes permaneceram vivos € sem sinal de lesdo residual, 17 com
lesdo residual e 12 evoluiram a obito. Seis pacientes faleceram sem causas relacionadas ao
tumor e em dois ndo foi evidenciada a causas mortis. Em 50 destes casos foi estudado o IPC
pelo MIB-1, com média de 4,37% e mediana 1,1%. O grupo geral de pacientes vivos exibiu
média de 3,6% e mediana 1,1%. O grupo de pacientes que evoluiram a 6bito exibiu amplitude
de 0,1 a 34,0% com média 5,9 e mediana 0,4. Os autores relataram que a porcentagem de
pacientes com tumores recorrentes ou que evoluiram a obito que exibiram IPC maiores ou
iguais a 4,0% (46% e 30%, respectivamente) foi significativamente maior do que pacientes
vivos cujo tumores exibiram o mesmo IPC (24%).

Figarella-Branger et al. (2000), em um estudo de tumores ependimarios de graus
histologicos II e III, avaliaram 37 pacientes, sendo 21 homens e 16 mulheres, de idade de 3
meses a 168 meses, com média de 48 meses. Doze tumores estavam localizados na regiao
supratentorial e 25 na infratentorial. 15 pacientes sofreram resseccao radical da neoplasia e 22
ressec¢do parcial, sendo que ao térnimo do estudo 18 pacientes estavam vivos e 19 foram a
obito devido a neoplasia. Estipulou-se um cut-off 1% (devido a fixa¢do do tecido, como
explicado pelos proprios autores). A analise univariada demonstrou que o IPC maior que 1%
esteve relacionado a diminui¢do da sobrevida livre de doenca por mais de cinco anos. A
analise multivariada encontrou uma significante associa¢ao entre sobrevida livre de doenca
por mais de cinco anos com resseccdo radical,), IPC pelo Ki-67 <1% e idade superior a 4
anos.

Suzuki et al. (2001) avaliaram o IPC pelo Ki-67 em tumores ependimarios de grau I, 11
e IIT em 29 pacientes, 18 do sexo masculino e 11 do sexo feminino, com idade média de 29,2
anos (variacdo de 1 ano a 64 anos), num periodo de 25 anos (1974 a 1999). Quanto a
localizagdo 6 tumores situavam-se na regido supratentorial, 13 tumores na regido
infratentorial e 9 tumores na regido medular. Ki-67 exibiu IPC de 0,8% em tumores
mixopapilares (apenas um espécime coletado), marcagdo geral para ependimomas grau II

exibiu IPC de 3,1+£2,6%. Para variantes de grau II o IPC foi de 2,3+2,0% para celular e
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papilar agrupados, 4,0+2,6%, para cé€lulas claras e 1,0+0,8% para tanicitico. O IPC de
ependimomas anaplasicos foi de 13,0+12,6%. Os autores encontraram uma forte correlagdo
entre a sobrevida com a marcacdo de cada tipo histoldégico, sendo os ependimomas
anapldsicos com o menor tempo de sobrevida comparado a todo grupo grau II. Entre as
variantes foi encontrada uma maior sobrevida para os pacientes com ependimomas taniciticos
e menor para ependimomas de células claras. Os valores da andlise estatistica ndo foram
exibidos neste estudo.

Suri et al. (2004) avaliaram o IPC-Ki-67 em 70 pacientes (idades de 1 ano a 61 anos),
50 homens e 20 mulheres com ependimomas grau I (n = 3), I (n =57) e III (n =9), coletados
no periodo compreendido entre 1994 a 2001. Vinte tumores estavam localizados na regido
supratentorial, 38 na regido infratentorial e 12 na regido medular. Dentre os casos de
ependimomas grau III, os autores incluiram um “ependimoblastoma”. O IPC-Ki-67 médio foi
de 0,6%, 0,9% e 5,1% para os tumores grau I, II e III, respectivamente. Neste estudo, o IPC-
Ki-67 correlacionou-se significativamente com o grau de malignidade das neoplasias, porém
nao foi avaliada a correlagao do IPC com a sobrevida.

Wolfsberger et al. (2004) avaliaram o IPC-Ki-67 em 103 casos de ependimomas
intracranianos (75 grau II e 28 grau III). Os pacientes foram divididos em dois grupos em
relagdo a um valor de corte do IPC de 20,5% (cut-off). No grupo de pacientes que apresentou
IPC < 20.5% a sobrevida de 5 anos foi observada em 79% dos casos, enquanto no grupo de
pacientes que exibiu IPC > 20.5%, cerca de 70% dos pacientes apresentaram sobrevida
inferior a 5 anos. Neste estudo, ndo foram encontradas correlagdes significativas entre a
evolugdo clinica e a localizagdo da neoplasia ou com a idade do pacientes.

Kurt et al. (2006) estudaram o IPC-Ki-67 apenas em ependimomas grau II em 69
pacientes, 38 pacientes do sexo masculino e 31 do sexo feminino, com idade média de 26,7
anos (de recém-natos a 65 anos). Ao término do estudo 29 estavam vivos, 23 evoluiram ao
obito pela neoplasia, sendo 12 6bitos no periodo pos-operatorio. Os tumores dividiam-se em
34 ependimomas celulares, 8 ependimomas de células claras, 20 ependimomas papilares e 7
ependimomas taniciticos. A ressec¢ao radical foi obtida em 24 casos e a parcial em 42 casos.
Em apenas 3 casos foram realizadas biopsias para fins de diagnostico. Utilizando um valor de
corte do IPC de 1% a andlise univariada demonstrou que o IPC- Ki-67 correlacionou-se com a
sobrevida (p = 0,014). No entanto, a andlise multivariada demonstrou apenas que o indice
mitotico (até 1 figura de mitose por campo de 40x) e o IPC- Ki-67 (IPC < 1%)
correlacionaram-se significativamente com a sobrevida (p = 0,027 e p = 0,023,

respectivamente).
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CD31 e Densidade Microvascular

CD31, ou molécula plaquetaria de adesdo celular endotelial 1 (PECAM-1) ¢ uma
glicoproteina que pertence a familia de moléculas transmembrana de adesdo celular tipo 1,
que, por sua vez, sdo membros da superfamilia das imunoglobulinas. Possui peso molecular
de 130-140 kDa e ¢ altamente expressa na membrana das células endoteliais, nas plaquetas,
monocitos, neutrofilos, subgrupos de células T e, em menor grau, nas células hematopoéticas.
E o principal constituinte da jungdo entre as células endoteliais (AROCA et al., 1999).
PECAM-1 estd relacionada com diversos fendmenos fisiologicos e patologicos como:
migracao leucocitaria, angiogénese, apoptose, agregacao plaquetaria, trombose (WOODFIN,
VOISIN; NOURSHARGH, 2007). A mensuracdo da densidade microvascular (DMV) tem
como objeto avaliar a quantidade de vasos formados na neoplasia através do fendmeno da

angiogénese.

Angiogénese

Angiogénese, também conhecida como neoformacao vascular pode ser definido como
o processo complexo compreedendo uma série de eventos celulares que levam a formagao de
vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes (RISAU, 1997) (Figura 5).

A formagdo de vasos no organismo divide-se em dois processos fundamentais:

1. Vasculogénese: formagdo da rede vascular durante o periodo
embrionico, onde grandes vasos originam-se in Situ a partir de células
endoteliais primordiais;

2. Angiogénese: formagdo e crescimento de novos vasos a partir da
vasculatura existente.

A angiogénese ocorre numa ampla gama de processos tanto fisiologicos como
patologicos. Dentre os fisiologicos destacam-se o desenvolvimento pds-parto, a cicatrizagdo e
o ciclo menstrual. Nos processos patoldgicos, a formagdo desordenada de vasos esta presente
em processos como a aterosclerose, degeneragdo macular, psoriase, endometriose, artrite
reumatodide, doenca de Crohn e o crescimento neoplasico, tanto em neoplasias solidas como

nas hematoldgicas ((GRIFFIOEN; MOLEMA, 2000).
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Figura5. Etapas do processo de angiogénese. 1. Protedlise da membrana extracelular. 2.
Migragdo e quimiotaxia. 3. Proliferacdo endotelial. 4. Formagdo da luz, maturagao
e inibicdo do crescimento. 5. Aumento da permeabilidade e transcitose (SAGE,
1997).

Durante a angiogénese as células endoteliais inicialmente respondem a alteragcdes no
meio local e migram em dire¢ao ao tumor crescente (SAGE, 1997). As células endoteliais,
entdo, migram agrupadas formando estruturas tubulares que sao finalmente encapsuladas pelo
recrutamento de células periendoteliais de suporte que estabilizam a rede vascular e, em

situagdes patologicas, facilitam o crescimento tumoral e metastase (HUSS et al., 2001).

M oduladores da Angiogénese

O processo da angiogénese ¢ regido pelo balango entre fatores promotores ¢ inibidores
do crescimento. Fatores de crescimento sdo moléculas secretadas de forma autdcrina e
paracrina pelas células tumorais (HUSS et al., 2001), células endoteliais ¢ células do sistema
imunolédgico que participam dos processos de reparagao tecidual, envolvendo principalmente
a angiogénese (BROOKS, CLARK; CHERESH, 1994).

Formas soluveis de proteinas ligantes a carboidratos (por exemplo: E-selectina,
molécula de adesdo a células vasculares e P-selectina) promovem a migracdo celular

endotelial e a morfogénese apds ligacdo aos seus ligantes glicoconjugados especificos.
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Finalmente, Nangia-Makker et al. (2000), apds observar a formagdo de vasos apds injecdo de
células que expressam Gal-3 em de ratos, demonstraram que a Gal-3 possui potencialidade
angiogénica ao induzir formagdo de tubos capilares endoteliais in vitro, sem causar

proliferagdo das células endoteliais, ¢ angiogénese in vivo,.

Angiogénese e neoplasias

O estabelecimento e a manuten¢do de uma rede vascular ¢ um quesito essencial para o
crescimento tumoral e sua posterior dissipagdo, isto ¢, a formagdo de metastases no
organismo. A proliferagao de células tumorais isenta de angiogénese dara origem a um tumor
microscopico e dormente de 1 mm’, ou menos, em média. Tais neoplasias in situ sio
inofensivas para o hospedeiro (FOLKMAN, 2006).

No processo de progressdo neopldsica o processo de neoformacdo vascular ¢ crucial
para o estabelecimento da metastase. A angiogénese aumenta a entrada de células mutadas na
circulagdo sanguinea por promover um aumento de vasos sanguineos imaturos e altamente
permeaveis que apresentam pequena membrana basal e menos complexos de juncao
intercelulares (ZETTER, 1998).

A difusdo dos vasos neoformados ainda imaturos, e, assim, impotentes para o bloqueio
de agentes invasivos, aumenta a superficie para a dissipacdo de células tumorais na
circulagdo. Sua importancia ¢é reforcada pelo fato de que na auséncia de neovascularizagdo, as
células cancerigenas raramente invadem os vasos sangiineos (FILHO, PEREIRA;
GUIMARAES, 2006). Segundo Folkman (2006) o controle da atividade angiogénica no
organismo poderd permitir um decréscimo no aparecimento de colonias metastaticas ou o
aparecimento de apenas uma massa tumoral infima que serd, como dito antes, inofensiva ao

hospedeiro e até suscetivel a destruicao pelo sistema imunolégico.

Densidade microvascular e ependimomas

Tumores gliais exibem grande potencial de neovascularizacdo. Gliomas de alto grau
sdo caracterizados por uma maior proliferagdo microvascular em relagdo a gliomas de baixo

grau histologico e também o cérebro sadio. Glioblastomas estdo entre os maiores indutores de
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angiogénese entre todos os tumores (LOPES, 2003).

A mensuracdo da densidade microvascular pelo CD31 foi avaliada em diversos
tumores do SNC. Apesar da determinagcdo da DMV em gliomas ter sido alvo de discordincia
entre os pesquisadores, a determinacdo da DMV ¢ aceita como um fator relevante na gradagao
de varios tumores cerebrais e indicador de evolugao clinica desfavoravel.

Em ependimomas a DMV foi analisada por Duda-Szymanska; Papierz, (2007) através
da expressao dos anticorpos CD31, fator FVIII (fator von Willebrand) em 51 casos grau II (e
suas variantes histologicas) e III, totalizando 26 homens e 25 mulheres, com idades de 3
meses a 68 anos (média 34 anos). Os valores da densidade microvascular variaram de 18 a 62
vasos/mm? (média 34,4 Vasos/mmz). No subtipo celular os valores foram de 18 a 59 (média
31,7); no subtipo “classico”, 19 a 50 (média 32,4); nos mistos, 28 a 50 (média 39,1) e nos
ependimomas anaplasicos, 55 a 62 (média 59). Os autores observaram diferenca significativa
entre os valores da DMV entre os tumores grau II e os III (p < 0.0001), mas ndo observaram

diferenca com relevancia estatistica entre os valores de DMV para as variantes de grau II.

GFAP

Proteina glial fibrilar acida (GFAP) ¢ o principal filamento intermedidrio em astrocitos
maduros do SNC. Consiste em uma proteina intracitoplasmatica de 50 kD e 8-9 nm.
Evidéncias sugerem que a GFAP participa como colaborador em processos que controlam a
morfologia, adesdo e proliferagdo de astrocitos. O filamento estabiliza o citoesqueleto do
astrocito e mantém seu formato celular através da interacdo entre a membrana nuclear e a
membrana plasmatica além de formar uma estrutura ligante entre as membranas. Técnicas de
supressao do gene decodificador do GFAP indicam que o filamento esta diretamente
envolvido na interagdo astrocito-neurdnio, onde os astrocitos desempenham um papel vital na
modulacdo da eficacia sinaptica no SNC. Participa também de processos regenerativos, onde,
no SNC de vertebrados evoluidos, resultantes pré-lesionais de trauma, doenca, desordens
genéticas ou dano quimico ocorre o fendmeno da astrogliose (RUTKA et al., 1997; ENG,
GHIRNIKAR; LEE, 2000).

O aumento da expressio de GFAP em astrocitos ocorre gradualmente durante o
aumento da idade. Curiosamente essa expressao diminui com o aumento da malignidade de
tumores astrociticos (RUTKA et al., 1997).

A GFAP e outros filamentos intermedidrios compartilham algumas propriedades
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quimicas e dominios polipeptidicos intramoleculares comuns.No entanto, a GFAP possui
alguns epitopos Unicos, altamente imunogénicos, tendo provado ser um marcador altamente
especifico para as células de linhagem glial normal ou neoplésica. A imunoreatividade do
anticorpo anti-GFAP no SNC adulto estd restrita a filamentos gliais dentro dos astrocitos
protoplasmaticos na substancia cinzenta, astrocitos fibrosos na substancia branca, glia radial
no cerebelo e astrocitos subependimarios adjacentes aos ventriculos cerebrais. Na superficie
do cérebro sua reatividade esta restrita aos astrocitos que formam a membrana limitante

externa (ENG; GHIRNIKAR; LEE, 2000).

Hipotese Operacional

De acordo com as caracteristicas da galectina-3 partimos da hipotese que a mesma
estivesse diferencialmente expressa nos ependimomas de acordo com o grau de malignidade.

O presente estudo tem ainda como proposito a validagdo deste marcador para tumores
ependimarios e a determinacdo de um valor do indice de proliferacdo celular avaliado pelo
Ki-67 que melhor discriminasse os ependimomas de baixo grau dos de alto grau ou que fosse

capaz de melhor predizer a evolugdo do neoplasia.
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Gerais
e Avaliar a expressao de galectina-3 em ependimomas de diferentes graus
de malignidade.
e Determinagdao de um valor do indice de proliferagao celular avaliado
pelo Ki-67 que melhor discriminasse os ependimomas de baixo grau
dos de alto grau ou seja capaz de predizer com mais acuracia a
evolucdo do paciente.
Especificos

e Correlacionar a expressao da galectina-3 com a evolugao clinica.
e Correlacionar a expressao da galectina-3 com o indice de proliferacao

celular avaliado pelo Ki-67 e com a densidade microvascular.
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Material

Casos de tumores ependimarios foram obtidos a partir dos bancos de dados do Servigo
de Arquivo Medico (SAME) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP/USP) e do arquivo do setor de
Neuropatologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP/EPM), no periodo
compreendido entre 1990 a 2008. A seguir os mesmos foram revistos independentemente por
neuropatologista experiente e regraduados quando necessario de acordo com a Classificacao
mais recente para os tumores do SNC (MCLENDON et al., 2007). Apds a escolha das areas
mais representativas, foram separados os blocos correspondentes a fim de se realizar as
reagdes imuno-histoquimicas.

Os prontudrios dos pacientes estudados foram revistos sendo anotados género, idade,
sexo, localizacdo do tumor, numero e tipos de procedimentos cirirgicos, extensdo das
resseccoes (radical, parcial), tratamentos auxiliares (quimioterapia e radioterapia), datas da
primeira e ultima consultas, tempo de sobrevida e evolugao clinica.

Por definicdo foi considerada extensdo radical cirirgica quando na mesma foram
removidos mais de 90% do tumor. A resseccdo parcial foi considerada quando foi removido
menos de 90% da neoplasia.

O intervalo de sobrevida foi determinado a partir da data da 1? cirurgia até a data de
obito ou a da data de conclusdo do estudo, 30 de abril de 2009.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em 30/07/2007
(Processo HCRP n° 6487/2007) em anexo.

Critériosdeinclusao

Foram aceitos os casos com as seguintes caracteristicas:
— Ependimomas contidos no neuroeixo;
— cirurgias efetuadas ap6s 1990;
— casos que possuiam blocos de tecido em parafina em quantidade
suficiente para o estudo;

— pacientes com seguimento clinico.
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Casuistica

A pesquisa reuniu 57 casos de ependimomas primarios, destes 14 foram excluidos da
pesquisa por nao ter sido possivel avaliar o prontudrio médico. Outros 3 casos foram
reclassificados como cisto glio-ependimario, meduloblastoma e astrocitoma pilocitico, sendo
assim excluidos da pesquisa. Dos 40 casos estudados, 26 apresentaram dados sobre o grau de
ressec¢ao cirurgica.

Para fim de andlise estatistica foi considerada a idade dos pacientes na data da
primeira cirurgia. A idade média dos pacientes foi de 19,1 anos, mediana de 15 anos e desvio
padrdo 16,7 anos, com variacao de 6 meses a 55 anos.

Em relagdo ao género 22, pacientes eram do sexo masculino (idade média de 21,5
anos, mediana de 13,5 anos e desvio padrdo de 20) e 18 pacientes do sexo feminino (idade
média de 17,5 anos, mediana de 13,5 anos, desvio padrao de 14,2 anos).

Utilizando um valor de corte de 5 anos para determinacdo de grupos de risco
relacionados a idade observou-se que 10 pacientes pertencem a faixa etaria abaixo de 5 anos
de vida (média de 2,31 anos, mediana de 1,8 ano, desvio padrdo de 1,6) e 30 pacientes
pertencem a faixa etaria acima de 5 anos (média de 25,6 anos, mediana de 20 anos e desvio
padrao de 16,7) (Tabela 3).

Para fim de andlise estatistica foram considerados os diagnosticos da primeira
intervengdo cirurgica, mesmo quando a recidivas subsequentes apresentaram tumores de
maior ou menor malignidade.

Foram reunidos 4 tumores ependimdrios de grau I, sendo 2 subependimomas e 2
ependimomas mixopapilares. Em relacao aos tumores grau I a idade média foi de 22 + 16,8
anos e mediana de 16 anos. Foram diagnosticados 26 ependimomas grau II (idade média de
21 £ 17,1 anos e mediana de 16,5 anos) e 10 ependimomas anaplasicos grau III (idade média
de 15,4 + 18,9 anos e mediana de 4 anos).

No presente estudo a evolugdo clinica dos pacientes foi ordenada segundo os dados
clinicos obtidos, classificando o paciente em “vivo sem lesdao” quando o paciente nao
apresenta seqiielas ou ndo apresenta lesdes posteriores ao ato cirtrgico, estas confirmadas
pelos relatos clinicos e radiograficos. Os pacientes “vivos com lesdo” sdo todos aqueles que o
quadro clinico adota os critérios supracitados. Os pacientes que evoluiram a “6bito” sdo todos
aqueles que faleceram em decorréncia direta da doenga estudada ou de eventos secundarios.

O tempo médio de seguimento foi de 549,5 semanas (variagdo de 1 semana a 1098

semanas).
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M étodo

Dos blocos correspondentes as areas mais representativas foram obtidos 7 cortes com
espessura de 4 um a fim de realizar nova coloracdo de hematoxilina-eosina e as reagdes
imuno-histoquimicas (galectina-3, Ki-67, CD31, GFAP e dois cortes de reserva).

Os cortes obtidos foram colocados em estufa de aquecimento a temperatura de 60°C
por uma hora. Em seguida, os mesmos foram imersos em xilol I (solvente portador de
terminagdo dimetil benzénica) pré-aquecido e colocados em estufa a 60°C por 10 minutos.
Posteriormente, as laminas foram colocadas em solugdes sucessivas de xilol por 10 minutos
cada (xilol II e III). Seguindo a bateria de hidratacdo, as laminas foram sucessivamente
imersas por 1 minuto em solugdo alcool-xilol, 4lcool absoluto (2x), alcool 95% (1x), alcool
80% (1x), alcool 70% (1x) e por fim, imersos em dgua deionizada.

As reagdes imuno-histoquimicas foram efetuadas segundo a técnica da Avidina-
Biotina-Peroxidase descrita por Hsu; Raine e Fanger (1981), adaptada as condi¢des do
Laboratério de Neuropatologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Foram utilizados os anticorpos para galectina-3, Ki-67, CD31 e
GFAP.

A recuperacdo antigénica foi realizada em Steamer por 40 minutos a 98°C em tampao
citrato pH 6,0 para os anticorpos Gal-3, Ki-67 ¢ GFAP, e em tampao EDTA pH 8,0 para o
anticorpo CD31. Em seguida, os cortes foram resfriados em temperatura ambiente por 20 a 30
minutos. Os cortes lavados em solucdo de PBS, pH 7,4 por 5 minutos. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado através de solugdo de dgua oxigenada por 10 minutos (15
ml de PBS pH 7,4 com 15 ml de metanol e 500 ul de peroxido de hidrogénio). A seguir, os
cortes foram imersos por 3 minutos em solugdes de PBS (2x) e TBST (2x).

O bloqueio dos anticorpos inespecificos foi realizado através de solu¢do de BSA (soro
albumina bovina, 2 gramas), PBS (100 ml, pH 7,4) e tampao Tween 20 (50 pul) por 5 minutos.
A lavagem seguinte foi realizada com TBST. As laminas foram incubadas a 4°C por 12 horas
com os anticorpos primdrios (Tabela 1). Os mesmos foram diluidos em solucdo de BSA 1%

(PBS, pH 7,4 em tampao Tween a 0.05%) conforme descrito na Tabela 1:
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Tabela 1. Anticorpos utilizados nas reagdes imuno-histoquimicas.

Anticorpo Diluicdo Marca, Clone
Ig de rato anti-galectina-3 humano 1:1000 (Novocastra, 9C4)
Ig de rato anti-Ki-67 humano 1:750 (Novocastra, MM1)
Ig de rato anti-CD31 humano 1:750 (Novocastra, 1A10)
Ig de rato anti-GFAP humano 1:1200 (Novocastra, GA5)

Todos os anticorpos estavam em estado sélido, liofilizado, sendo adicionado 1ml de
agua destilada deionizada em cada frasco para a diluicdo. Para cada anticorpo foi corada uma
lamina com corte de tecido humano usado para fins de controle positivo e outra para fins de
controle negativo, em que foi omitido o anticorpo secundario (Tabela 2). Os tecidos foram
obtidos no Servico de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto. A relacdo dos tecidos usados para controle encontra-se na tabela abaixo.

Tabela 2. Relagdo de tecidos-controle para imuno-histoquimica
Anticorpo Controle positivo  Controle negativo

galectina-3 Préstata Tireodide
Ki-67 Amigdala Cerebelo normal
CD31 Amigdala Musculo normal
GFAP Cérebro -

A seguir, os cortes foram lavados em TBST (3x, 4 minutos cada) a fim de ser aplicado
o reagente pos-primario do Kit (utilizado para facilitar a penetracdo do polimero) por 30
minutos. Posteriormente os cortes foram lavados novamente em TBST (3x) com 4 minutos de
intervalo.

O polimero Novolink (Novocastra) foi aplicado por 30 minutos a temperatura
ambiente. A seguir as laminas foram lavadas em TBST (3x, 4 minutos) e posteriormente em
Tris HCI pH 7.6 (4 minutos). A revelacao foi feita em solugdo de Diamonobenzidina (DAB)
por 6 minutos [Tris HCI (6,0 ml, pH 7,6), DAB (250 pl) e de H,O (1,9 ul, Merck®™)]. Os
cortes foram entdo lavados em 4gua destilada e imediatamente imersos em solucdo de
hematoxilina de Harris por 15 segundos. Posteriormente, os cortes foram rapidamente imersos
em agua contendo baixa concentra¢do de amonia, desidratados e diafanizados através de
imersoes sucessivas em solugdes de alcool 70%, alcool 80%, alcool 95%, em alcool absoluto
(3x)e xilois I, II e III. A montagem das laminulas foi efetuada com aplicagdo de Permount

(Fisher Scientific®).
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M orfometria

Galectina-3

A analise da galectina-3 foi semiquantitativa usando como paradmetro a percentagem
de células imunomarcadas, segundo descrito por. NEDER et al. (2004b). A analise foi
realizada no aumento de 400 vezes em microscopio de luz Olympus CX31. Estipulou-se cinco
niveis de imunomarcagao:

- 0 —  negativo (sem marcagao);

- + — até 10% de células imunomarcadas;

- ++ — de 11% a 25% de células imunomarcadas;
- +HH+ - de 26% a 75% de células imunomarcadas;

- ++++ - de 76% a 100% de células imunomarcadas.

Para a analise estatistica os casos com imunomarcagao +/++ foram classificados como

marcacao “focal” e os com imunomarcagao +++/++++ como marcagao “difusa”.

indice de Proliferagio Celular determinado pelo Ki-67

Foram obtidas imagens de quatro campos consecutivos € nao coincidentes de cada
lamina nas areas de maior marca¢do (“hot spots”). Para tanto, foi utilizado microscéopio
Olympus CX31 acoplado a camera fotografica digital Olympus Evolt E-330. A contagem foi
realizada com o auxilio do software Image J, Wayne Rasband National Institutes of Health,
USA. Para a determinagio do Indice de Proliferagio Celular (IPC), fez-se a contagem nucleos
marcados entre 1.000 células neoplasicas, sendo desconsideradas as células endoteliais,
leucocitos e hemacias entre outras e as areas de necrose. O IPC foi entdo obtido pela razao
entre o numero de células neoplasicas totais pelo nimero de células neoplasicas
imunorreativas ao Ki-67 (NEDER et al., 2004a). As areas foram contadas sem que se

soubesse da identificacdo da lamina.
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CD31

Com a utilizagdo do microscopio optico Olympus CX31, no aumento de 400 vezes,
contou-se todos os vasos em 10 campos em zonas de hot Spot previamente analisadas em
menor aumento (40x). Para a obtengdo da medida da Densidade Microvascular (DMV)
dividiu-se o nimero por dois, pois a somatoria da area de 5 campos no aumento de 400 vezes
corresponde a 1 milimetro quadrado, conforme descrito por (LEBELT et al., 2008). As areas

também foram contadas sem que o autor soubesse a procedéncia da lamina.

Analise Estatistica

Nos pacientes que apresentaram mais de uma intervengdo cirirgica as analises
estatisticas foram realizadas com os dados obtidos da primeira cirurgia. Os dados referentes as
bidpsias subsequentes foram utilizados para avaliacdo da progressdo da neoplasia e evolugcao
dos casos.

Para todas as variaveis numéricas foi executado o teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, nao se observando distribuicdo Normal, sendo entdo utilizados métodos nao-
paramétricos na analise.

Os testes utilizados seguiram a seguinte logica: quantitativo versus quantitativo
utilizou-se o teste de Sperman; quantitativo versus qualitativo utilizou-se o teste Kruskal-
Wallis; qualitativo versus qualitativo utilizou-se o teste exato de Fisher. Para as andlises de
sobrevida foi utilizado o método de Kaplan-Meier. Para os céalculos estatisticos foi utilizado o
software SPSS® versio 17.

O nivel de significancia adotado para os testes foi p = 0,05.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov%20/%20Teste%20Kolmogorov-Smirnov
http://pt.wikipedia.org/wiki/Teste_Kolmogorov-Smirnov%20/%20Teste%20Kolmogorov-Smirnov

RESULTADOS
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Casuistica

Os dados dos 40 casos de ependimomas estdo sumariados na Tabela 3. Do total de
casos, trinta e cinco pacientes sofreram apenas uma cirurgia. Destes 22 apresentaram dados
em relacdo ao grau de ressec¢do da neoplasia, sendo 9 cirurgias com ressec¢ao radical e 13
casos com ressec¢ao parcial. Dos pacientes restantes 4 deles sofreram duas intervengdes
cirargicas sendo 2 deles com resseccdo radical e 2 com ressec¢do parcial. O caso 27 sofreu 7
intervengdes cirurgicas, todas com ressec¢do radical, no entanto em apenas 3 intervengdes
havia material disponivel para a histopatologia ser avaliada.

Dos 26 pacientes em que foi possivel obter a evolugdo clinica completa, 12
apresentaram recidivas. O grupo de pacientes que estavam vivos ao término do estudo
apresentava idade média 19,1 anos (mediana de 12 anos, DP + 16,2). Os pacientes que
evoluiram ao o6bito (n = 14) apresentaram idade média de 20,7 anos (mediana de 15 anos e DP
+ 20,2).

Os casos 1, 5, 11, 23 corresponderam a pacientes que apresentaram crescimento da
neoplasia no local da cirurgia pelos exames de neuroimagem e com queixas de nauseas e
cefaléia, porém nao foram submetidos a outras intervengdes cirurgicas. O caso 7 recebeu
doses de radioterapia (54 Gy), mas sem resposta satisfatoria. No caso 12 houve o relato do
aparecimento de “metdstase” subcutanea em regido pré-auricular e de “sarcoma”, mas nao
houve biopsias ou confirmagdo histopatoldgica. O caso 13 desenvolveu infec¢des recorrentes
apds a cirurgia, tratadas com antibioticoterapia. O caso 14 necessitou de derivagao
ventriculoperitoneal (DVP) para controlar a hidrocefalia. O caso 30 desenvolveu paralisias
nos membros, grau [V proximal e grau I distal. O caso 31 desenvolveu tetraparesia, sem sinais
de melhora apds a cirurgia. No caso 36 observou-se dificuldade de deambular apos a
intervengdo cirurgica e o caso 38 desenvolveu quadro de depressdo, tonturas e cervicalgia
pOs-cirirgicas.

Dentre os casos reincidentes dois pacientes ndo apresentaram aumento do grau de
malignidade nas cirurgias subseqiientes (caso 7 e 18), sendo que ambos apresentaram
evolucdo favoravel. Dois pacientes apresentaram aumento do grau de malignidade no decorrer
da evolucao (grau II para grau III) — um permanecendo vivo (caso 23) e outro evoluindo ao

obito (caso 4).



Resultados

52

Tabela 3. Sumario dos dados clinicos.

Casos Sexo Idade Tumor Localizacdo Resseccdo Sobrevida Evolucéo
Caso 1 Feminino 27 anos  Ependimoma grau Il Infratentorial NI 391 Vivo com lesao
Caso 2 Feminino 49 anos  Ependimoma grau I Infratentorial NI 386 Vivo sem leséo
Caso 3 Masculino 51 anos  Ependimoma anaplasico Infratentorial NI 189 Obito
Caso 4 M . 16 anos  Ependimoma grau I Infratentorial NI 262 -

asculino : . : . Obito
21 anos  Ependimoma anaplasico Infratentorial Parcial -
Caso 5 Feminino 46 anos  Ependimoma grau Il Medular Parcial 318 Vivo com lesao
Caso 6 Masculino 55 anos  Ependimoma grau Il Infratentorial Radical 1 Obito
Caso 7 M , 22 anos Ependimoma grau Il Supratentorial NI 226 . ~
asculino . : . Vivo com lesdo
22 anos  Ependimoma grau Il Supratentorial Parcial
Caso 8 Masculino 33 anos  Ependimoma grau |l Medular Parcial 63 Obito
Caso 9 Feminino 14 anos  Ependimoma grau |l Infratentorial Radical 105 Obito
Caso 10 Feminino 8 anos Ependimoma grau Il Infratentorial Parcial 109 Vivo sem lesao
Caso 11 Feminino 10 anos  Ependimoma anaplasico Infratentorial Parcial 111 Vivo com leséo
Caso 12 Feminino 19 anos Ependimoma grau Il Supratentorial Parcial 107 Vivo com leséo
Caso 13 Masculino 6 anos Ependimoma anaplasico Infratentorial Parcial 87 Vivo com leséo
Caso 14 Feminino 6 anos Ependimoma grau Il Infratentorial NI 1098 Vivo com lesao
Caso 15 Feminino 31anos Ependimoma grau Il Infratentorial Parcial 1032 Vivo sem lesao
Caso 16 Masculino 1 ano Ependimoma grau Il Infratentorial NI 78 Obito
Caso 17 Masculino 3 anos Ependimoma grau Il Infratentorial NI 2 Obito
Caso 18 Femini 6 anos Ependimoma grau Il Supratentorial Radical 872 , ~
eminino . . Vivo sem lesao
10 anos  Ependimoma grau Il Supratentorial NI -
Caso 19 Masculino 4 anos Ependimoma grau Il Infratentorial NI 260 Obito
Caso 20 Feminino 3 anos Ependimoma grau | Infratentorial Parcial 1027 Vivo sem lesao
Caso 21 Masculino 4 anos Ependimoma grau Il Supratentorial NI 722 Vivo sem leséo
Caso 22 Feminino 1 ano Ependimoma grau Il Infratentorial Radical 108 Obito
Caso 23 Femini 2meses Ependimoma grau ll Infratentorial Radical 501 . ~
eminino . . : Vivo com lesao
16 anos Ependimoma anaplasico Infratentorial NI -
Caso 24 Masculino 11 meses Ependimoma grau ll Infratentorial Radical 459 Vivo sem lesao
Caso 25 Masculino 17 anos Ependimoma anaplasico Infratentorial NI 17 Obito
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Tabela 3. Sumario dos dados clinicos (continuagao).

Casos Sexo Idade Tumor Localizacdo Resseccdo Sobrevida Evolucéo
Caso 26 Feminino 18 anos Ependimoma anaplasico Infratentorial Radical 377 Vivo sem leséo
Caso 27 M . 19 anos  Ependimoma grau |l Supratentorial Radical 211 -

——————— Masculino . . . Obito

16 anos Ependimoma anaplasico Infratentorial NI -

Caso 28 Feminino 49 anos  Subependimoma grau | Medular Radical 324 Vivo sem lesao
Caso 29 Masculino 37 anos  Subependimoma grau | Infratentorial NI 2 Obito
Caso 30 Masculino 33 anos Ependimoma grau |l Medular Parcial 317 Vivo com lesdo
Caso 31 Masculino 12 anos Ependimoma anaplasico Infratentorial Parcial 325 Vivo com leséo
Caso 32 Masculino 13anos Ependimoma grau ll Infratentorial Parcial 286 Vivo sem leséo
Caso 33 Feminino 31 anos  Ependimoma grau Il Medular Radical 28 Vivo sem lesao
Caso 34 Feminino 21 anos Ependimoma mixopapilar  Supratentorial NI 259 Vivo sem leséo
Caso 35 Masculino 1 ano Ependimoma anaplasico Medular NI 308 Obito
Caso 36 Feminino 21 anos Ependimoma mixopapilar  Medular Parcial 204 Vivo com lesdo
Caso 37 Masculino 1 ano Ependimoma anaplasico Infratentorial Radical 103 Obito
Caso 38 Masculino 49 anos  Ependimoma grau Il Infratentorial Parcial 136 Vivo com leséo
Caso 39 Masculino 8 anos Ependimoma grau |l Supratentorial Radical 128 Vivo sem leséo
Caso 40 Masculino 6 meses Ependimoma anaplasico Infratentorial NI 46 Vivo sem lesdo

NI — Ndo informado
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Ao se analisar a relacdo entre as varidveis, ndo foram observadas correlacdes entre a
idade dos pacientes e a localizagao da neoplasia (supratentorial vs infratentorial, p = 0,53) ou
entre idade e grau histopatologico do tumor, sendo p = 0,90 (Tabela 4).

De modo similar, ndo se observou correlagdo entre idade dos pacientes e evolucao
clinica dos mesmos (vivo ou 6bito), sendo p = 0,79. Para fins estatisticos, entre os pacientes
vivos ao término do estudo (n = 26) ndo foram considerados se 0s mesmos apresentavam ou
ndo lesdo residual.

A gradagao histolégica dos tumores nao apresentou correlagdo significativa com a

evolu¢do dos pacientes pelo teste exato de Fisher (p = 0,69).

Tabela4. Idade dos pacientes segundo a localizagdo da neoplasia, grau histopatologico e
evolucao clinica.

n  1°.Quartil Mediana 3°.Quartil Média DP Valor p

Local
Infratentorial 26 2 8,5 32,75 17,70 19,16 p =053
Supratentorial 7 8 13 19 13,71 5,88 ’
Grau

I 4 7,75 16 42,25 22,00 19,41

Il 26 6 16,5 33,25 21,04 17,49 p =0,90

I 10 1,53 4 39 15,42 19,94
Evolucao
\(ivo 26 6 12 31,75 19,20 16,55 b =079
Obito 14 1,75 15 44 20,71 21,02 ’

DP — Desvio padrao.

Dos 40 tumores primarios 7 se localizavam na regido supratentorial (idade média de
13,7 anos, mediana de 13 anos, desvio padrao 5,4), sendo 5 tumores situados nos hemisférios
cerebrais, 1 tumor situado no ventriculo lateral ¢ 1 tumor situado no III ventriculo. Vinte e
seis tumores localizaram-se na regido infratentorial (idade média de 17,6 anos, mediana 8,5
anos, desvio padrao 18,7), sendo 25 ependimomas de fossa posterior e apenas um situado no
angulo ponto-cerebelar. Sete ependimomas localizavam-se na regido medular (idade média de
33,2 anos, mediana de 34 anos, desvio padrao 15,0). Nao houve alteragdo da localizagdo dos

tumores nos casos com recidivas.
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Achados | muno-Histoquimica
Expressao da galectina-3
Todos os ependimomas exibiram marcacgdo para Gal-3 (Tabela 5) (Figura 6A, B e C).

Tabela5. Distribuigdo da marcagdo por Gal-3 nos ependimomas de acordo com o grau

histologico.
Grau Histoldgico Gal-3 . Total
Focal Difuso
| 0 4 4
- 100% 100%
I 7 19 26
26,9% 73,1% 100%
m 1 9 10
10% 90% 100%
Total 32 8 40
80% 20% 100%

A imunomarcac¢do para Gal-3 foi categorizada em “focal” e “difuso”. Os graus
histologicos foram correlacionados de acordo com a expressdo de Gal-3. A andlise foi
executada através do teste exato de Fisher. Nenhuma correlagdo entre os graus histologicos
exibiu significancia estatistica, sendo a correlagdo entre ependimomas grau I com
ependimomas grau Il exibiu p = 0,57; correlacio entre ependimomas grau I com
ependimomas grau IIl exibiu p = 1,00; e correlagdo entre ependimomas grau II com
ependimomas grau III exibiu p = 0,40. A comparagdo mostra que a marca¢ao por Gal-3 nao
diferenciou os tumores de histologia distinta.

Ao se analisar a evolugdo clinica e a imunomarcagdo para Gal-3 pelo teste do Qui-
quadrado ndo se observou correlagdo com significancia estatistica entre estas duas variaveis,

sendo X? = 0,03, p = 0,87, como pode ser evidenciado na Tabela abaixo.

Tabela 6. Expressao de Gal-3 segundo a evolugao clinica

~ Gal-3 - padrao
Evolucao
¢ Focal Difuso Total

Vivo 5 21 26
19,.2% 80,8% 100%

- 3 11 14

t
Obito 21,4% 78,6% 100%
Total 8 32 40

20.0% 80.0% 100%
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| PC-Ki-67

A média geral do IPC-Ki-67 foi de 10,60% =+ 9,45 (variagdo de 0,44% a 35,19%)
(Figura 6D, E e F). Em relacao a distribi¢ao dos casos, o primeiro quartil (25° percentil) foi de
3,08%, a mediana (50° quartil) foi de 7,26% e o terceiro quartil (75° percentil) foi de 17,34%.

A média de IPC-Ki67 dos ependimomas grau I foi de 3,12% +2,19, mediana 3,13%,
dos ependimomas grau II foi de 8,27% =+ 6,72, mediana 5,08% e dos ependimomas grau III
foi de 19,23% = 11,48, mediana 20,50%.

A média de IPC-Ki-67 para individuos que permaneceram vivos foi 9,79% + 10,41,
mediana 5,17% e para individuos que evoluiram a obito foi de 12,12% =+ 10,67, mediana
7,10%.

Ao se correlacionar-se o IPC-Ki-67 com a evolugdo clinica, observou-se tendéncia a
significancia estatistica, sendo p = 0,07, teste exato de Fisher. Os dados estdo sumariados na

Tabela 7.

Tabela 7. Distribui¢do da marcagio por Ki-67 segundo a evolugao

Ki-67 categorizado

Evolugao Total
<3% >3%

Vivo 9 17 26
346%  654%  100%

. 1 13 14

Obito 71%  92.9%  100%

ol 10 30 40

25% 75% 100%

Os tipos histologicos foram confrontados entre si quanto & imunomarcagao por Ki-67
categorizada em <3% e >3% aplicando-se o teste exato de Fisher (Tabela 8), sendo:
correlacdo grau I com grau II exibiu p = 1,00; correlagdo grau I com grau III exibiu p = 0,51;
e correlacao grau II com grau III exibiu p = 0,39. Desta forma o IPC-Ki-67 ndo exibiu

diferencas significativas entre os graus de malignidade.
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Tabela 8. Distribui¢do do IPC-Ki-67 de acordo com o grau histologico

IPC-Ki-67

Grau <3% 3% Total
| 1 3 4
25% 75% 100%
" 8 18 26
30,8% 69,2% 100%
I 1 9 10
10% 90% 100%
Total 10 30 40
25% 75% 100%

Densidade Microvascular

A DMV média foi de 19,83 vasos/mm” + 11,79, com variacao de 4 vasos/mm?” a 68,25
vasos/mm’. O primeiro quartil (25° percentil) foi de 12,94, a mediana (50° quartil) foi de
16,25 e o terceiro quartil (75° percentil) de 25,94% (Figura 6G, H e I).

A média da DMV para ependimomas grau I foi 13,63 vasos/mm” + 8,36, a média para
o grau II foi de 20,73 vasos/mm” + 13,03 ¢ a média para o grau III foi de 19,95 vasos/mm” +
10,15 (Tabela 9).

A DMV ndo se correlacionou com o grau da neoplasia (p = 0,35, teste de Kruskal-

Wallis) ou com a evolugao clinica (p = 0,31, teste Mann-Whitney), como pode ser observado

na Tabela 9.

Tabela 9. Distribuicao da Densidade Microvascular nos ependimomas de acordo com
o grau histolégico e a evolugao clinica.

n Mediana  1°.Quartil  3°.Quartil Média D. padrao
Grau
I 4 11,56 7,28 22,03 13,63 8,36
Il 26 16,62 13,38 27,31 20,73 13,03
11 10 16,38 13,88 30,13 19,95 10,15
Evolugao
Vivo 26 16,25 11,38 24,00 18,89 13,16

Obito 14 16,00 14,25 29,59 21,56 9,48
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Grau I Grau Il

-67

Cd31

GFAP

Figura6: Marcagdes imuno-histoquimicas dos ependimomas. A, B ¢ C - marcagdo para
Gal-3 (100x). D, E e F — marcagdo para Ki-67 (400x). G, H e I — marcagdo para
CD31 (100x). J, K e L — marcagao para GFAP (100x)
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Andlise da sobrevida

A sobrevida média geral dos pacientes foi de 289,62 semanas (mediana = 218,5
semanas, DP + 284,92). Como os dados foram obtidos pelo método Mann-Whitney para
elaboragdo das curvas de sobrevida obteve-se o erro padrao e ndo o desvio padrao (Tabela

10).

Tabela 10: Sobrevida dos pacientes segundo as variaveis clinicas e imuno-histoquimicas

(semanas).
Média Erro padréao I.C. de 95% para a média

Género
Feminino 977,47 80,00 820,67 — 1134,27
Masculino 336,20 68,73 174,02 — 345,98
Localizagao
Infratentorial 627,68 104,84 422,18 — 833,17
Supratentorial 739,80 118,24 508,04 — 971,56
Medular 256,35 39,53 178,88 — 333,82
Grau
I 243,50 69,72 106,86 — 380,14
Il 713,14 101,48 514,25 - 912,04
11 323,51 65,45 195,24 — 451,79
Idade
<5anos 236,41 67,23 104,64 — 368,19
> 5 anos 776,53 94,44 590,78 — 962,27
Gal-3

Focal 635,96 173,57 295,76 — 976,15
Difuso 699,65 94,71 514,06 — 885,27
Ki-67
<3% 924,33 101,51 725,38 — 1123,29
> 3% 577,23 102,74 221,69 — 394,31

I.C. = Intervalo de confianca.

A média de sobrevida do sexo feminino foi de 977,47 semanas e do sexo masculino
foi de 336,20 semanas. No teste para analise de sobrevida para género , o Log-Rank foi de
8,44 e p =0,004. Como pode ser observado na Figura 7, mais de 80% dos pacientes femininos
permaneceram vivos apos 21 anos a partir do dia da primeira cirurgia, sendo que no sexo

masculino mais de 30% dos pacientes estavam vivos apos 6 anos € meio da primeira cirurgia.
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Figura 7: Sobrevida média dos pacientes de acordo com o género.

A sobrevida média dos pacientes menores de 5 anos foi de 236,41 meses e dos
pacientes maiores de 5 anos foi de 776,53 meses (Figura 8). O Log-Rank foi de 4,12 ¢ p =
0,04.
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Figura 8. Sobrevida média de acordo com a faixa etaria.

Em relacio ao grau histopatologico, a sobrevida média dos pacientes com
ependimomas grau [ (subependimomas e ependimomas mixopapilares) foi de 243,50
semanas, a dos pacientes com grau II foi de 713,14 semanas e a dos pacientes com grau III foi

de 323,51 semanas (Figura 9). O Log-Rank foi de 0,24 ¢ p = 0,89.
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Figura 9. Sobrevida média de acordo com o grau histologico.

Em relacgdo a localizacdo, a sobrevida média dos pacientes com tumores localizados na
regido supratentorial foi de 739,80 semanas e a dos pacientes com tumores na regiao

infratentorial foi de 627,68 semanas (Figura 10). O Log-Rank foi de 1,55 e p=10,21.
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Figura 10. Sobrevida média de acordo com a localiza¢do da neoplasia.

Expressdo de galectina-3 e a Sobrevida

A sobrevida média dos pacientes cujos ependimomas exibiam imunomarca¢do “focal”
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para Gal-3 foi de 635,96 semanas e para os pacientes com imunomarcacao “difusa” foi de

699,65 semanas (Figura 11). O Log-Rank foi 0,01 e p=0,92.
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Figura 11. Sobrevida média de acordo com a expressao de Gal-3.

| PC-Ki-67 e a Sobrevida

A sobrevida média para os pacientes com [PC-Ki-67 < 3% foi de 924,33 semanas e
para os pacientes cujos tumores exibiam [PC-Ki-67 > 3% foi de 577,23 semanas (Figura 12),

O Log-rank foi de 3,70 e p = 0,05.
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Figura 12. Sobrevida média de acordo com o IPC-Ki-67.
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Tabela 11: Resultados das marcagdes dos anticorpos distribuidos por caso.

Casos Gal-3 IPC-Ki-67 CDh31

(%) (vasos/mm?)
Caso 1 Difuso 2,606 27,25
Caso 2 Difuso 3,162 16,25
Caso 3 Difuso 7,182 16,5
Caso 4 Difuso 20,970 38,5 |
Caso 5 Focal 1,870 8
Caso 6 Focal 8,012 10,5
Caso 7 Focal 3,430 11
Caso 8 Difuso 2,925 15,5
Caso 9 Focal 16,645 15,5
Caso 10 | Difuso 1,100 23,5
Caso 11 Difuso 35,180 35
Caso 12 | Difuso 17,650 68,25
Caso 13 | Difuso 24,165 21,25
Caso 14 | Difuso 15,680 13,5
Caso 15 Focal 2,257 5
Caso 16 | Difuso 21,000 24,75
Caso 17 | Difuso 3,154 14,25
Caso 18 Focal 3,273 20,625
Caso 19 | Difuso 18,660 32,875
Caso 20 | Difuso 2,920 14
Caso 21 Difuso 1,309 16
Caso 22 | Difuso 5,617 28,5
Caso 23 | Difuso 6,889 12,75
Caso 24 | Difuso 17,236 6
Caso 25 | Difuso 21,285 28,5
Caso 26 | Difuso 29,193 16,25
Caso 27 | Difuso 8,546 35,083
Caso 28 | Difuso 0,438 5,875
Caso 29 | Difuso 3,125 11,625
Caso 30 | Difuso 8,820 18
Caso 31 Difuso 0,740 4
Caso 32 | Difuso 11,820 27,5
Caso 33 Focal 1,650 17
Caso 34 | Difuso 5,790 11,5
Caso 35 Focal 12,790 15,5
Caso 36 | Difuso 7,347 25,5
Caso 37 | Difuso 19,718 14,25
Caso 38 | Difuso 10,163 13
Caso 39 | Difuso 4,540 18,75
Caso 40 | Difuso 35,190 35,5
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O presente estudo avaliou a expressao de galectina-3 em tumores ependimarios de
diferentes graus de malignidade e sua relagdo com o Indice de Proliferagdo Celular avaliado
pelo Ki-67, a densidade microvascular (CD31) e a evolugdo dos pacientes. Para a avaliagdo da
preservagdo da antigenicidade tecidual foi avaliada a expressdo da GFAP. O nosso principal
achado foi que embora a Gal-3 tenha sido expressa de forma ubiqua nos ependimomas,
independentemente do grau de malignidade, a mesma ndo se correlacionou com as demais
variaveis. Por outro lado, o IPC-Ki-67 > 3% correlacionou-se significativamente com uma
pior evolucao dos pacientes.

A incidéncia dos ependimomas foi maior na regido infratentorial, o que est4 de acordo
com o relatado na literatura (TEO et al., 2003; RENI et al., 2007), embora alguns autores
tenham relatado uma maior incidéncia na regido medular (MCGUIRE, SAINANI; FISHER,
2009; RODRIGUEZ et al., 2009). Diferentemente ao relatado por Rodrigez et al. (2009) e
Mansur et al. (2005), que descreveram uma maior sobrevida nos pacientes com tumores
infratentoriais em comparag¢do aos supratentoriais, ndo observamos diferencas na evolugdo
clinica entre pacientes no que se refere a localizacdo das neoplasias. Para fins de andlise
estatistica ndo foi considerado os tumores de localizacdo medular, devido ao pequeno nimero
dos mesmos e por necessitarem de distinta intervengao cirurgica e tratamento pos-operatério.

No presente trabalho encontramos uma sobrevida significativamente maior nos
pacientes do sexo feminino. A diferenga entre sexos ¢ objeto de discordancia entre
pesquisadores. Rodrigez et al. (2009) e Mcguire et al. (2009) descreveram uma pequena
diferenga na propor¢do entre os géneros nos pacientes com ependimomas, relatando uma
maior sobrevida no sexo feminino. Uma possivel explicacdo para tal ocorréncia seria o
pequeno numero de amostras nos trabalhos efetuados, dando origem a vieses. Outra
explicacao seria uma verdadeira diferenca entre os grupos ocasionada por possiveis diferencas
ambientais, de estilo de vida ou de mutagdes oncoldgicas (BENVENUTI et al., 2008). No
entanto, ¢ possivel que outras varidveis, como a extensdo da resseccdo cirrgica, que foi
maior nos pacientes do sexo feminino seja a verdadeira razdo da maior sobrevida nos
pacientes deste sexo.

A avaliag@o histopatologica ndo se correlacionou com a evolucdo clinica. Apesar dos
tumores ependimarios grau II poderem exibir transformacgdo anaplasica e dos ependimomas
anaplésicos possuirem maior capacidade infiltrativa, ambos exibindo rapido crescimento
acarretando em desordens organicas como hidrocefalia entre outros distirbios, a evolugdao
clinica foi homogénea entre os grupos estudados. Uma das possiveis explicagdes para tal fato

pode ser devido a presenca do maior nimero de pacientes com ependimomas de fossa
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posterior — cuja classificacdo histopatologica ainda € assunto controverso na literatura — nao
obstante tenhamos utilizado os critérios atuais da Classificacdo da OMS. Outra explicagdo
seria o pequeno nimero de pacientes com grau I e o fato de ndo termos conseguido obter a
evolugdo clinica completa de muitos pacientes. De qualquer forma, nossos dados sdo
similares aos descritos por Mansur €t al. (2007), onde o confronto entre tumores grau Il com
tumores grau III ndo exibiram diferencas significativas na sobrevida. No entanto, num
trabalho com maior ntimero de casos ¢ que englobava todas as faixas etarias, Rodrigez et al.
(2009) maior sobrevida foi relatada entre pacientes com ependimomas grau II em relacdo ao
grau III.

Por tratar-se de um estudo retrospectivo, alguns inconvenientes foram deparados ao
longo do percurso. Assim, devido a impossibilidade de obtencdo dos dados clinicos de todos
os casos nao foi possivel avaliar a incidéncia dos ependimomas nas diferentes faixas etarias.
Observamos um numero maior de casos nos individuos maiores de 5 anos — o que tornou
impraticavel a comparacdo da idade média dos pacientes com outros trabalhos publicados.
Em relacdo aos ependimomas ¢ fato bem conhecido que a idade menor que 3 anos e ressec¢ao
incompleta do tumor s3o indicadores de prognostico adverso (HORN et al., 1999). Para
alguns, a predominancia de tumores mais agressivos entre os infantes ¢ devido a existéncia de
tecidos neurais mais imaturos nesse grupo, com alta proliferagdo celular (RENI et al., 2007).

De qualquer forma, ao término do estudo, a maioria dos pacientes apresentava-se com
vida, sendo que a percentagem de pacientes vivos com lesdo foi idéntica a dos pacientes vivos
sem lesao.

Na comparacdo entre a evolucdo dos pacientes cerca de um terco dos mesmos
evoluiram a 6bito (35%). Andrade et al. (2009) relataram percentagem de Obitos diferente nos
ependimomas por eles estudados, localizando-se tanto nas regides ST e IT, quanto na regido
medular, onde 18% dos casos evoluiram a ébito.

O presente estudo avaliou a expressdao da Gal-3 pela reacdo imuno-histoquimica. Por
ser muito subjetivo e pouco reprodutivel, a intensidade de marcacdo do anticorpo ndo foi
avaliada. A mesma questdo foi relatada por Strik (2001).

A pesquisa da expressdo de Gal-3 em ependimomas nao encontrou correlagdes com as
variaveis clinicas pesquisadas.

A apreciagdo do padrao de marcagdo da Gal-3 nos trés graus histologicos mostrou que
o padrdo “difuso” preponderou nos trés tipos histologicos de similar maneira (tabela 5) ndo
sendo tal diferenca significante a ponto de permitir diferenciagdo malignidade histologica.

A diferenca com a evolucdo demonstrou padrdoes muito parecidos de expressdo nao
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havendo, assim, correlacdo. A andlise de sobrevida entre pacientes também nao foi
significativa, tendo os dois grupos evolugdo muito semelhante.

Na literatura foram encontrados quatro estudos que descreveram a expressdao da Gal-3
em ependimomas (BRESALIER et al., 1997; PARK et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2008;
CHO et al., 2009), embora a quantidade das amostras seja significantemente inferior a por nds
obtida. Estes estudos foram realizados com o objetivo de distinguir os ependimomas em
relagdo a outros tipos de tumores neuroepiteliais, sem enderecar a avaliagdo da expressao
desta lectina nos diferentes graus de ependimomas.

Nossos achados diferem dos de Bresalier et al. (1997) que descreveram auséncia da
expressao de Gal-3 nos dois casos de ependimomas avaliados. O trabalho de Cho et al. (2009)
também impossibilita a comparacdo minunciosa por tratar-se de apenas a variante
mixopapilar ser analisada, esta qual apresenta pequeno numero de amostras no presente
estudo.

Nosso estudo assemelha-se com os achados de Park et al. (2008) ¢ Rodriguez et al.
(2008), onde, apesar do niimero de amostras de tumores tenha sido menor em ambos, os
autores também encontraram padrdes difusos de expressdo de Gal-3 em ependimomas,
embora ndo tenham sido mostrados confrontos estatisticos entre os graus histologicos.

Nao foram observadas diferencas significativas entre a média dos indices dos
ependimomas grau II e III. Tal achado estd em desacordo com alguns trabalhos publicados
onde houve diferenca do IPC-KI-67/MIB-1 entre os ependimomas de diferentes graus
histologicos. Por exemplo, Suri et al. (2004) encontraram correlagdes significativas entre
tumores grau II e grau III, com médias de IPC de 0,9% e 5,1% respectivamente (p <0,0001).
Os autores nao estipularam um valor de corte (cut-off) que melhor distinguisse os tumores de
baixo e alto grau. Rezai et al. (1996) ndo encontraram diferencgas significativas entre tumores
mixopapilares e ependimomas grau II (IPC de 1,6% e 2,4%, respectivamente, valor de p ndo
exibido), mas encontraram correlacdo entre os tumores de baixo grau (I e II) quando
comparados a tumores grau III (IPC de 21,0%, p = 0.0003). Em comparagdo aos nossos
achados os valores para graus ndo malignos foram menores que os observados por nos (grau
I: 3,12% + 2,19; grau II: 8,27% + 6,72; grau III: 19,23% =+ 11,48), porém a média dos
ependimomas anaplasicos foi ligeiramente maior, o que, em nossa analise possibilitou tal
distin¢do de graus histologicos dos tumores.

Nesta avaliacdo da expressdo da Gal-3 com tumores ependimarios apenas a marcagao
das células neoplésicas foi observada ndo considerando o padrdo da marcacdo dos nucleos,

exatamente por estes exibirem total reatividade em todos os casos. Outra caracteristica
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histoldgica, a marcagdo vascular, também ndo foi avaliada devido ao endotélio das zonas
neoplasicas exibirem total positividade ao anticorpo.

Os tumores de baixa malignidade (grau I e II) exibiram médias de IPC proximas, e
apesar dos tumores grau III exibirem IPC maior, os confrontos de graus ndo foram
significativos para estabelecer a diferenciagao histologica.

No entanto, embora os valores do IPC-Ki-67 ndo tenham demonstrado correlagio
significativa com a sobrevida dos pacientes, os valores foram muito proximos do nivel de
significancia adotado, havendo forte tendéncia do grupo com evolugdo ao “6bito” de
apresentar um [PC-KI-67 > 3%. Por outro lado, observou-se forte associagdo com
significancia estatistica entre um IPC-Ki-67 < 3% e maior sobrevida dos pacientes.

Apesar de ndo encontrarmos valores de cut-off similares ao uso no neste trabalho,
todos os trabalhos que utilizaram o Ki-67 para avaliar a sobrevida encontraram correlagdo do
valor de IPC menor que o valor censurado com o aumento na sobrevida dos pacientes.

Bennetto et al. (1998) utilizando um cut-off de 25% verificou significancia estatistica
na comparagdo com a sobrevida (p = 0,036) onde 50% dos pacientes exibindo IPC abaixo do
cut-off sobreviveram apds 200 meses poOs-cirirgicos, contra menos de 30% de pacientes com
IPC > 25% vivos apds 50 meses. Ritter et al. (1998), utilizando um cut-off de 20% observou
que apenas 12% dos casos com IPC acima desse valor de corte permaneceram vivos apos 5
anos de seguimento.

O valor de corte mais proximo ao nosso adotado pertence ao estudo de Prayson (1999)
(cut-off = 4%). A amplitude dos valores de IPC geral do citado estudo (variagdo de 1% a
34%) assemelha-se aos nossos achados. Nesta obra os autores defendem a relacdo do IPC
com a evolug¢do clinica, onde os pacientes que permaneceram vivos exibiram média de IPC de
3,6% (variacdo de 0,1% a 22,8%) e os pacientes que evoluiram a obito exibiram média de IPC
de 5,9% (variagdo de 0,1% a 34,0%), valores estes menores que os por nds observados,
embora a comparagdo com nosso estudo ¢ feita sob cautela, j4 que os autores nao
confrontaram os dados estatisticamente. Neste estudo ndo foi realizada a correlagdo com o
tempo de sobrevivéncia.

A estipulagdo do valor de cut-off também ndo traz consenso na literatura médica.
Utilizamos o valor de casos com IPC maiores e menores que 3%, valor estes utilizado por
Neder et al. (2004a) em tumores astrociticos de diferentes graus de malignidade. Alguns
autores utilizaram valores de cut-off para avaliagdo em ependimomas muito proéximos ao
nosso, como Prayson (1999) com cut-off de 4%, Figarella-Branger et al. (2000) e Kurt et al.
(2005) ambos com cut-off de 1%. A diferenca de valores de corte (variagdo de 1% a 20%)
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pode ser explicada pelo fato de comumente esses valores serem baseados no valor da mediana
do IPC, a utilizacdo de diferentes metodologias e diferentes clones de anticorpos. Uma futura
padroniza¢do dos métodos imuno-histoquimicos pode trazer luz a estas discordancias.

A estipulacdo de um valor de corte para o IPC-Ki-67 que melhor diferencie os
ependimomas de baixo e alto grau ¢ de grande valia, principalmente ao se analisar biopsias
com escasso material.

No presente estudo a DMV avaliada nao exibiu correlagdo com o grau histopatoldgico
dos tumores ou com a evolucao clinica dos pacientes. Nossos dados diferem com os descritos
por Duda-Szymanska e Papierz (2007), que relataram correlagdo entre a DMV e o grau dos
ependimomas. No entanto, estes autores ndo incluiram os subependimomas e ependimomas
mixopapilares na casuistica.

A fim de avaliar a preservacdo da antigenicidade do tecido e para confirmacio
diagnostica, realizamos em todos os casos, reacdo imuno-histoquimica para GFAP, que se
mostrou positiva na totalidade dos casos. Ainda, para fins académicos, avaliamos se a
imunomarca¢do para a GFAP se correlacionava com o grau histologico dos tumores e o

tempo de sobrevida dos pacientes, ndo existindo correlagdo entre as variaveis.
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e A galectina-3 expressa-se de forma ubiqua nos ependimomas, ndo apresentando

diferencas na sua expressao entre os diferentes graus de malignidade.

e A expressao da galectina-3 nao se correlacionou com o IPC-Ki-67, com a

densidade microvascular e/ou com a sobrevida dos pacientes.

e O IPC-Ki-67 de 3% foi o valor de corte que melhor discriminou os pacientes

cujos ependimomas evoluiram de forma adversa

e Pacientes com idade superior a 5 anos apresentaram melhor evolugao.
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