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“Se vi mais longe, foi por estar sob ombros de gigantes”

(Issac Newton)
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Resumo da Dissertagao

Introdugao: Meningiomas sédo tumores benignos, porém recorrentes. Diversos
estudos in vitro e in vivo demonstram que meningiomas, independentemente
de sua histologia e classificacdo, expressam receptores de somatostatina
(SSTRs).

Objetivos: Avaliar a expressao de SSTRs em meningiomas, relacionando-os
com grau tumoral, sexo, género, subtipo histolégico, localizagao,
recorréncia/recrescimento tumoral e acompanhamento clinico.

Material e Métodos: Amostras de 60 meningiomas foram avaliadas através de
método imuno-histoquimico para presenca de SSTRs. Os tumores foram
classificados quanto ao grau tumoral.

Resultados: Analisaram-se 44 mulheres e 16 homens, com média de idade de
53,18+12,6. Quanto a classificagao histologica, 47 (78,3%) pertenciam ao grau
I, 11 (18,3%) ao grau Il e 2 (3,3%) ao grau lll, de acordo com a OMS. Houve
expressao IH dos cincos subtipos de SSTRs, com frequéncias entre 61,6-
100%, com predominancia do subtipo SSTR2. O subtipo SSTR5 foi mais
expresso em meningiomas de grau | quando comparados com meningiomas
grau Il (p<0,013). O tempo mediano de seguimento foi de 18 meses com taxa
de sobrevida livre de recorréncia em 2 anos de 75,2%. Nao houve associacao
significativa entre a expresséo |IH de SSTRs e as demais variaveis estudadas.
Conclusodes: A expressdao de SSTRs foi evidenciada com frequéncia
expressiva nesta amostra, com predominio do SSTR2 e maior expressao do
SSTR5 em tumores de grau |. Mais estudos quanto a acéo destes receptores
sd0 necessarios, visto que, o tratamento de meningiomas recorrentes e/ou

refratarios a radioterapia € considerado de conduta clinica incerta.



1. Introdugao

Os meningiomas s&o tumores de comportamento biolégico benigno
(Santana Jr e cols, 2006), porém com alta taxa de recorréncia pds-cirurgica
(Wahab e Al-Azzawi, 2003). Frequentemente observados em mulheres na
proporgcao 2:1, com maior incidéncia entre a sexta e sétima décadas de vida.
Correspondem a 35% dos tumores primarios intracranianos (Dolecek e cols.,
2012), contudo, este numero pode estar subestimado, uma vez que diversos
casos sao assintomaticos ou descobertos acidentalmente (Kasuya e cols., 2012).

A influéncia hormonal no crescimento de meningiomas vem sendo
descrita nos ultimos anos. Além disso, 0s meningiomas expressam receptores
de estrégeno e progesterona (Hilbig e Barbosa-Coutinho, 1998; Leaes e cols.,
2010), androégenos (Carroll e cols., 1995), hormbnios ndo esteroides, como:
horménio do crescimento (Friend e cols., 1999), dopamina (Schrell e cols., 1990,
Carroll e cols., 1996) e somatostatina (Reubi e cols., 1986).

Sintetizada por diversos tipos celulares e tumorais, a somatostatina
exerce suas fungoes fisioldgicas através da ligagdo com receptores especificos
presentes na membrana plasmatica (Virgolin e cols., 1996), da maioria dos
tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) e neuroendécrinos (Breder e cols.,
1992; Schulz e cols., 2000; Kulaksiz e cols., 2002; Goodyer e cols., 2004; Wang
e cols., 2013).

Os receptores de somatostatina (SSTRs) demonstram inumeras
aplicagdes clinicas, em virtude da sua expressao em tumores e metastases.
Estes receptores podem ser utilizados como marcadores preditivos da eficiéncia

terapéutica, marcadores diagnésticos, no acompanhamento clinico e



prognoéstico, bem como possiveis alvos terapéuticos (Reubi e cols., 1992).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a expressao dos SSTRs em
meningiomas, utilizando método imuno-histoquimico relacionando-a com idade,
sexo, subtipo histologico, localizagdo, recorréncia/recrescimento tumoral e

seguimento clinico.



1.1. Meningiomas

1.1.1. Epidemiologia

Os meningiomas sao neoplasias de caracter predominantemente benigno
com crescimento lento. De acordo com estudo realizado entre os anos de 2005
a 2009 pela Central Brain Tumor Registry of the United States (CBTRUS)
aproximadamente 7,22 habitantes a cada 100.000 desenvolvem meningioma,
representando cerca de 35% dos tumores intracranianos. O indice de
prevaléncia perfaz 50,4/100.000 habitantes com aumento expressivo da
incidéncia apds os 65 anos (Dolecek e cols., 2012).

As neoplasias meningeas sao raras durante a infancia, em ambos os
sexos, porém, quando diagnosticadas costumam apresentar-se de forma
agressiva e, na maioria dos casos, estdo associadas as sindromes hereditarias,
como: Neurofibromatose tipo 2 (NF2), Sindrome de Gorlin e Sindrome de
Cowden (Marosi e cols., 2008).

Em mulheres e na populagdo negra a incidéncia dos meningiomas é
expressivamente maior quando comparada aos homens e a populagao branca.
A predominancia em mulheres é descrita na proporgao 2:1, estando esta
associada aos hormoénios sexuais (Dolecek e cols., 2012). Observa-se maior
incidéncia de meningiomas anaplasicos e atipicos em pacientes masculinos com
elevada proliferagao celular observada nesses pacientes (Jaaskelainen e cols.,
1985). Meningiomas multiplos séo pouco observados, ocorrendo em menos de
10% dos casos (Marosi e cols., 2008).

Os indices de recorréncia estdo intimamente relacionados ao tipo de

ressecgao cirurgica e grau histolégico. Em meningiomas operados e ressecados



completamente a expectativa de cura aproxima-se da totalidade, contudo, a
recorréncia tumoral também pode estar associada a fatores hormonais.
Rubinstein e cols. (1994) encontraram alta expressao de receptores de
progesterona em meningiomas recidivantes corroborando esta associagéo
(Rubinstein e cols., 1994; Konstantinidou e cols., 2001; Hakin-Smith, 2001;
Alvarado e cols., 2010). Quanto ao grau tumoral, os meningiomas atipicos e
anaplasicos demonstram taxa de recidiva de 38% e 78%, respectivamente no
periodo de aproximadamente 5 anos apoOs ressecgao cirurgica completa
(Jaaskelainen, 1986), estando associados a taxa de sobrevida menor quando
comparados aos meningiomas benignos, cuja taxa de recorréncia é de 5% apos
resseccao tumoral completa no mesmo periodo de tempo (Riemenschneider e
cols., 2006; McLendon e cols., 2006).

A taxa de sobrevida média dos pacientes € de 75 a 87% em 5 anos e de
58% em 10 anos (Davis e cols., 2001; Wahab e Al-Azzawi, 2003). Estudo
realizado em pacientes com resseccao tumoral completa e histologicamente
benigna demonstrou que a coagulagao na insergéo dural, a consisténcia tumoral
macia e invasao ossea sao fatores de risco para recorréncia tumoral. A taxa de
recorréncia para os pacientes com um ou mais desses fatores foi de 34-56%

(Jaaskelainen, 1986).



1.1.2. Sintomatologia

Devido ao crescimento lento, trés quartos dos meningiomas sao
assintomaticos e diagnosticados acidentalmente (Drummond e cols, 2004).
Estudo realizado para avaliar a incidéncia de tumores intracranianos primarios
através de exames de imagem revelou que 32,2% dos pacientes apresentavam
meningiomas, destes casos, 38,9% eram assintomaticos (Kuratsu e cols., 2000).
Estudo realizado em autopsias, 2,3% dos pacientes apresentavam meningiomas
assintomaticos, que ndo haviam sido diagnosticados previamente (Nakasu e
cols., 1987). Kasuya (2012) evidenciou processo de crescimento e prevaléncia
dos graus Il e Il em um quarto dos meningiomas descobertos acidentalmente,
sugerindo que este tipo tumoral seja mais comum do que diagnosticado
clinicamente (Drummond e cols, 2004; lkeda e cols., 2008; Kasuya e cols., 2012).
Estudo realizado em pacientes com meningiomas assintomaticos demonstrou
progressao tumoral em 35% dos casos e, apenas 5% dos pacientes tornaram-
se sintomaticos (Niiro e cols., 2000). Oliveiro e colegas (1995) propdem que o
monitoramento através de exames de imagem pode ser seguro até o tumor
apresentar crescimento notoério e/ou sintomatologia (Olivero e cols., 1995).

Contudo, os meningiomas em virtude do tamanho, localizacdo e
presenca/auséncia de edema peritumoral, podem causar compressdao de
estruturas adjacentes ocasionando sintomatologia relacionada a Sindrome de
Hipertenséo Intracraniana (Santana Junior e cols., 2002; Drummond e cols.,
2004; Cea Soriano e cols, 2012).

A sintomatologia esta relacionada com a localizagdo tumoral. Em

meningiomas espinhais, frequentes na coluna toracica, observa-se maior



invasdo Ossea, hiperostose focal e dor localizada. A localizagdo parasagital
corresponde a 17-20% dos meningiomas e ocorrem principalmente no lobulo
frontal, nesses casos, observa-se convulsdes jacksonianas dos membros
inferiores e dores de cabecga. Em casos mais avangados podem ser observados
papiledema e hemianopsia homénima. Os meningiomas podem crescer
consideravelmente antes do aparecimento dos sintomas (Marosi e cols., 2008).
Em meningiomas malignos desencadeia-se rapidamente a sintomatologia,
evidenciando a agressividade e progressao dessas neoplasias (Lomas e cols.,

2002).

1.1.3 Etiologia e patogénese

A etiologia dos meningiomas € pouco conhecida. Sabe-se que existem
fatores, tanto enddégenos quanto exdgenos, que predispdem o desenvolvimento
deste tumor. Alguns dos fatores conhecidos associados ao aparecimento dessa
neoplasia sdo a exposi¢cao as radiagcdes ionizantes e algumas condigdes
genéticas hereditarias, como a delegao no gene Neurofibromatose tipo 2 (NF2),
monosomia do cromossomo 22 (alteragdo mais frequente associada aos
meningiomas de grau 1), Sindrome de Gorlin e Sindrome de Cowden (Claus e
cols, 2005;Barbosa-Coutinho e Hilbig, 2006; Marosi e cols., 2008; Wiemels e
cols., 2010).

A exposicao a altas doses de radiacao ionizante € um fator causador de
meningiomas. Primeiramente, esta relagdo foi descrita em sobreviventes aos
ataques com bombas atbmicas (Preston e cols., 2002) e pacientes com tinea

capitis tratados com radioterapia. Os meningiomas causados por radiagcédo



desenvolvem comportamento mais agressivo e com maior frequéncia sdo
multiplos quando comparado aos esporadicos (Park, 2013). Estudo realizado
com criangas revelou alta incidéncia de meningioma (16,4%) em pacientes
sobreviventes a meduloblastomas. O periodo de laténcia entre o primeiro e
segundo diagnaostico de neoplasia aproximou-se de 23 anos para meningiomas
malignos, com primeiro diagndstico na juventude e exposi¢cdo a radioterapia
(Friedman e cols., 2010),

A relacao entre os horménios sexuais e a patogénese dos meningiomas
€ conhecida, porém nao elucidada. Estudos demonstram que a progesterona se
relaciona com crescimento tumoral durante o periodo menstrual (fase lutea) e a
gestacédo (Wigertz e cols., 2008). O aumento da prevaléncia de meningiomas em
mulheres e a expressao de receptores de progesterona em suas células
meningeas corroboram esta relagao (Marosi e cols., 2008).

Em estudo realizado por Korhonen (2006), observou-se positividade dos
receptores de progesterona (88% dos casos), de estrégenos (40% dos casos) e
de andrégenos (39% dos casos) (Korhonen e cols., 2006). Receptores de
progesterona foram significativamente mais expressos em meningiomas
benignos, quando comparado aos anaplasicos (Roser e cols., 2004). Ainda,
pacientes com linfangioleiomiomatose tratados com progesterona a longo prazo
apresentam maior ocorréncia de meningiomas (Moss e cols., 2001).

Quanto a exposicdo hormonal exdégena, com o uso de contraceptivos
orais e a reposi¢ao hormonal existem poucas evidéncias quanto ao aumento do
risco de meningiomas, porém, esta exposi¢cdo pode estar envolvida na
progressao do tumor em pacientes com diagndstico prévio de meningiomas

(Wahab e Al-Azzawi, 2003; Lamszus e cols, 2004; Custer e cols., 2006).



O céncer de mama também esta associado ao surgimento de
meningiomas. Ambos prevalentes no sexo feminino, na faixa etaria de 50 a 70
anos, com presenca de receptores de progesterona e estrégeno, progresséo do
tumor durante periodo gestacional e superexpressdo do oncogene c-myc

corroboram esta relacédo (Rao e cols., 2009).

1.1.4. Localizagao

Originarios de células meningoteliais que constituem a aracnoide, os
meningiomas podem ser encontrados em qualquer regido da leptomeninge,
enfatizando-se a ocorréncia nos ventriculos laterais devido a presenca de células
aracnoideas no estroma do plexo coroide (Santana Junior e cols., 2006; Saraf e
cols., 2011). Sao frequentemente encontrados nos pontos em que a aracnoide
se projeta para o interior da dura-mater, ocorrendo formagao dos corpusculos de
Pacchioni, ou acompanhando a saida dos grandes seios venosos (Barbosa-
Coutinho e Hilbig, 2006).

Observam-se meningiomas dentro do parénquima cerebral, derivando de
células aracnoides perivasculares. Aproximadamente 90% dos meningiomas
situam-se na regido supratentorial, frequentemente na regido parassagital, foice,
tubérculo selar, goteira olfatéria, asa do esfenoide, fossa média, cavo de Meckel
e tenda cerebelar (Barbosa-Coutinho e Hilbig, 2006; Marosi e cols., 2008). Os
meningiomas malignos tendem a expandir-se para mais de um lobo cerebral,

com possivel comprometimento da convexidade parietal (Mattei e cols., 2003).



1.1.5. Caracteristicas morfolégicas e classificagao histolégica

Macroscopicamente, os meningiomas possuem tamanho variavel e
consisténcia firme. Constituidos por massas nodulares ou lobulares com
superficie externa lisa, aderidas internamente a dura-mater, com proje¢des na
caixa craniana ou no canal vertebral (Barbosa-Coutinho e Hilbig, 2006). A alta
vascularizagdo devido a estimulos paracrinos que envolvem fatores de
crescimento vascular endotelial, permitem a formacdo do edema peritumoral
(Kalkanis e cols., 1996). Aproximadamente dois tergos dos meningiomas
intracranianos apresentam edema peritumoral associado (Lobato e cols., 1996;
Bitzer e cols., 1997; Pereira-Filho e cols., 2010).

Ao corte, o tumor apresenta-se como uma coloragdo vermelho-escuro
com areas claras e translucidas. Podem ser observadas degeneragoes,
formacao de cistos, hialinizagao, calcificagao e ossificagées (Barbosa-Coutinho
e Hilbig, 2006). Microscopicamente, estes tumores assemelham-se a outros
tipos tumorais, tornando-se possivel a diferenciagdo somente com o auxilio de
técnicas especiais (Pitella e cols., 2011).

Os meningiomas, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sao
classificados em 13 subtipos divididos em graus de malignidade de acordo com
sua histologia e recorréncia. Eles sdo estratificados em meningiomas benignos
(grau 1), meningiomas atipicos (grau Il) e meningiomas anaplasicos (grau lll)
(Tabela 1). Aproximadamente 90% dos meningiomas de grau | possuem
caracteristicas benignas e bom progndstico, embora possa haver recorréncia
tumoral em 7-20% dos casos (Pittella e cols., 2011). Cerca de 80% dos
meningiomas benignos mais frequentes sdo pertencentes a classe meningotelial,

transicional ou fibroblastica (Lantos e cols., 2002). Meningiomas atipicos (grau
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II) correspondem de 5-15% dos casos, e s&o definidos histologicamente pelo
aumento da atividade mitética, relagao nucleo/citoplasma aumentada, nucléolos
proeminentes, arranjos arquiteturais difusos, necrose e alto risco de recorréncia.
O aparecimento de trés dessas caracteristicas configura quadro de meningioma
atipico. Aproximadamente 1-3% dos casos sao considerados meningiomas
anaplasicos, caracterizando-se pela presenca de 20 ou mais mitoses por 10
campos de grande aumento e aspectos citologicos compativeis com sarcomas,
carcinomas ou melanomas. Além disso, estéo relacionados com pior prognostico
e tempo de sobrevida média inferior a dois anos. Nestes casos, estdo associados
a elevados indices de recorréncia e mortalidade. (Kleihues e cols., 2000; Wrobel

e cols., 2005; Santana Jr e cols, 2006; Marosi e cols., 2008; Pitella e cols., 2011).

Tabela 1: Classificagdo dos subtipos histolégicos dos meningiomas de acordo

com a OMS quanto sua histologia e grau de malignidade.

Grau Subtipos histolégicos Comportamento Frequéncia (%)
biolégico
[ meningotelial, fibroblastico, transicional benignos 80-90%

psamomatoso, angiomatoso, microcistico,
secretor, linfoplasmocitico, metaplasico

Il atipico, meningioma de células claras, baixa malignidade 5-15%
corddide (atipicos)
[l rabddide, papilar, anaplasicos malignos 1-3%

(anaplasicos)

(Adaptado de Kleihues e cols., 2000; Louis e cols., 2007; Saraf e cols., 2011)
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As metastases extra-cranianas sao raras e descobertas acidentalmente,
principalmente em casos de lesdes intracranianas extensas. Observa-se
metastase em 5% dos meningiomas atipicos (grau Il) e em 30% dos
meningiomas anaplasicos (grau lll) (Enam e cols., 1996). Os sitios metastaticos
mais comuns sdo pulmdes, figado, linfonodos cervicais e ossos (Karasik e Mullan,

1974).

O diagndstico dos meningiomas € realizado através de exames de
imagem, como tomografias computadorizadas e ressonancias magnéticas,
observando-se uma massa lobulada bem delimitada, isotensa em T1, em
associacdo direta com a dura-mater. Essas lesdes podem apresentar
calcificagbes e impregnacdo homogénea do contraste, relacionando-se com
edema peritumoral e em meningiomas atipicos relacionando-se com necrose,
formacgdes cisticas e hemorragias. Nos ossos adjacentes a massa tumoral,

usualmente, ocorrem hiperostoses e erosdes (Coons e Johnson, 1994).

1.1.6. Tratamento

A ressecgao cirurgica € considerada tratamento de escolha, quando
ocorre compressao de estruturas importantes decorrentes do efeito de massa
tumoral. A extensao da resseccao esta diretamente relacionada com a taxa de
recorréncia, podendo variar de 9 a 20% quando realizada ressecg¢ao completa e
18 a 50% nas ressecgdes incompletas (Wahab e Al-Azzawi, 2003).

A resseccao completa é um fator preditivo importante para a recorréncia
tumoral, seguida pelo grau do edema e invasao cerebral (Mason e cols., 2002).

A cirurgia tem como objetivo principal a remogao completa do tumor, incluindo
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adesédo a dura-mater e infiltragdes Osseas, porém, deve-se considerar o historico
do paciente, sintomatologia, desenvolvimento e acessibilidade ao tumor e o
beneficio clinico obtido com a cirurgia (Ausman, 2003). Na maioria dos
meningiomas atipicos e anaplasicos a ressecg¢ao cirurgica completa ndo €
indicada, utilizando-se outros meios terapéuticos associados, como a
radioterapia ou radiocirurgia (Wilson, 1994).

A radioterapia ou radiocirurgia também é considerada tratamento de
escolha quando o meningioma localiza-se em regides de dificil acesso cirurgico
ou préximos a regides importantes do cérebro, uma vez que ainda ndo se
encontrou terapias com base hormonal ou quimioterapias eficientes (Sanson e
Cornu, 2000; Millesi e cols., 2013). Em casos de ressecgao incompleta e/ou
casos reicidivantes a radioterapia € indicada (Uy e cols., 2002; Kokubo e cols.,
2000).

A quimioterapia com hidroxiureia tém demonstrado regressao de
meningiomas irresecaveis e/ou recorrentes (Mason e cols., 2002), estudos in
vitro, utilizando culturas celulares de meningiomas e interferon-a, também
demostraram inibicdo no crescimento tumoral, sugerindo possivel aplicagédo
clinica, porém mais estudos confirmatérios sdo necessarios (Koper e cols., 1991).

Atualmente, algumas diretrizes (Central Nervous System National
Comprehensive Cancer Network guidelines) recomendam o uso de hidroxiureia,
interferon-a e octreodite (Sandostatin LAR) como opcdes terapéuticas, apesar

de poucas evidéncias conclusivas.
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1.2. A somatostatina e seus receptores

A somatostatina foi descoberta na década de 60 durante estudos
referentes a distribuicdo de GH-RH (Horménio Liberador de Hormdnio de
Crescimento) constatando sua agéo inibitéria na secre¢cdo do mesmo no
hipotalamo de roedores (Krulich e cols., 1968). Atualmente, a somatostatina &
descrita como um peptideo com estrutura ciclica, ligada a partir de pontes de
cisteina, sendo considerada produto de uma familia de multiplos genes,
localizados no cromossomo 3g28 e molécula precursora denominada como pré-
somatostatina (Barnett, 2003).

Nesta molécula, em sua por¢ao amino-terminal, encontra-se um peptideo
sinalizador composto por 24 aminoacidos (PS-24), que apds processo de
clivagem, origina duas isoformas bioativas semelhantes: Somatostatina-14
(isoforma predominante) e Somatostatina-28, conhecidas assim devido ao
numero de aminoacidos encontrados em suas moléculas (Brazeau e cols., 1973;
Naylon e cols., 1983; De Herder e cols., 2003).

Constatou-se, posteriormente, agao inibitéria da somatostatina sobre o
Horménio de Crescimento (GH), TSH (Hormonio Estimulante da Tiredide), ACTH
(Horménio Adrenocorticotréfico), insulina e glucagon e, ainda, regulacao de
anticorpos pela ativagao de linfocitos B, citocinas por linfocitos T e macrofagos.
A somatostatina atua também na absorcgao intestinal e no aumento da motilidade
gastro-intestinal (Brazeau e cols., 1973; Krantics e cols., 2004; Gylfe e Tengholm,
2014).

As fungdes exodgenas associadas a somatostatina respaldam-se na

inibicdo da amilase, acido hidrocloridrico, pepsinogénio, enzimas pancreaticas,
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bicarbonato e bile (Epelbaum, 1986; Lamberts e cols., 1988; Schally, 1988).
Observa-se também fungcdo neuromoduladora na regulagdo de
neurotransmissores, como a dopamina, serotonina e neuroepinefrina (Gruzka e
cols., 2012; Molchan e cols., 1991). Além destas fun¢des, a somatostatina possui
agao regulatoria sobre o crescimento normal das células, bem como de tumores.
Essas fungdes sdo baseadas em diferentes mecanismos que envolvem paradas
no ciclo celular, apoptoses, inibigdo de processos angiogénicos e fatores de

crescimento (Theodoropoulou e Stalla, 2013) (Figura 1).

v 4

Inhibition of growth Inhibition of
factors’ effects angiogenesis

_& f(@

Primary tumor

Induction of Modulation of
apoptosis immune system

Inhibition of cell cycle Inhibition of growth factor and
and/or growth trophic hormone release

Figura 1. Acgado antiproliferativa da somatostatina em células tumorais (Imagem

adaptada de Theodoropoudou e Stalla, 2013).
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Sintetizada por células neuroendécrinas, neuronais, inflamatorias, imunes
e tumorais, a somatostatina exerce sua fungao fisiologica apds ligagdo com
receptores especificos presentes na membrana plasmatica (Virgolin e cols.,
1996). Os SSTRs pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina
G (proteinas ligadas ao nucleotideo guanina) (Figura 2) (Nilsson e cols., 1998)
e, sao formados por sete dominios transmembranas alfa-helicoidais, onde as
regides aminoterminais localizam-se na parte externa da membrana
citoplasmatica e as regides carboxiterminais internamente a membrana (Moller

e cols., 2003).

N-terminal —, ™ Porgao
- ‘ 7 Aminoterminal

— Receptor

Extracellular

/JJJ/J.}JJJ'}._,

Plasma 4 3
membrane

A

P P PSP PSS

Intracellular = ) — G protein

Porcao Carboxiterminal

Figura 2. Representagéo grafica dos receptores de somatostatina acoplados a proteina

G (Imagem adaptada de Lamberts, 1996).

Em geral, os receptores possuem sequéncias similares (39-57%) que
permitem a diferenciagdo em duas subclasses: SRIF-1 (originario do primeiro
nome da somatostatina, Fator Inibitério da Liberacdo de Somatotrofina) que

consiste nos subtipos SSTR2, SSTR3 e SSTR5, e SRIF-2 composta pelos
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subtipos SSTR1 e SSTR4. Estas familias também diferem em suas
caracteristicas farmacoldgicas, principalmente, em suas propriedades de ligagéo

com analogos sintéticos da somatostatina (Bruns e cols., 2008).

Os analogos da somatostatina mais conhecidos sdo o octreodite,
lanreotide, vapreotide e pasireotide que se ligam seletivamente a subclasse
SRIF-1, com maior afinidade pelos subtipos SSTR2 e SSTRS, afinidade
intermediaria por SSTR3 e baixa afinidade pelos subtipos SSTR1 e SSTR4

(Moler e cols., 2003; Weckbecker e cols., 2003; Florio, 2008).

1.2.1. Receptores de somatostatina e suas caracteristicas

Totalizam-se cinco isoformas conhecidas de receptores (SSTR1- SSTR5)
cuja formagdo do complexo ligante-receptor desencadeia uma mudanga
conformacional da proteina e alta afinidade pelas por¢des triméricas da proteina
G (alfa, beta e gama) (Moller e cols., 2003). O subtipo SSTR2 é um gene intronico,
ou seja, produz duas isoformas variantes (SSTR2a e SSTRb) que diferem na
sensibilidade da sinalizacdo intracelular e na sequéncia de aminoacidos
presentes na regido carboxiterminal (Patel e cols., 1993).

Codificados por genes nao-alélicos distintos, estes receptores foram
identificados nos cromossomos 14 (SSTR1), 17 (SSTR2), 22 (SSTR3), 20
(SSTR4) e 16 (SSTR5), com sequéncias similares de aminoacidos, todavia, com
mecanismos de agao distintos (Yamada e cols., 1993; Demchyshyne cols., 1993;
Panetta e cols., 1994). Os SSTRs foram localizados em tecidos normais do
cérebro e leptomeninges, glandula pituitaria anterior, tecido pancreatico exdcrino

e enddcrino, mucosa gastrointestinal e células imunolégicas (Reubi e cols., 1994;
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Cukiet e Liebermen, 2002) bem como em tumores neuroenddcrinos, adenomas,
neuroblastomas, cancer de tireoide, feocromocitoma, cancer pulmonar de
pequenas células, cancer de mama, linfomas e meningiomas (Reubi e cols.,

1992; Schindler e cols., 1996; Kwekkeboom e Krenning, 2002).

Observou-se que tais receptores encontram-se distribuidos de forma
ampla, heterogénea e padrao de expressao, embora haja variagao na expressao
destes receptores entre 0 mesmo tipo tumoral (Florio e cols., 1996; Hofland e
Lamberts, 2003). A capacidade tumoral de expressar receptores especificos em
sua membrana ¢é o alicerce fundamental na utilizagdo de moléculas analogas a
somatostatina, sendo o octreotide, o analago de referéncia em tratamentos e
propostas diagndsticas (Dutour e cols, 1998; Weckbecker e cols., 1992). Estas
observagdes, em conjunto com dados pré-clinicos consistentes demonstram
atividade pro apoptética e antiproliferativa dos SSTRs, tornando-se util na
investigacao farmacoldgica e identificagdo de novas moléculas com atividade

antitumoral somatostatinérgica (Florio, 2008).

1.2.2. Vias de sinalizagao e internalizagao dos SSTR

ApOs a ativagao destes receptores, a transducgao de sinal ocorre através
de vias intracelulares divergentes. A acdo antiproliferativa da somatostatina
associa-se, principalmente, a acdo de enzimas tirosinas fosfatases via SSTR2 e
indugao da apoptose via SSTR3 (Tabela 2) (Buscail e cols., 1994; Sharma e cols.,
1996).

Devido a inibigdo da adenilato ciclase ocorre reducdo da adenosina
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monofosfato ciclica (AMPc) e, em virtude da hiperpolarizagédo celular causada
pela ativacao dos canais de potassio que impedem o influxo de calcio, ocorre a

diminuicdo da exocitose e secre¢gao hormonal (Patel, 1999).

Tabela 2. Principais vias de transducao de sinais intracelulares moduladas por

SSTRs.

Vias de sinalizagao SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5

Adenilato Ciclase i | i | |

(-
‘

Troca N+/K+

Canais de K+

Tirosina fosfatase 1 » x , ;

Canais de Ca2+ i i = = 1

[
-

MAP cinase 1 T

Fosfolipase A2 |

Fosfolipase C/IP3

1: ativacao, |: inibicdo, -: sem efeito (Adaptado de Csaba e Dournaud, 2001; Barbieri
e cols., 2012).

Devido a inibigcdo da enzima MAP quinase (proteina quinase ativada por
mitdgenos) observa-se efeito antiproliferativo, pois esta é responsavel pela
fosforilagao de proteinas envolvidas na transcricao celular. Da mesma forma, a

ativacdo da PTPase (tirosina fosfatase), fosfolipases A2 e C/IP3 (Inositol-1,4,5-

trifiosfato) e a troca de sddio (Na*) e potassio (K*) aumentam a expressdo das
proteinas p21 e p27 e genes supressores tumorais, relacionando-se com a

migragado e adesao celular, produgao de acido araquiddnico e parada no ciclo
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celular na fase G1 (efeito citostatico), impedindo desta forma a proliferagao
celular (Theodoropoulou e Stalla, 2013). A apoptose esta relacionada com a
aumento da expressao da enzima p53 (Patel, 1999; Barbieri e cols., 2012)
mediada pela acdo da enzima tirosina fosfatase. Associados as vias de ativagéo
pré-apoptoéticas, bem como de sinais anti-angiogénicos (controle indireto do
crescimento tumoral), encontram-se o SSTR2 e SSTR3 (Florio, 2008).

O mecanismo de internalizagdo dos SSTRs ocorre apos a ligagao
receptor-ligante em areas especificas da membrana através da agao da proteina
G. A capacidade de internalizacdo dos receptores € fundamental na eficiéncia
do tratamento de tumores neuroenddcrinos, uma vez que, permite o transporte
dos analogos da somatostatina radiomarcados para o meio intracelular (Hofland

e Lamberts, 2003).

Apés ativacdo, os receptores sido fosforilados por enzimas cinases e
internalizados por meio de endocitose por proteinas citoplasmaticas (3-arretinas)
que interrompem a ligagao receptor-proteina G, caracterizando o processo de
dessensibilizagédo. Estas proteinas também permitem a ligagao do receptor com
o0 maquinario endossomal, local em que sao desfosforilados, o SSTR é
direcionado a compartimentos intracelulares que o conduzem ao processo de
reciclagem (ressensibilizagdo) ou degradagao. A taxa de receptores reciclados
ou degradados parece estar relacionada com a interagao arretinas/receptor e
proteinas regulatérias (ubequitinas) (Tulipano e Schulz, 2007).

A via de sinalizagao intracelular ativada apés esta ligagdo demonstrou-se
distinta em diversos tipos tumorais e dependentes do padrao de distribuicdo e
sinalizacdo, bem como da dessensibilizagdo, internalizagcdo e interacdo dos

receptores (Lahlou e cols., 2004; Schonbrunn e cols., 2008). Embora o0 SSTR2
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seja o0 subtipo observado com maior frequéncia em diversos tipos tumorais,
estudo realizado por Hukovic e colaboradores (1996), demonstrou que os
subtipos SSTR3 e SSTRS apresentam maior eficiéncia durante processo de
internalizagao, porém, relatou-se maior tempo de ressenbilizagao (up-regulation)
dos mesmos, ao contrario do observado no subtipo SSTR2. Tal estudo também
demonstrou que, apds internalizagcéo, o subtipo SSTR3 nao sofre processo de
reciclagem, sendo direcionado a via de degradag&o (Hukovic e cols., 1996).

A homodimerazagéao entre receptores de somatostatina e outras familias
de receptores acoplados a proteina G € heterogénea, ocorrendo em diversos
tipos tumorais (Rocheville e cols., 2000; Duran-Prado e cols., 2008; Barbieri e
cols., 2012). A formagédo de heterodimeros entre SSTRs (principalmente dos
subtipos SSTR2 e SSTRY) e receptores dopaminérgicos € relatada em tumores
de hipdfise secretores de prolactina e GH (Gruska e cols., 2012), sendo assim,
0 uso concomitante de analogos da somatostatina e dopamina tém mostrado
resultados mais eficientes nestes pacientes (Gatto e Hofland, 2011).

Em vista deste perfil de expressao, estudos experimentais visam o
aperfeicoamento da resposta terapéutica apds ativacdo simultanea de
receptores presentes no tecido, desta forma, analogos com alta afinidade para
dois subtipos de receptores vém sendo estudados, como biomoléculas BIM-
23704 (SSTR1 e SSTR2), BIM-23244 (SSTR2 e SSTRS5) e Dopastatina

(receptores de somatostatina e dopamina) (Barbieri e cols., 2008).
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1.2.3. Receptores de somatostatina em meningiomas

Vista predominédncia em mulheres, a relagdo entre meningiomas e
hormonios sexuais tem sido discutida, relacionando-se, possivelmente, com a
tumorigénese deste tumor (Moss e cols., 2001; Smith e cols., 2005; Custer e
cols., 2006). Em estudo realizado por Sanson e Comu (2000) relatou-se que
aproximadamente 2/3 dos meningiomas expressaram receptores de andrégenos
e progesterona e 1/3 expressaram receptores de estrogeno. Em estudo
comparativo entre meninges normais e meningiomas constatou-se auséncia da
enzima aromatase, porém, a mesma foi encontrada no tecido normal. Notou-se
também a presengca de receptores androgénicos e estrogénicos em
meningiomas e auséncia no tecido normal, corroborando esta relagao (Ledes e

cols., 2010).

Associacao entre a recorréncia e expressao de receptores de estrogénio
e progesterona, ciclina E e densidade vascular em meningiomas foram
estudadas. Observou-se positividade destes receptores, porém, a densidade
vascular foi o principal fator associado a recorréncia tumoral,
independentemente da extensdo da ressecgéao cirurgica e do estado hormonal

(Guevara e cols., 2010).

Além dos receptores esteroides, 0s meningiomas expressam receptores
dopaminérgicos, somatostatinérgicos e de GH (Schrell e cols., 1990;
McCutcheon e cols., 2001; Schulz e cols., 2000). Ha evidéncias na literatura de
expressao tanto in vitro quanto in vivo de receptores de somatostatina em
meningiomas (Reubi e cols., 1992). Contudo, existem controvérsias quanto a

acao destes SSTRs perante o crescimento tumoral. Estudos in vitro realizados
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em culturas celulares de meningiomas com o objetivo de avaliar a agdo dos
SSTR no controle da proliferagao celular demonstraram que o tratamento com
somatostatina reduziu a sintese de DNA (Kunert-Radek e cols., 1987; Arena e
cols., 2004). Todavia, estudo realizado por Koper (1992) relatou a estimulagéo
do crescimento tumoral em cultura de células de meningiomas apds uso de
somatostatina e seu analogo (octreodite) (Koper e cols.,1992).

A expressédo destes receptores em meningiomas é detectada através de
diferentes métodos cientificos. Estes métodos baseiam na expressao proteica,
através do uso de anticorpos especificos, como nos métodos imuno-
histoquimicos, e na expressao génica, através de técnicas de qt-PCR (reacéo
em cadeia da polimerase em tempo real), hibridizagao in situ, Western Blot, entre
outras (Reubi e cols., 1994; Dutour e cols., 1998; Reubi e cols., 1998; Schulz e

cols., 2000; Barresi e cols., 2008).

O paralelismo entre RNAm (acido ribonucleico mensageiro) transcrito e a
expressao da proteina € de grande importancia, pois a expressao de RNAm,
quando detectada isoladamente pode ndo ser suficiente para se conhecer a
expressdo exata da proteina presente no tecido. E importante estabelecer a
expressao proteica, uma vez que, muitos alvos terapéuticos para futuras

aplicacgdes clinicas baseiam-se na presenca da proteina (Reubi e cols., 1994).

Schulz e colegas (2000) analisaram a expressao proteica destes
receptores através de imuno-histoquimica demonstrando expressdo de SSTR2
em 70% dos meningiomas, além disto, foram realizadas técnicas moleculares
encontrando-se relagéo estatisticamente significativa entre a expressao proteica

e génica dos receptores, em 75% dos casos.

A maioria dos tumores neuroenddocrinos expressam SSTRs em alta
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densidade quando comparados com tecidos adjacentes, permitindo a
visualizacdo da localizagao primaria do tumor bem como sitios metastaticos in
vivo, a partir de imagens cintilograficas com a utilizagdo de isétopos radioativos
conjugados aos analogos da somatostatina (Hildebrandt e cols., 1994),
permitindo maior grau de precisdo diagnostica e melhor acompanhamento
terapéutico pds-cirurgico (Krenning e cols, 1993; Henze e cols., 2001; Barbieri e

cols., 2012; Lanfranchi e cols.,2013).

Contudo, em alguns casos, exames de imagem como tomografias
computadorizadas ou ressonancias magnéticas, impossibilitam a diferenciagao
entre tipos tumorais como neurinomas, neurofiboromas e meningiomas. Desta
forma, a utilizacdo de métodos de imagem associados a presenga de SSTRs
facilitam a diferenciagao do tumor, principalmente em casos de meningiomas de

pequeno diametro (Henze e cols., 2001).

Agaimy e cols. (2014) realizaram estudo comparativo entre meningiomas
e perineurionas, constatando associacao entre SSTR2 e prolactina em 76% dos
meningiomas. Este estudo demonstrou que painéis de marcadores imuno-
histoquimicos também podem ser uteis na diferenciacdo e confirmacédo do

diagndstico.
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1.2.4. Receptores de somatostatina e o uso de seus analogos em

meningiomas

A presenca dos SSTR ja foi descrita em séries de tumores do SNC e
periférico, incluindo meningiomas (Reubi e cols., 1994). A somatostatina
endbégena sofre rapida degradagao plasmatica (aproximadamente 2 minutos)
devido a protedlise, diminuindo seu tempo de meia vida no organismo. Desta
forma, peptideos sintéticos capazes de exercer sua acido foram desenvolvidos,
melhorando seu tempo de meia vida plasmatica, e, consequentemente,

prolongando sua atividade no organismo (Lamberts e cols., 1996).

Atualmente, os SSTRs tém sido de grande interesse clinico devido ao
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, associadas a alta
expressao de receptores, em particular, o subtipo SSTR2 observado com
frequéncia em tecidos tumorais. O analogo da somatostatina com maior
relevancia clinica € o analogo octreotide, cuja afinidade pelo SSTR2 é
amplamente conhecida, seguida do subtipos SSTRS5, SSTR3, SSTR1 e SSTR4

(Patel, 1999, Schulz e cols., 2000; Arena e cols., 2004; Taboada e cols.,2007).

Uma das principais vantagens do uso de analogos da somatostatina em
meningiomas diz respeito a capacidade de localizagdo metastatica, observadas
em casos de meningiomas malignos, cujas metastases pulmonares e hepaticas
ja foram descritas (Lanfranchi e cols.,2013). Estudos também demonstram
relacdo entre neoplasia mamaria e o surgimento de meningiomas (Sayegh e
cols., 2015).

Outra funcdo importante destes analogos esta baseada na caréncia de

terapias adjuvantes disponiveis, principalmente para pacientes com
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meningiomas considerados irressecaveis e/ou refratarios a radioterapia
(Chamberlain, 2012). Pacientes com meningiomas recorrentes, com
confirmacéo da presencga de receptores de somatostatina através de exames de
imagem tratados com octreotide apresentaram sobrevida livre sem recorréncia
em 6 meses de 44% e minima toxicidade (Chamberlain e cols., 2007). Outro
estudo realizado em meningiomas recorrentes com pasireotide, analogo da
somatostatina de agdo prolongada e afinidade mais elevada para a maioria dos
subtipos, demonstrou doenca estavel em 16 pacientes (73%), quanto a
toxicidade, observou-se hiperglicemia em seis pacientes e aumento de lipase em
dois pacientes (Norden e cols., 2011). Mais estudos referentes a utilizagao de
analogos na somatostatina no tratamento de meningiomas recorrentes s&o
necessarios, uma vez que, os resultados permanecem inconclusivos, devido ao

pouco tempo de acompanhamento e o numero reduzido de pacientes.
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2. Objetivos

Geral

Avaliar a presenca de receptores de somatostatina (SSTR1, SSTR2,

SSTR3, SSTR4 e SSTR5) em meningiomas, através de método imuno-

histoquimico.

Especificos

a) Relacionar os resultados encontrados com as variaveis: idade, sexo,

localizagédo tumoral e graduagao anatomo-patoldgica.

b) Associar a expressao imuno-histoquimica de SSTR de acordo com o tipo de

ressecgao cirurgica realizada.

c) Associar a expressdo imuno-histoquimica de SSTR e o seguimento clinico

dos pacientes.
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ABSTRAC

Meningiomas are benign brain tumors that are usually to recur. Studies
have shown in vitro and in vivo that meningiomas, regardless of histology and
classification, express somatostatin receptors (SSTRs). We investigated the
immunohistochemical expression of five SSTR subtypes (SSTR1-SSTRS5) in
tumor tissue sections from 60 patients with diagnosis of meningioma who
underwent surgical resection and relating it to patient age and sex, tumor
histology, location, regrowth/recurrence and follow-up. Mean (SD) patients age
was 53.18 (12.6) years and 44 were women (73,3%). According to the WHO
histological grading criteria, 47 (78.3%) meningiomas were grade |, 11 (18.3%)
were grade I, and 2 (3.3%) were grade lll. All five SSTRs were expressed in our
sample, at frequencies ranging from 61.6 to 100%, with a predominance of
SSTR2. SSTR5 was more frequently expressed in tumors benign than in tumors
malignant (P < 0.013). Recurrence-free survival rate at 2 years was 75.2%. There
were no significant differences in SSTR expression regarding age, sex, tumor
location and regrowth/recurrence. SSTR expression was detected at a significant
frequency in this series. SSTR5 showed higher expression in tumors benign.
supporting the use of these SSTRs in diagnostic of meningiomas and their

influence in process of tumorigenesis in meningiomas recurrence.

Key words: Immunohistochemistry —Meningioma — Somatostatin Receptors -

Recurrence
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INTRODUCTION

Meningiomas are slow-growing, usually benign brain tumors that are likely
to recur [1]. According to a study conducted from 2005 to 2009 by the Central
Brain Tumor Registry of the United States (CBTRUS), approximately 7.22 per
100,000 population develop this type of tumor, accounting for 35% of all
intracranial tumors. The prevalence rate for meningiomas is 50.4 per 100,000,
with a marked increase in incidence rates after age 65, being more common in
women (ratio of 2:1) [2].

Tumor growth is closely related to hormonal factors [3]. It is known that
meningiomas express estrogen and progesterone receptors [4], androgens [5],
and non-steroid hormones, including somatostatin [6]. Somatostatin performs its
physiological functions by binding to specific receptors (SSTR1 - SSTRS5), which
have been described in most central nervous system and neuroendocrine tumors
[7-10].

Standard treatment (surgical resection and radiotherapy) is recommended
for patients with meningiomas, which, in most cases, is effective in inhibiting
tumor growth. However, treatment options for tumor recurrence after surgery or
tumors refractory to radiotherapy are limited, posing a challenge for existing
therapeutic approaches [11].

This study aimed to increase knowledge of protein expression by
investigating the immunohistochemical expression of five somatostatin receptor
(SSTR) subtypes in meningiomas and relating it to patient age and sex, tumor

histology, location, regrowth/recurrence and follow-up.
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MATERIAL AND METHODS

The study sample included tumor tissue specimens obtained from 60
patients with an anatomopathologic diagnosis of meningioma who underwent
surgical resection performed by the same surgeon (NPF) at Hospital Sdo José,
Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre, Southern Brazil, between July
2013 and August 2014. Tumors were classified according to the World Health
Organization (WHO) criteria for histological subtypes and tumor grading (grade I-
[I). Patient’s medical records were reviewed for data collection, and 38 patients
were followed-up. The study was approved by the Research Ethics Committee of
Hospital Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Brazil (protocol No.
611.402), and conducted in accordance with the provisions of the Declaration of
Helsinki. Written informed consent was obtained from all individual participants
included in the study, and the privacy and data confidentiality of patients were

preserved.

Immunohistochemistry

For immunohistochemical analysis, tumor tissue sections were fixed in 10%
buffered formalin and embedded in paraffin. The blocks were sectioned at 4 um,
deparaffinized, and rehydrated. The labeled streptavidin-biotin method (LSAB kit
+ Peroxidase; Dako, Carpinteria, CA, USA) was used for SSTR detection,
employing the following primary antibodies: SSTR1: polyclonal anti-SSTR1
(1:300 dilution; Chemicon, USA, Catalog No. AB9283); SSTR2: polyclonal anti-

SSTR2 (1:100 dilution; Abcam, USA, Catalog No. AB140933); SSTR3: polyclonal
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anti-SSTR3 (1:400 dilution; Chemicon, USA, Catalog No. AB9285); SSTR4:
polyclonal anti-SSTR4 (1:400 dilution; Chemicon, USA, Catalog No. AB9487);
and SSTRS5: polyclonal anti-SSTRS (1:100 dilution; Chemicon, USA, Catalog No.
AB9287). Normal human pituitary tissue was used as a positive control. As a
negative control, the primary antibodies were replaced with saline.
Immunohistochemical staining patterns were assessed as described previously
[8]. Briefly, the presence or absence of staining and the depth of color were noted.
The depth of color was recorded as pale, medium, or dark according to how easily
it was seen. The tumors were then categorized as weak, moderate, or strong
stainers according to the following criteria: (a) strong (+++), dark staining at the
plasma membrane that is easily visible with a low-power objective; (b) moderate
(++), medium staining that is visible with a low-power objective; (¢) weak (+), pale
staining that is not easily seen under a low-power objective; and (d) negative (-),
tumors that show none of the above. Specimens were analyzed by two

independent observers, using light microscopy.

Statistical analysis

Data are expressed as mean (SD) for continuous variables, and as relative
frequency and percentage for categorical variables. Associations between
SSTRs were analyzed using the chi-square test or Fisher's exact test as
appropriate. The Kaplan-Meier method was used to estimate the rate of survival
free of recurrence. The level of significance was set at 5%. Data analysis was
carried out using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, version

19.0; IBM Corp., USA).



42

RESULTS

Of 60 patients, 44 were women (73.3%), with a female-to-male ratio of
approximately 3:1. Mean (SD) patient age was 53.18 (12.6) years. According to
the WHO grading scheme, 47 (78.3%) meningiomas were grade |, 11 (18.3%)
were grade Il, and 2 (3.3%) were grade Ill. The most prevalent histological
subtypes were meningothelial (25, 41.5%), transitional (9, 15%), psammomatous
(6, 10%), and atypical (11, 18.3%) (Table 1). Regarding meningioma location,
82.1% were located in region supratentorial and 17.9% located in region
infratentorial, with no statistically significant difference in SSTR expression.

Table 2 shows the expression immunohistochemical in meningiomas
analyzed. SSTR2 immunohistochemical expression was detected in 100% of
cases, followed by SSTR3 in 80.6%, SSTR5 in 78.3%, SSTR4 in 68.3%, and
SSTR1 in 61.6%. SSTR2 overexpression was detected in 100% of grade Il and
in 87.2% of grade Il meningiomas. Table 3 shows the expression of all five SSTR
subtypes according to tumor grade. SSTRS expression was observed in 41/47
(87.3%) grade | and in 5/11 (45.5%) grade Il meningiomas (P <0.013). There
were no statistically significant differences between the other SSTR subtypes
regarding tumor grade, age, sex, or location.

Statistically significant associations between SSTR subtypes were
observed, with strong immunopositivity for SSTR2 and SSTR5 (38.3%, P <0.007)
and SSTR2 and SSTR3 (68.3%, P<0.014). Both associations were more
commonly found in grade | meningiomas.

Surgical resection was performed in all 60 patients, but medical record

data on the type of resection were available only for 45 patients. Of these, 30
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(66.7%) underwent complete resection and 15 (33.3%) underwent partial
resection. Among the 30 patients that underwent complete resection, 22, 7, and
1 were grade |, Il and lll, respectively. For the patients that underwent partial
resection, 13 were grade | and 2 were grade |I.

Medical record data on clinical follow-up were available only for 38 patients.
The median follow-up was 18 months (range 6-84 months). According to Kaplan-
Meier analysis, the rate of survival free of recurrence at 2 years was 75.2%
(Figure 1). Among these 38 patients, 5 (13%) died due to postoperative
complications, 26 (78%) had stable disease without tumor recurrence or regrowth
and 7 (21%) showed meningioma recurrence or regrowth (6 and 1 who had
previously underwent partial and total resection, respectively). The patient with
recurrence had grade lll and patients with regrowth tumor, 5 had grade I, and 1
grade Il. Of these, 4 are being followed-up, 1 received radiotherapy and 1 had 3
resections. There was no statistical difference between the five SSTRs and type

of surgical resection and tumor regrowth/recurrence (Table 4).
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DISCUSSION

The present study analyzed a representative series of meningiomas that
is consistent with data reported in the literature regarding peak incidence age and
female prevalence, supratentorial location, and higher incidence of grade |
tumors [2,12-14]. The median follow-up of 33 patients was 18 months
(interquartile range, 9.5-28 months), which is in agreement with previous studies
of 26 patients [15] and 10-years follow-up [16]. Tumor recurrence/regrowth was
observed in 18.4% (7/38) of cases, supporting the results of earlier studies that
have shown recurrence rates ranging from 6 to 39% [16,17].

Regarding recurrence-free survival, a survival rate of 75.2% was observed
at 2 years in the present study, which is consistent with reports of survival rates
ranging from 67.8 to 97% at 2-10 years [17-19]. In this series of meningiomas,
there were no statistically significant differences in SSTR expression regarding
patient age and sex or tumor location and recurrence, which is in agreement with
previous studies [20-21].

A statistically significant association was found for completely resected
meningiomas without tumor recurrence. Recurrence was reported in only one
patient with grade Il tumor, supporting previous findings that more aggressive
meningiomas are associated with an increased risk of recurrence [22-25]. High
expression of SSTR2 (100%) and SSTR3 (87%) was demonstrated in partially
resected meningiomas with tumor regrowth. There are no data in the literature on
immunohistochemical expression of SSTRs recurrent meningiomas, thereby
hindering a proper comparison of the results.

Meningiomas express SSTRs on their surface, with a predominance of the
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SSTR2 subtype. However, it's in vitro mechanism of action remains unclear [9].
In our series of meningiomas, positivity was observed for all five SSTR subtypes,
with strong positivity for SSTR2 in 100% of cases, which is consistent with the
results obtained by Wang et al [26], suggesting that SSTRs may serve as a basis
for future therapeutic applications. SSTR1 and SSTR2 expression was also
detected in endothelial cells, a finding consistent with the results of Taniyama et
al [27], who demonstrated the expression of SSTRs not only in parenchymal cells
but also in lymphocytes, fibroblasts, and endothelial cells.

In our series, SSTR2 expression was detected in grade [, Il, and Ill
meningiomas, with no correlation between tumor grade, which is in agreement
with the findings of Arena et al [9]. However, studies have demonstrated SSTR2
expression in grade Il and |l meningiomas [26,28,29]. Unlike the results obtained
by Durand et al [24], who detected higher SSTR2 expression in meningothelial
meningiomas, suggesting the possibility of a different tumorigenesis process in
this histological subtype, we found no statistical difference between the
expression of SSTRs and histological subtypes. In the present analysis, SSTR2
expression was not considered predictive of malignancy, as previously reported
for neuroblastomas [29].

SSTRS expression was observed in 41/47 (87.3%) grade | meningiomas
and in 5/11 (45.5%) grade Il meningiomas (P <0.013). A study conducted by
Schulz et al [8], using an immunohistochemical method, demonstrated low
expression (11%) of this receptor in meningiomas, without correlation with tumor
grade. In a quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis
of meningiomas, 67% of grade | tumors were positive for SSTRS [30]. SSTR5 is

associated with better treatment response in less aggressive liver tumors [31],
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suggesting that the positive expression of this receptor is a potent biomarker
predictive of therapeutic response.

SST receptor subtypes, coexpressed in the same cells, can also form
heteromeric complexes within SST receptors, or heterodimerize with members of
different GPCR family, as dopamine. High expression of receptors of dopamine
was observed in meningiomas [32]. Clinical trials of chimeric molecules that bind
SSTR2 as well as DR2 will provide information about association between
different G protein— coupled receptors, suggesting the use of combination
therapy. We found an association between SSTR2/SSTRS with strong
immunopositivity in 23 cases (38.3%, P<0.007). These associations are
expressed in growth hormone-secreting pituitary adenomas [33] and
gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors [34]. The SSTR2/SSTRS
expression has been described in endothelial cells during proliferative processes,
and antiproliferative effects were observed after the use of specific analogs,
suggesting an association with endothelial cell angiogenesis [35]. In
gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors, SSTR2 and SSTR5 negative
expression was associated with decreased recurrence-free survival, resulting in
poor prognosis [36]. In the present series, 20 (86%) of meningiomas with high
SSTR2/SSTR5 expression were grade |, and in meningiomas with tumor
regrowth, the positive expression rates of SSTR2/SSTR5 were 66.6%,
suggesting that these receptors might be associated with improved prognosis.

An association was also found between subtypes SSTR2 and SSTR3, with
strong immunopositivity in 40 cases of tumors benign (68.3%, P <0.014).This
expression pattern has been reported in other tumors, such as succinate

dehydrogenase (an enzyme associated with malignant behavior) -deficient
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pheochromocytomas and paragangliomas [37]. In cells culture, the
heterodimerization of SSTR2 and SSTR3 shown activation only SSTR2
suggesting that heterodimerization results in a receptor with a pharmacological
profile resembling that of SSTR2, however appears to be more resistant to
agonist-induced desensitization [38]. There are no reports in the literature of the
association of these SSTR subtypes (SSTR5/SSTR2 and SSTR2/SSTR3) in

meningiomas, thereby hindering comparisons.

No statistically significant association was found between all other
variables and subtypes SSTR1 and SSTR4. The positive expression rate of
SSTR1 in our series (61.6%) supports the results of Xiao et al [39], who
demonstrated higher immunohistochemical expression of this receptor in
meningiomas (65.4%) than in normal brain tissue (28.6%). As for SSTR4, the
immunohistochemical expression rate of this receptor was 68.3%, above the rate
of 33% reported by Arena et al [9].

In conclusion, the immunohistochemical expression of SSTRs was
detected at a significant frequency in the present series of meningiomas,
supporting the use of these receptors for imaging confirmation and possibly in
long-acting somatostatin analog therapy. Prospective randomized trials, with a
longer follow-up and a larger number of patients, are required to confirm the

action of these receptors in tumorigenesis of meningiomas.
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TABLES

Table 1. Distribution of histological subtypes according to the 2007 World Health

Organization (WHO) classification.

Histological subtype n (%)
Meningothelial 25 (41.5)
Fibrous (fibroblastic) 2 (3.3)
Transitional (mixed) 9 (15.0)
Psammomatous 6 (10.0)
Angiomatous 1(1.7)
Microcystic 2 (3.3)
Secretory 2 (3.3)
Atypical 11 (18.3)
Rhabdoid 1(1.7)

Anaplastic (malignant) 1(1.7)




55

Table 2. Immunohistochemical expression of SSTR in our series of meningiomas.

IH SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
+ 37 (61,6%) 60 (100%) 48 (80,6%) 41 (68,3%) 47 (78,3%)
+ 19 (51%) 10 (16%) 5 (10%) 11(27%) 7 (15%)

4+ 7 (19%) 6 (10%) 3 (6%) 17 (41%) 13 (28%)

Total 11(30%) 44 (73%) 40 (83%)  13(31%) 27 (57%)
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Table 3. Immunohistochemical expression of somatostatin receptor (SSTR)
subtypes in meningiomas classified according to the World Health Organization

(WHO) histological grading criteria.

Grade SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5

| 27 (57%) 47 (100%) 37 (78%) 31 (66%) 41 (87%)
I 9(82%)  11(100%) 10(91%)  9(82%) 5 (45%)
i 1(50%)  2(100%)  1(50%)  1(50%) 1 (50%)

P 0,266 0,308 0,908 0,107 0,013*
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Table 4. Immunohistochemical expression of somatostatin receptor (SSTR)

subtypes in meningiomas according to surgical resection and

recurrence/regrowth.

Patients Type of Recurrence/ Expression of subtypes

ressection Regrowth

1 Complete Recurrence All subtype
2 Partial Regrowth SSTR2/SSTR3/SSTR4
3 Partial Regrowth SSTR2/SSTR3/SSTR4/SSTR1
4 Partial Regrowth SSTR2/SSTR3/SSTR4
5 Partial Regrowth SSTR2/SSTR3/SSTR5/SSTR1
6 Partial Regrowth SSTR2/SSTR3/SSTR5
7 Partial Regrowth SSTR2//SSTR5/SSTR1
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. (A) SSTR2: expression cytoplasmatic (+++) and endothelial (arrows)
in meningioma meningothelial (100x); (B) SSTR5 expression cytoplasmatic (++)

and nuclear positive in meningioma transicional (100x).
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Figure 2. Kaplan-Meier curve showing the rate of survival free of recurrence in

meningiomas analyzed.
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4. Consideragoes finais

A somatostatina € um importante neuromodulador com comprovada agao
perante crescimento celular normal e tumoral, sendo seus receptores presentes
em uma gama de tumores e metastases. Estes receptores podem ser utilizados
como marcadores preditivos de eficiéncia terapéutica, marcadores de
diagnostico e prognostico, além de possiveis alvos terapéuticos (Reubi e cols.,
1992).

Nesta série, evidenciou-se positiva expressao de todos os subtipos de
receptores de somatostatina, com predominio do subtipo SSTR2 e associagao
positiva entre receptores em tumores de baixo grau. Mais estudos para elucidar
0s mecanismos de agao e a sua influéncia na tumorigénese, assim como o efeito
da manipulagao desses receptores sdo necessarios, em vista da alta recorréncia
tumoral. Esforgos para melhorar a abordagem diagndstica e terapéutica de
meningiomas incluindo a utilizagdo de receptores hormonais devem ser

realizados.
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5. Anexos

5.1. Consideracgoes éticas

O projeto de pesquisa foi submetido a Plataforma Brasil de acordo com a
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e aprovado conforme
parecer substanciado n® 611.402, em concordancia com as normas brasileiras
estabelecidas para pesquisas com seres humanos. Foram respeitados os
requisitos quanto a confidencialidade das informacbes de acordo com
determinacao feita pela Resolugao 466/12, mantendo-se o compromisso ético e
legal do anonimato e sigilo dos dados dos prontuarios. Todos os pacientes

assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real e imunohistoquimica para pesquisa de receptores de
somatostatina (5 subtipos). Nao sera realizado nenhum procedimento médico adicional ao sujeito da
pesquisa. Estima-se que, em média, sejam realizadas 60 cirurgias para retirada de meningiomas no Hospital
Sao José por ano. Desse modo, pretende-se obter uma amostra em torno de 120 pacientes no periodo de 2
anos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral: Avaliar a expressao dos receptores de somatostatina em meningiomas.

Objetivos Especificos:

Avaliar a expressao dos receptores de somatostatina em meningiomas (SSTR1; SSTR2; SSTR3;
SSTR4;SSTRS5) através da técnica de Imuno-histoquimica (IHQ);

Avaliar a expressao dos receptores de somatostatina em meningiomas (SSTR1; SSTR2; SSTRS3;
SSTR4;SSTR5) pela técnica da Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real;

Relacionar a expressao dos receptores de somatostatina entre as técnicas realizadas de

Endereco: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
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Imunohistoquimica (IHQ) e Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real;

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Nao sera feito nenhum procedimento adicional além do convencional para a retirada do tumor, nao sendo
esperados riscos médicos adicionais ao sujeito da pesquisa. Os beneficios esperados com os resultados
desta pesquisa segundo os autores sao para o desenvolvimento da ciéncia e o maior conhecimento
dessestumores. Se for detectado algum marcador especifico, achado abriré nova frente de estudos na area.
Nao sao esperados

beneficios direto para o sujeito da pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O estudo sera realizado com pacientes do Hospital Sdo José da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de
Porto Alegre (ISCMPA), instituicao conveniada a Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre (UFCSPA). As andlises serdo realizadas nos laboratérios de Patologia e Biologia Molecular da
UFCSPA.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
adequado.

Recomendagdes:
Projeto aprovado no CEP da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA - nimero
do parecer - 179.637

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
projeto aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

PORTO ALEGRE, 21 de Janeiro de 2013

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expresséo de receptores de somatostatina em meningioma
Pesquisador: CAROLINA GARCIA SOARES LEAES

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 09234212.7.3001.5345

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 597.722-0
Data da Relatoria: 17/01/2013

Apresentacao do Projeto:

Projeto de Pesquisa para o Programa de Pds-Graduagao em Patologia UFCSPA, sob a orientagéo da Dra.
Miriam da Costa Oliveira e Co-Orientadora a Dra. Carolina G. S. Ledes. Estudo transversal prospectivo.
Serao incluidos no estudo 120 pacientes internados no Hospital Sdo José da Santa da Casa de Porto
Alegre, com diagnéstico de meningioma submetidos a excisdo cirdrgica do tumor, mediante assinatura de
TCLE. Uma amostra do material cirdrgico sera utilizada para a realizagdo das técnicas de Reacao em
Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real e imunohistoquimica para pesquisa de receptores de
somatostatina (5 subtipos). Nao sera realizado nenhum procedimento médico adicional ao sujeito da
pesquisa. Estima-se que, em média, sejam realizadas 60 cirurgias para retirada de meningiomas no Hospital
Séao José por ano. Desse modo, pretende-se obter uma amostra em torno de 120 pacientes no periodo de 2
anos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral: Avaliar a expressao dos receptores de somatostatina em meningiomas.

Objetivos Especificos:

Avaliar a expressao dos receptores de somatostatina em meningiomas (SSTR1; SSTR2; SSTR3;
SSTR4;SSTR5) através da técnica de Imuno-histoquimica (IHQ);

Avaliar a expressao dos receptores de somatostatina em meningiomas (SSTR1; SSTR2; SSTR3;
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Continuagao do Parecer: 597.722-0

SSTR4;SSTR5) pela técnica da Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real;
Relacionar a expressdo dos receptores de somatostatina entre as técnicas realizadas de Imunohistoquimica
(IHQ) e Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real;

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Néo sera feito nenhum procedimento adicional além do convencional para a retirada do tumor, ndo sendo
esperados riscos médicos adicionais ao sujeito da pesquisa. Os beneficios esperados com os resultados
desta pesquisa segundo os autores sao para o desenvolvimento da ciéncia e o maior conhecimento
dessestumores. Se for detectado algum marcador especifico, achado abrird nova frente de estudos na area.
Nao sao esperados

beneficios direto para o sujeito da pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O estudo sera realizado com pacientes do Hospital Sdo José da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de
Porto Alegre (ISCMPA), instituicdo conveniada a Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre (UFCSPA). As andlises serdo realizadas nos laboratérios de Patologia e Biologia Molecular da
UFCSPA.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
adequado.

Recomendacoes:
Projeto aprovado no CEP da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA - nimero
do parecer - 179.637

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
projeto aprovado.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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PORTO ALEGRE, 11 de Abril de 2014

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer nimero 597722 gerado na data 10/04/2014 10:02:50, onde
o numero CAAE foi alterado de 09234212.7.0000.5335 para 09234212.7.3001.5345.

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo de receptores de somatostatina em meningioma
Pesquisador: CAROLINA GARCIA SOARES LEAES

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 09234212.7.0000.5335

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 512.709
Data da Relatoria: 16/01/2014

Apresentacao do Projeto:
Descrita e aprovada conforme parecer consubstanciado 179.637 emitido em 20/12/2013

Objetivo da Pesquisa:
De acordo.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:
De acordo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
De acordo.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
De acordo.

Recomendacoes:
Préximo relatério deve ser apresentado em 11/06/2014.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Relatério em andamento esta de acordo.

Situacao do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Término do projeto dez/2014.

PORTO ALEGRE, 21 de Janeiro de 2014

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda
(Coordenador)
Enderego: Rua Sarmento Leite ,245
Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressao de receptores de somatostatina em meningioma
Pesquisador: CAROLINA GARCIA SOARES LEAES

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 09234212.7.3001.5345

Instituicao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 597.725-0
Data da Relatoria: 16/01/2014

Apresentacéo do Projeto:
Descrita e aprovada conforme parecer consubstanciado 179.637 emitido em 20/12/2013

Objetivo da Pesquisa:
De acordo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
De acordo.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
De acordo.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
De acordo.

Recomendacoes:
Préximo relatério deve ser apresentado em 11/06/2014.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Relatério em andamento esta de acordo.

Situacao do Parecer:
Aprovado
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Continuagao do Parecer: 597.725-0

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Término do projeto dez/2014.

PORTO ALEGRE, 11 de Abril de 2014

Assinador por:

José Geraldo Vernet Taborda
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer nimero 597725 gerado na data 21/01/2014 13:26:06, onde
o nimero CAAE foi alterado de 09234212.7.0000.5335 para 09234212.7.3001.5345.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TiTULO DO PROJETO: EXPRESSAO DOS SUBTIPOS DE RECEPTORES
DE SOMATOSTATINA (SSTR) EM MENINGIOMAS

Nome completo do PACIENTE — preencher em letra de forma) RG/Estado

Os meningiomas sao tumores benignos das membranas que recobrem o cérebro
(meninges). Este estudo tem como objetivo avaliar alguns marcadores hormonais
desses tumores.

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo sobre os receptores de
somatostatina (substancia de inibe a liberacdo de horménio do crescimento) nos
meningiomas.

Para tanto, o material retirado apds a cirurgia, o tumor, sera encaminhado ao
laboratério de patologia do hospital para identificagéo do tipo de tumor (procedimento
de rotina), sendo uma porgao deste material destinada ao laboratério de patologia e
biologia molecular da Universidade Federal de Ciéncias da Saude (para o estudo atual).

Os beneficios esperados com os resultados desta pesquisa sdo para o
desenvolvimento da ciéncia e o0 maior conhecimento desses tumores. Se for detectado
algum marcador especifico, achado abrira nova frente de estudos na area.

Nao sera feito nenhum procedimento adicional além do convencional para a
retirada do tumor, ndo sendo esperados riscos médicos adicionais ao procedimento.

Ressaltamos que a concordancia ou ndo em participar desse estudo n&o implica
em qualquer modificagao no tratamento médico ja estabelecido.

E garantido ao paciente o recebimento de resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duvida acerca do estudo.

Caso existirem novas perguntas sobre este estudo, sobre os direitos como
participante do mesmo ou prejuizo de qualquer natureza pela participagado, deve ser
contatada a Dra. Carolina Ledes (investigador principal) pelo telefone (51) 3303.8779
ou o Comité de Etica em Pesquisa da ISMCPA (51) 3214- 8571 ou e-mail:
cep@santacasa.tche.br.

E dada & liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do Estudo, sem que isso traga prejuizo. E dada a garantia de ndo ser
identificado e de ser mantido o carater confidencial de informacao em relacdo a
privacidade do paciente. E assumido o compromisso de proporcionar informagao
atualizada obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade em continuar
participando.
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5.2. Trabalhos apresentados em congressos

IX Jornada do Programa de Pés-Graduacao em Patologia da UFSCPA: “Cancer
— Perspectivas em Pesquisa e Aplicagbes Clinicas” e Il Jornada do Servigo em
Genética Clinica da UFSCPA: 22 a 24 de agosto 2013. Porto Alegre, Rio Grande
do Sul.

- Péster: Expressao dos 5 subtipos de receptores de somatostatina (SSTR) em
meningiomas. Silva, C.B.O; Ongaratti, B.R; Trott, G; D’Avila M; Pereira-Lima,
J.F.S; Ferreira, N.P; Ledes, C.G.S; Oliveira, M.C.

VIl Congresso Internacional de Bioanalises, X Congresso Sul Brasileiro de
Biomedicina e XIV Semana Gaucha de Biomedicina: 10 a 13 de setembro 2014.
Novo Hamburgo/RS.

- Péster: Avaliacdo Epidemioldgica de Meningiomas operados em hospital na
cidade de Porto Alegre- Rio Grande do Sul. Silva, C.B.O; Ongaratti, B.R; Trott,
G; Haag, T; Pereira-Lima, J.F.S; Ferreira, N.P; Leaes, C.G.S; Oliveira, M.C.

- Resumo publicado em Anal do VII Congresso Internacional de Bioanalises
[recurso eletronico]: X Congresso Sul-Brasileiro & XIV Semana Gaucha de
Biomedicina. — Novo Hamburgo : Feevale, 2014 (7.: 2014 : Novo Hamburgo, RS).
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IX Jornada do Programa de Pds-Graduagao em Patologia da UFSCPA: “Cancer
— Perspectivas em Pesquisa e Aplicagdes Clinicas” e Il Jornada do Servico em

Genética Clinica da UFSCPA
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: IX JORNADA DO PROGRAMA DE P()S-GRADUAQAO EM PATOLOGIA DA UFCSPA:
— "CANCER, PERSPECTIVAS EM PESQUISA E APLICACOES CLINICAS®
UFCSPA E IIJORNADA DO SERVICO DE GENETICA CLINICA DA UFCSPA

s WAl

EXPRESSAO DOS 5 SUBTIPOS DE RECEPTORES DE
SOMATOSTATINA (SSTR) EM MENINGIOMAS

Camila B. O. Silva, Bérbara R. Ongarstti; Geraldine Trott; Maricia F. Davils; JUlia F.S. Pereira-Lima; Carolina G. S. Ledes; Nekon P
Ferreirs; Miriamda Costa Clivera

INTRODUCAO RESULTADOS PARCIAS
Os meningiomas sdo tumores de histologia
benigna, mas que podem ter comportamento Tabela 1. Média etaria dos pacientes estudados
atipico e tendéncia a4 recorénda. Diversos
estudos tém mostrado in viéro € in vivo que o Mulheres
meningiomas, independentemente de sua
histologia e dassificacdo, expressam receptores i 5‘:6 A
humanos de somatostatina. Lrton 2 2
A som atostatina & responsdvel pela regulacdo
do crescimento normal das células, bem como de Tabels 2. Subtipos de meningiomas cobs ervadcs
tumores. Os receptores da somatostatina estdo
presentes, com elevada densidade, na membrana _ Subtipo tumoral _Totat
celular da grande maiorfia dos tumoreg ps.-.::.moso %
neuroenddcrinos, incluindo meningiomas. MECTRTRCS. e
subtipo SSTR2 € o mais observado em Secretor i
meningiomas e neoplasias neuroenddcrinas. Transicional 1
Os efeitos antiproliferativos da somatostatina Aggiomatoso 3
auxiliam ne controle e reducdo do tamanho do Meningotelial S
tumor.
4 0BJETIVO / PERSPECTIVAS
Avaliar a expressdo dos 5 subtipos de O projeto estd em fase de coleta de

receptores de somatostatina em meningiomas, | | ymostras (tecidos frescos congelados) e
gg’ezmdeTémca;e;e :;‘aﬂig:a'r?&?wcmaag processamento  das mesmas.  Foram
e Saxh Sdads & witiio Atiret realizadas extracbes de RNA para posterior

Wy y sintese de cDNA e PCR em Tempo Real dos

meningiomas.
Os anticorpos e primers para as técnicas de
METODOLOGIA Imuno-histoquimica e PCR, respectivamente,
Estudo Transversal Prospectivo; foram encomendados. /
Pacientes com meningioma
internados no Hospital S3o K REFERENCIAS

José submetidos a drurgia

(20133 2014) - Bohuslavizki KH, Brenner W, Braunsdof WE, et al

Somsatoststin receptor scinfigraphy in the differentisl

disgnosis of meningiomsa. Nucl Med
Comm un. 1996;17:202-310.

= = Keskin O, Yalin S. A review of the use of somatostatin
Confirmacao snslogs in onalogy. OncoTargets and Therspy. 2013; €
anatomopatoldgica i

* Barbieri F, Bajetto A, Psttarozzi A, Gstti M &f al. Peptide
Receptor Targeting in Cancer: The Somatostatin
Paradigm. Infemational Joumal of Feptides. 2012, %Z)j

Realizacdo das técnicas de
Imuno-histoquimica e PCR FINANCIAMENTO
Real Time CAPES; PROAP-UFCSPA
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VIl Congresso Internacional de Bioanalises, X Congresso Sul Brasileiro de

Biomedicina e XIV Semana Gaucha de Biomedicina. FEEVALE
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VIl Congresso Intemacional de Bioanalises,

X Congresso Sulbrasileiro de Biomedicina
UFCSPA SMNIA €ASA e XIX Semana Galcha de Biomedicina LT .
""‘"Z‘f‘:‘-i?.'"""‘" Farin Megee PR RO S SR

AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA DE MENINGIOMAS OPERADOS EM
HOSPITAL DE PORTO ALEGRE-RS

Autores: Camila B. ©. Silva, Barbera R. Ongaratti; Geraldine Troft; Taiana Haag; Jilia F.S. Pereira-Lims; Carolina G. S. Ledes;
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/ ITRODUCAO RE SULTADOS
As neoplasias meningess representaram o grupo Tabels 1. Faixa Etéria dos pacientes estudados
mais frequente de fumorss primérics do SNC e FOMENS MULRERES
predominam no sexo femininc ente as sexs e sétima
décadss de vids, relscionando-se intimsments com :
comportamanio hormonal Média deo Idade 56,2 (£11,8) 51,78 (#12,3)
Os meningiomas sdo tumores de histologis benigns, {anos)
mas que podem ter comportamento stipico e tendénda &
recoménds. As necplesiss meningeas sorarss durante s N TOTAL [%) 17 (32,7%) 28 {62,2%)
inféncia, em sambos o5 sexcs, porém, quando
diagnosticadss costumam desenvolver os subtipos mais incs histolok s
semtenigpigiastsgaigen g Tabela 2. Subtipos histologicos dos meningiomas estudados
sindromes hereditérias, como: Newrcfiromatose tipo 2, Subtipo Histoldgico total (%)
Sindrome de Gaorlin & Sindrome de Cowden. Sisaom
Estudos relatsm gque % dos meningiomss descobertos o ‘“ S (13.9%)
scidentalmente estdc em processo de orescimento e Transicional 7 (15.5%)
spresentaram, segundo a OMS, grau Il e lll, consideradcs Meningatelial 19 (42.2%)
stipicos. Fitwoso 1{2.2%)
Anaplasico 1(2.2%)
Microcistico 2 (4.4%)
Secretor 1(2.2%)
( Angiomatoso 2(4.4%)
OBJETIVO . i
Avaliacdo epidemiologica de meningiomas
quanto ao género, idade e dassificacdo dos
subtipos histologicos, de acomo com a -
Organizacdo Mundial da Saide (OMS). CONCLUSOES
No presente estude foram avaliades 45 meningiomas,

observou-s e maior prevaléncia em mulheres (82,2%) do

que em homens {37,7%). A predominancia deste tumor
METODOLOGIA em mulheres sugere uma dependéncia do tumor acs
horménios sexusis, uma vez que, estes tumores

spres entam receptores de progesterona e estrogénio.
Quanto s faixa stéris observaram-se médias de idade
: ; ) . de 562 nas mulheres & 51,7 em homens, estando de
A0 slgbor?gtéldzzfﬁmrgla acordo com dados bibliograficos que relatam

: " prevaléncia entre a quinta e sétima décadas devida

I De scordo com 8 classificacdo da OMS, 869% dos
meningiomas eram de Grau |, 108% eram de Grsu ll e
2,1% eram de Grau lll. Quanto ac subfipo histolégico, ©

Pacientes com meningioma
inte mados no Hospital 580

(‘Qlet?_nde, dad?s mais cbservado foi o meningotelial (44,4%), seguido dos
(prortuarios) subtipos transicional {15,55%), psamomatoso {13.3%) e
I atipico (11,1%).
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AVALIACAD EPIDEMIOLOGICA DE MENINGIOMAS OPERADOS EM
HOSPITAL NA CIDADE DE PORTO ALEGRE.RIO GRANDE DO SUL

Camla Batizta de Olrveira Siba', Barbara Roberta Ongaratt’; Geraldine Trott®,
m@wmmmﬂ*mmmw
Nalson Pires Rerreira’; Miram da Costa Ofiveea™'

Introdugdo: O3 meninglomas 530 tumores frequentes do Sstema nenvoso cemtral (SNC),
POSSURM, &M 5U3 MAIONA, CArtRr DEAIGNO, CTEsOMEnto Ieno ¢ ata taxa dk reComenca pos-
dnirpca. 30 umores RabEUIMeNts encontrades een mulhares [na proporgdo 21) @ sua
SUOIOZa ¢ ainda Gescondecida, M Sabe-5e g vanes Taones eaddgenos [hormonas) ¢
eWMwwmombmmmm
uma avalacdo epidemvoligica dos memingomas quanto 30 genero, faa etard e
dassficagio dos subtipos histologicos, de acordo com 3 Organcagdo Muncial da Saude
(OntS). Metodologla: Tratase de um estado cbsenacional trancwersal realgado com
packntes oparadas o Hospia 430 José da irmandade Santa Cxia de Msencondia de Porto
Alugre (I5CMPA] com daenotico de menngioms no penodo de 2012 & 2013, atraves de
revisio dos laudos anatomos-patologicos. Resultados: No presente estudo totalcaram-se 45
casos de meninpomas. Observouse maior prevaléncia em muiheres (622%) do que em
homens (37,7%], com meda de idade de 517 {:12.3) anos ¢ 562 (2112) anos,
respectivamente. De acordo com 3 classficagdo da OMS, 269% dos

perenciam a0 Prav |, 30,5% 20 grau It & 2,1% a0 grav Il Quanto 3 andise 0
sublipo tumeed man prevalents foi o menngotelal (33.2%), wervdo dor subtipos
transicional (15,6W), pramomatoso (13,3%], atipico (11,1%], microcistico e angiomatoso
(4,4%} & fibroso, secretor & anaplasico (2.2%). Conclusio: 03 meningiomas 130 tumares com
grands varabildade hitoidgca, tendo o5 PAMENcentes 30 grau | [meningoteial] mals
Prévalentes nedte rabalho, COMoboranda Com & pradomindncia do cardter bengno dedsa
neoplata deicrita na Meratura Tambéen condui-se gque meningicnmas Sho mais lrequentel
em mulheres, sugeringdo sus relagho com aspecios hormonss, de acordo com estudas
descritos na teratura. )

Palavras-chaves: Meningloma. Tumores SNC. Subbpo hetclopco. Epidemicioga.

! Alina o8 Mastraca 83 Peagrama ge ParGracuscis am Patsiogs 28 Unverszece Fesersl Clance: ou Sadce
£ Ports Alegre (UPCSPAL
" ALne ge DItD3s 00 MogIme 0 POI-OROUNEe M PRlOEGC S8 Unversnse feders Oc Ciincies 0
Snion on Poms Magre [URCIA)
'm«mamcmnmﬁauﬁmm&&:
usuuuomumwmul

Muwwamnwum

" Certrz 3¢ Nesroenzocnoiog e 28 Zants Caze de Ports Akgre ' URCSIA

78



79

5.3. Protocolo de Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica foi realizada a partir de espécimes
cirurgicos incluidos em parafina e seccionados em micrétomo com 4um de
espessura. As seccdes foram desparafinizadas em 2 banhos de xilol, reidratadas
com etanol e incubadas para recuperagao antigénica em solug¢des de citrato de
sédio (pH=6) por 40 minutos, em banho-maria a temperatura de 97°C, para todos
os anticorpos estudados. Apds o resfriamento, foi feito o bloqueio da peroxidase
enddgena, no qual as amostras foram incubadas em H202 5% diluido em
metanol (3x 10min).

Em seguida, as laminas foram lavadas com solug&o tampéao de fosfato
(PBS) e, imediatamente, para o bloqueio das proteinas inespecificas, incubadas
com albumina de soro bovino (BSA 1%) diluido em PBS durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Procedeu-se com a incubacédo do anticorpos policlonais
SSTR1 (Chemicon ® - USA, AB9283, concentragéo 1: 300), SSTR2 (Abcam ®,
AB140933, concentragdo 1:100), SSTR3 (Chemicon ® - USA, AB9285,
concentragao 1:400), SSTR4 (Chemicon ® - USA, AB9487, concentracao 1: 400),
SSTRS (Chemicon ® - USA, AB9287, concentragdo 1:100), onde as laminas
foram deixadas overnight a 4°C. No dia seguida, o material foi lavado em PBS e
depois incubado com o anticorpo secundario (kit LSAB DakoCytomation®),
seguido do anticorpo terciario (ambos a temperatura ambiente por 30 minutos
cada). O complexo antigeno/anticorpo foi revelado com o substrato cromogénico
DAB (diamino-benzidina) (5 min) e as secgbes contracoradas com hematoxilina
de Harris. Para controles positivos foram utilizados hipodfises humanas nao
patolégicas. Como controle negativo da técnica, o anticorpo primario foi

substituido por soro fisioldgico.
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5.4. Artigo intitulado “Immunohistochemical expression of five somatostatin

receptors (SSTR1-SSTR5) in meningiomas: Correlation with clinical data,

recurrence and follow-up” enviado e sob revisdo para revista Clinical

Neuropathology.
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