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RESUMO

A PROTEINA DO GENE P53 E DO EGFR NA GENESE E PROGNOSTICO
DO GLIOBLASTOMA

O glioblastoma (GBM), apesar de ser o tumor primdrio mais freqiiente do sistema
-nervoso central do adulto, € o que apresenta pior progndstico. Os avangos tecnolégicos
ocorridos nas ultimas décadas, em termos de diagndstico e tratamento ndo impediram
que a sobrevida média continue a girar em torno de um ano. Avangos nos
conhecimentos da biologia molecular t€m demonstrado diversas vias de sinalizag¢do
intra-celulares envolvidas nos mecanismos mitogénicos. Com base nésses principios,
investigou-se num grupo de 45 pacientes portadores de GBM, a importancia do
oncogene EGFR e do gene supressor p53, através de técnicas de imunohistoquimica,
como possiveis fatores de relevancia na génese e prognéstico do GBM, com aferi¢io
simultanea do indice proliferativo (Ki-67). Todos os pacientes, com média de idade de
54.24 *+ 139 anos, sendo 28 homens e 17 mulheres, tinham sido anteriormente
submetidos a tratamento cirdrgico, complementado com radiacdo e eventualmente
quimioterapia. Aqueles com histéria clinica igual ou menor que trés meses integraram
o grupo I ou primério (35) e os com histéria mais longa formaram o grupo II ou
secunddrio (10). Foi demonstrado, com significancia estatistica, que o grupo I €
integrado por pacientes com média de idade superior aos do grupo II, com predominio
de porcentagem de EGFR positivo em relagdo ao p53 e com tempo de sobrevida
menor. Da mesma forma, os integrantes do grupo II sdo mais jovens, tém maior
sobrevida e exibem predominio de p53. Foi identificado um sub-grupo de pacientes do
grupo I em que EGFR tem valor progndstico e demonstrado o valor prognéstico de
p53 no grupo II e na populacdo geral, com significincia estatistica. Finalmente, a
analise deu suporte a provavel participa¢do do EGFR na génese do GBM do grupole
do p53 como fator relevante na génese do grupo II, configurando assim, dois grupos
diferentes em termos de perfil genético, comportamento clinico e prognéstico. Nao foi
conferido valor prognéstico a determinagdo de Ki-67. A inclusdo da determinagéo de
EGFR e p53 nos processos rotineiros de diagndstico bem como a possivel utilizacdo
de ambos como futuros alvos terapéuticos € sugerida.

Palavras-chave: Glioblastoma, prognéstico, EGFR, p53, Ki-67.
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ABSTRACT

P53, EGFR AND THEIR ROLE IN ORIGIN AND PROGNOSIS OF
GLIOBLASTOMA

Glioblastoma (GBM) represents the most frequent, and yet, the tumor with the worst
prognosis in human adult brain. In spite of recent technological advances, patients’s
median survival doesn’t reach beyond one year. Mitogenic pathways are becoming
increasingly well known due to advances in molecular biology. The present study,
based on those principles, investigated 45 patients harboring GBMs, focusing on the
imunohistochemical determination of EGFR (oncogene) and p53 (suppressor gene)
and their possible role in tumor genesis and prognosis, as well as participation of Ki-
67 as labeling index. All patients, 28 males and 17 females, averaging 54.24 + 13.9
years, had been previously submitted to surgical treatment, radiotherapy and
eventually chemotherapy. Group 1 was formed by patients (35) with a clinical history
of three months or less and group II harbored patients (10) with longer histories. It was
shown that patients in group I, are in average, older than those in group II, have a
much higher percentage of positive EGFR and exhibit a poorer survival (all data with
statistical significance). On the other hand, group II patients are younger, live longer
and have a much higher percentage of positive p5S3 (all data with statistical
significance). A subgroup of patients in group I was identified in which EGFR poses
as prognostic factor. Determination of p53 was of prognostic importance in group II as
well as in the general population studied. Participation of the EGFR was inferred in
the genesis of GBM in group I as well as that of p53 in group II. According to the
results, two groups with different genetic, clinical, and prognostic profiles have been
characterized. It was not possible to attribute prognostic value to the determination of
Ki-67. Identification of EGFR and p53 as part of routine work-up in the diagnosis of
GBM as well as their possible role as therapeutic targets in novel treatment strategies
are suggested.

Key words: Glioblastoma, prognosis, EGFR, p53, Ki-67.
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1 INTRODUCAO

O glioblastoma € o tumor primdrio mais comum € mais maligno do sistema
nervoso central do adulto, perfazendo cerca de 3 casos para cada 100 mil
habitantes/ano e incidindo predominantemente na faixa etéria entre os 45 e 70 anos de
idade (DAUMAS-DUPORT et al., 1988, p. 2152-2165; SALCMAN, 1993, p. 379-
390; KLEIHUES et al,, 1995, p. 211-221; LANTOS; VANDENBERG; KLEIHUES et
al., 1997, p. 583-879).

Apesar de terem transcorrido mais de duas décadas de investigagdo e terem sido
instituidos modelos terapéuticos inovativos e uniformes, o progndstico clinico dos
pacientes permanece inalterado, com a sobrevida média continuando a girar em torno
de um ano, a partir do diagnéstico (ARAUJO, 1982, p. 145-176; SALCMAN et al.,
1994, p. 213-219; SALCMAN, 1999, p. 25-35; SIMMONS et al., 2001, p. 1122-1128;
BURTON et al., 2002, p.180-187).

Entre os fatores progndsticos descritos que parecem guardar maior relagdo com
a sobrevida estdo: idade, desempenho na escala de Karnofski, extensdo da resseccdo
cirdrgica e achados histopatolégicos (KARNOFSKI; ALBERMAN; CRAVER, 1948,
p. 634-656; SALCMAN, 1980, p. 435-439; BURGER; GREEN, 1987, p. 1617-1625;
CHANDLER et al., 1993, p. 716-720; SALCMAN, 1994, p. 213-219; SALVATI et
al., 1998, p. 61-64; SCOTT et al., 1999, p. 183-188; LACROIX et al., 2001, p. 190-
198; HANEL, 2002, p. 72).

O fato de pacientes portadores das mesmas caracteristicas histopatolégicas
poderem diferir no tempo de sobrevida aponta para a possibilidade de eventuais
diferencas genéticas, que formariam subgrupos de diferentes comportamentos
biolégicos (ADELMAN, 1994, p. 35-41; ARAUJO, 1999, p. 191-195; KLEIHUES;
OHGAKI, 1999, p. 44-51).

Na ultima década, o progresso nos conhecimento dos mecanismos que resultam
na transformagao maligna dos gliomas tem aumentado significativamente através das

informagdes advindas da genética molecular (GANJU et al., 1994, p. 920-927,



WATANABE et al.,, 1996, p. 217-224; KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51;
SIMMONS et al., 2001, p. 1122-1128; BURTON et al., 2002, p. 180-187).

As alteragdes moleculares mais freqlientemente descritas com provével
participagdo na patogénese dos glioblastomas incluem mutagdes no gene p53,
ampliagdes/hiperexpressao do receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR),
ampliacdo do gene MDM?2 contido no cromossoma 12q, além de alteragdes na
expressdo dos genes pl6, p21 e p27, provaveis reguladores da proliferacdo celular
(WATANABE et al., 1996, p. 217-224; BOUVIER-LABITT et al., 1998, p. 381-388;
WANG et al, 2001, p. 173-180; BURTON etal., 2002, p- 180-187).

Sugere-se que essas alteracdes genéticas, com as alteracdes conseqiientes,
algumas demonstréveis através de métodos de imunohistoquimica, possam ser testadas
como marcadores nos glioblastomas, para a caracterizagdo de subgrupos de tumores,
além de potencialmente contribuirem para a pesquisa de novas abordagens de
investigag@o etioldgica e terapéutica (JAROS et al., 1992, p. 373-385; HIESIGER et
al., 1993, p. 93-104; SOINI et al., 1994, p. 786-792; KYRITSIS et al, 1995, p. 1617-
1622; KORKOLOUPOULOU et al., 1997, p. 1269-1278; RAINOV et al., 1997, p 13-
28; WANG et al., 2001, P. 173-180; BURTON et al., 2002, p. 180-187).

O gene supressor pS3 participaria de mecanismos reguladores da apoptose e
proliferacio celular e sua alteracio resultaria em prejuizo de sua funcido reguladora
(CROTEAU et al., 2001, p. 60-81; KRAUS et al., 2001, p. 263-272).

Assim, a imunopositividade da proteina resultante da mutagao génica de p53
poderia servir de marcador para estudo do comportamento bioldgico no glioblastoma,
assim como eventualmente refletiria sua participagdo como elemento etiopatogénico
(KLETHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51; KRAUS et al., 2001, p. 263-272).

A proteina p53 participaria também dos mecanismos de prote¢do celular em
resposta aos danos ao DNA (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2002, p. 285).

Mutacdes de p53 estariam envolvidas na resisténéia ao tratamento radioterapico
dos gliomas, cuja eficicia depende do dano ionizante ao DNA celular e a indugio da

apoptose (KIRLA et al., 2000, p. 71-80).



Sensibilidade reduzida a agentes quimioterdpicos tem sido imputada, em parte,
a fendbmenos semelhantes (IWADATE et al., 1996, p. 236-240; DORIGO et al., 1998,
p- 535-540).

Apesar de sua acdo bem definida no ciclo proliferativo da célula glial, a
importéncia préitica de pS3 na oncogénese e progndstico do glioblastoma tem sido
6bjeto de controvérsias na literatura, suscitando a necessidade de ensaios clinicos mais
bem definidos (NEWCOMB et al., 1998, p.655-677; KRAUS et al., 2001, p. 2‘63-272;
SIMMONS et al., 2001, p. 1122-1128).

O gene do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) estaria
envolvido no controle da proliferagdo celular e ﬁo desenvolvimento da cascata de
eventos genéticos que resultaria na oncogénese do glioblastoma. Sua alteracdo
mutacional, com conseqiiente hiperexpressdo do EGFR, pode também ser demonstrada
por métodos imunohistoquimicos (KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51; KAPOOR;
O’ROURKE, 2003, p. 1425-1435).

O uso potencial de sua hiperexpressdo como marcador de alteracdes genéticas
tem sido preconizado, bem como tem sido sugerido seu emprego como substrato
potencial para a introdugdo de inovégées terap€uticas em vérias situagdes oncolégicas
(LIBERMAN et al, 1985, p. 144-147; JAROS et al., 1992, 373-385; NAGANE et él.,
1996, p. 5079-5086; WAHA et al., 1996, p. 634-641; ZHU et al., 1996, p. 809-815;
BOUVIER-LABIT et al., 1998, p. 381-388; ETIENNE et al., 1998, p. 2383-2390;
SANO etal., 1999, p. 1820-1824).

De forma semelhante ao p53, ndo existe ainda consenso sobre a magnitude da
importancia clinica do EGFR como fator oncogénico no glioblastoma. As eventuais
implicagdes prognésticas de sua hiperexpressio também suscitam controvérsias,
implicando na necessidade de mais estudos clinicos que melhor definam sua
participac@o nesses aspectos (WAHA et al., 1996, p. 634-641; RAINOV et al., 1997,
p. 13-28; NEWCOMB et al., 1998, p. 655-677; HIESIGER et al., 1993, p. 93-104).



1.1 OBJETIVOS

Considerando as informacdes descritas, o presente estudo tem o objetivo de:

a) extrair dos resultados informagdes que possam resultar em aplicagdes

b)

praticas futuras, como a possivel identificacio de subgrupos de
comportamento clinico diverso que sirvam de substrato para novas opgdes
terapéuticas.

caracterizar numa populacdo previamente estudada quanto a fatores de
prognoéstico clinico e histopatol6gicos (HANEL, 2002, p-63-72), a presenga
e participagdo da proteina p53, cuja imunopositividade serviria como
marcador da anormalidade mutacional de seu gene codificador p53;

- estudar a relevincia de sua participagdo isolada e em correlagdio com
outros fatores como elemento determinante de prognéstico, bem como
possivel fator desencadeante das alteragcdes relacionadas com a origem do -

glioblastoma;

¢) caracterizar, por técnicas de imunohistoquimica, a hiperexpressao do receptor

do fator de crescimento epidérmico, reflexo de sua mutacido génica, bem
como avaliar sua importancia como marcador relacionado com progndstico

e seu papel na génese do glioblastoma;

d) correlacionar e caracterizar a presenca de ambos como fatores simultidneos

ou mutuamente excludentes e relaciona-los com fatores de progndstico
previamente analisados, € com a quantificacdo do indice proliferativo
mensurado por andlise da imunopositividade do antigeno Ki-67, na

populagdo estudada;



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EMBRIOLOGIA E FISIOLOGIA ASTROCITARIA NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

A notocorda, que representa o primeiro vestigio do sistema nervoso central
humano, deriva da crista primitiva, que migra no sentido rostro caudal ao redor do 18°
dia (LARSEN, 1997, p. 33-48).

Esta, por sua vez, se origina do nédulo primério, pela migragdo de células
epiblasticas, fendmeno que ocorre no primeiro dia de gastrulag@o, ao redor da segunda
semana de vida (O’RAHILLY; MULLER, 1994, p. 29-34; LARSEN, 1997, p. 33-48).

Nesta expansdo progressiva ocorrem fendmenos embrioldgicos previamente
definidos no tempo e espaco, que envolvem mecanismos de inducdo, proliferacdo,
formagao de conexdes neurais e estabelecimento de substratos integrados para futuras
fungbes neurais especfficés (CARLSON, 1999).

Através de um fendOmeno de inducio priméria, originado da notocdrda, ocorre o
espessamento do tecido neuroepitelial, resultando na placa neural, de onde surgem
células multipotenciais, que por divisdes sucessivas finalmente produzem as duas
linhagens primordiais do sistema nervoso central: a neuronal e a glial. Com excecao da
micréglia, de origem mesenquimal, todas as células nervosas se originam do
neuroepitélio (LARSEN, 1997, p. 33-48).

Desde o inicio, os astrécitos se diferenciam das células neuroectodérmicas. Da
glia radial primdria, seus processos se expandem no sentido ventricular e pial, servindo
de substrato bédsico para a migracdo neuronal, com a jun¢do dos prolongamentos
astrocitdrios com a lamina basal dos capilares constituindo a base anatomo-fisiolégica
da barreira hemato-encefalica (BERRY; BUTT, 1997, p. 63-85).

As fungdes bésicas dos astrdcitos envolvem também participa¢es no suporte
estrutural do sistema nervoso, facilitacdo na transmissdo de estimulos e a de agentes

reacionais a estimulos patolégicos (BERRY; BUTT, 1997, p. 63-85).



Os astrécitos também secretam citocinas, que participam como reguladoras e
indutoras de processos imunolégicos do cérebro, além de fatores neurotréficos, que

influenciam na sobrevida neuronal (BERRY; BUTT, 1997, p. 63-85).
2.2 TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A heterogenicidade dos tumores do sistema nervoso central estd bem
estratificada na tabela 1, preconizada pela Organizacdo Mundial da Satdde (OMS), em
que o glioblastoma foi incluido na categoria dos tumores astrociticos, considerando
informagdes mais recentes advindas da genética celular (KLEIHUES; BURGER;
SCHEITHAUER, 1993, p. 255-268).

Os tumores primdrios perfazem cerca de 9% dos tumores do adulto, ocorrendo
com maior freqiiéncia na infancia, onde podem representar at€ 20% de todas as
neoplasias (BRONSTEIN, 1995, p. 79-89; PRESTVON—MARTIN, 1996, p. 273-290).

A tabela 2 reflete a predominéncia dos tumores de origem neuroepitelial sobre
os outros tipos histoldgicos, segundo os véarios autores (TORRES et al., 1990, p. 279-
285).

2.3 TUMORES ASTROCITARIOS

Cerca de 60% das neoplasias cerebrais primdérias estdo representadas pelos
tumores  astrociticos, de origem neuroepitelial (KLEIHUES; BURGER;
SCHEITHAUER, 1993, p. 255-268; LANTOS; VANDERBERG; KLEIHUES, 1997,
p. 583-879; KLEIHUES et al., 2000, p. 29-40).



TABELA 1 - CLASSIFICACAO DOS TUMORES DO SISTEMA NERVOSO SEGUNDO A

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE

Tumores do tecido neuroepitelial

Tumores astrocitarios

e Astrocitoma difuso

e  Astrocitoma fibrilar

e  Astrocitoma protoplasmatico

e  Astrocitoma gemistocitico
Astrocitoma anaplasico
Glioblastoma

Glioblastoma de células gigantes
Gliossarcoma

Astrocitoma pilocitico
Xantoastrocitoma pleomorfico
Astrocitoma subependimario de células
gigantes

Tumores oligodendrogliais

¢ Oligodendroglioma
Oligodendroglioma anaplésico
Gliomas mistos
Oligoastrocitoma
Oligoastrocitoma anaplasico

Tumores ependimarios

e Ependimoma

e Ependimoma anaplésico
e Ependimoma mixopapilar
¢ Subependimoma

Tumores do plexo cordide
¢ Papiloma do plexo cordide
e Carcinoma do plexo cordide

Tumores de origem incerta

e Astroblastoma

e Gliomatose cerebral

¢ Glioma cordide do 3° ventriculo

Tumores neuronais & mistos neuronal-glial
¢ Gangliocitoma

Tumor neuroepitelial disembrioblastico
Ganglioglioma

Ganglioglioma anaplasico
Neurocitoma central

Tumores neuroblasticos
¢ Neuroblastoma olfatério
¢ Neuroblastoma da adrenal

e Neuroblastoma do sistema nervoso simpatico

Tumores do parénquima pineal
¢ Pineocitoma
¢ Pineoblastoma

Tumores embrionarios
¢ Meduioblastoma
¢ Tumor neuroectodérmico primitivo

Tumores dos nervos periféricos

¢ Schwannoma

¢ Neurofibroma

* Tumor maligno da bainha no nervo periférico

Tumores das meninges

Tumores das células meningoteliais
¢ Meningeoma

Tumores ndo meningoteliais
e Lipoma

e Fibrossarcoma

e Condroma

Lesdes melanociticas primarias
¢ Melanocitoma

Tumores de histogénese incerta

¢ Hemangioblastoma

¢ Linfomas e neoplasia hematopoiéticas
¢ Linfomas malignos

¢ Plasmocitoma

Tumores de células germinativas
Germinoma

Carcinoma embrionario
Tumores do seio endodérmico
Coriocarcinoma

Teratoma

Tumores mistos

Tumores da regiao selar
e Craniofaringeomas
e Tumor de células granulares

Tumores metastaticos

FONTE: KLEIHUES, P.; BURGER, P.C.; SCHEITHAUER, B.W. The new WHO classification of brain tumors.

Brain Pathol., v.3, p.255-268, 1993.



TABELA 2 - INCIDENCIA DAS DIFERENTES CLASSES DE TUMORES SEGUNDO DIFERENTES

AUTORES.
INCIDENCIA (%)

GRUPO DE TUMORES Cushing Lopez-Gonzalez et al. Torres et al.
Tumores do tecido neuroepitelial 43,2 33 49,5
Meningeomas 13,4 22 16,9
Schwannomas 8,7 6 9,8
Adenomas de hipdfise 17,8 24 3,0
Teratomas 5,6 - 3,9
Tumores vasculares 2,0 - 2,0

FONTE: TORRES et al. Brain tumors in South Brazil: a retrospective study of 438 cases. Arq.
Neuropsiquiatr., v.48, p. 279-285, 1990.

A maioria das classificagdes dos tumores astrocitarios tem procurado associar
as caracteristicas morfolégicas e topograficas dos tumores a prognéstico baseado em
sistema de graduagdo progressiva (ADELMAN, 1994, p. 35-41).

Em 1949, KERNOHAN et al.(p. 71-75), da Mayo Clinic, publicaram é primeira
classificacdo ordenada de astrocitomas, de acordo com os graus de anaplasia, necrose e
vascularizagdo, reconhecendo desde entdo que gliomas de baixo grau podem evoluir
para lesdes malignas.

Posteriormente, em 1988, com critérios semelhantes, surgiu a classificagdo de
DAUMAS-DUPORT et al. (p. 2152-2165), logo depois redefinida e ampliada para a
atual classificacdo de StAnne/Mayo, que guarda algumas caracteristicas primordiais
dos conceitos de KERNOHAN, apesar de introduzir mais elementos morfolégicos
(KIM et al., 1991, p. 27-37).

A tabela 3 correlaciona sua nomenclatura e critérios com o sistema mais
difundido da OMS.

Finalmente, a tabela 4 resume dados clinicos e epidemioldgicos de colecdo de
tumores de linha astrocitaria, contidos no Banco de Dados de Patologia Tumoral do
Sistema Nervoso Central da Cidade de Curitiba, que tem servido de substrato para

linhas de pesquisa incluindo o estudo atual.



"TABELA 3 - COMPARAQAO ENTRE OS SISTEMAS DE GRADUAGAO DE ASTROCITOMAS DA
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE E ST. ANNE/MAYO.

ST ANNE/MAYO
GRAU-OMS  DESIGNACAO - OMS Designacéo Critério histolégico
I Astrocitoma pilocitico Auséncia dos referidos critérios
I Astrocitoma difuso - Astrocitoma grau 2 Um critério, usualmente atipia
nuclear
1 Astrocitoma anaplasico Astrocitoma grau 3 Dois critérios, usualmente atipia

nuclear e mitoses

v Glioblastoma Astrocitoma grau 4  Trés critérios: atipia nuclear,
mitoses, proliferagdo vascular
e/ou necrose

FONTE: KIM et al. Correlates of survival and the Daumas-Duport grading system for astrocytomas. J
Neurosurg, v. 74, p. 27-37, 1991.; KLEIHUES, P.; BURGER, P.C.; SCHEITHAUER, B.W. The new
WHO classification of brain tumors. Brain Pathol, v.3, p. 255-268, 1993.

2.4 GLIOBLASTOMA
2.4.1 Conceito

O glioblastoma, tumor mais freqiiente e mais maligno do adulto, representa o
processo maximo de indiferencia¢do da linha astrocitéria, reunindo todos os critérios
histopatoldgicos que o. posicionam como astrocitoma grau IV da classificacdo da OMS
e StAnne/Mayo (KIM‘ et al, 1991, p. 27-37; KLEIHUES; BURGER;
SCHEITHAUER, 1993, p. 255-268).

Desde hd 3 anos, o termo “multiforme” que qualificava classicamente a
designacdo do tumor, foi suprimida, sendo o mesmo referido atualmente pela

terminologia isolada de *“glioblastoma” (KLEITHUES et al., 2000, p.29-40).



TABELA 4 - DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DOS TUMORES ASTROCITICOS COMPILADOS DO

BANCO DE PATOLOGIA TUMORAL DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL DA CIDADE DE CURITIBA - 1987 /

1998.

ENTIDADE FAIXA ETARIA SEXO CLINICA TOPOGRAFIA
Astrocitoma Nas primeiras Sem Relacionada a Nervo e quiasma
pilocitico duas décadas predominancia localizag&ao opticos,

(Grau | da OMS) hipotalamo,
génglios da base,
tdlamo e cerebelo.

Astrocitoma difuso Moda situada 1,18M:1F Crises Qualquer regiao

(Grau Il da OMS)  entre 20 e 45 convulsivas, do SNC

anos, com uma alteragoes do

média de 34 anos. comportamento e
disturbios
sensoriais.

Astrocitoma A moda situa-se 1,87M:1F Similar a dos Qualquer regiao

anaplasico entreadeb astrocitomas do SNC,

(Grau lll.da OMS) décadas, com uma difusos, menor preferencialmente

média de 41 anos tempo de evolugdo nos hemisférios.

Glioblastoma Pico de incidéncia 1,50M-:1F Curta evolugao Hemisférios

(Grau IV da OMS) situado entre os {menor que 3 cerebrais,

Glioblastoma de
células gigantes

Gliosarcoma

Astrocitoma
xantopleomérfico

45 e 70 anos, com
uma média de 53
anos

Média de 42 anos,
sem preferéncia
quanto a faixa
etéria.

Moda entre os 40
e 60 anos, com
uma média de 53
anos.

Predominantement
€ em criangas e
adultos jovens

Mais freqliente em
homens

Mais freqliente em
homens

Sem
predominéncia

meses em 50%
dos casos),
crescimento rapido
e localizagao.

Similares aos dos
glioblastomas

Crises convulsivas
e paresias de
curta evolugao

Crises convulsivas

predominantement
e fronto-parietais e
temporais

Subcortical, nos
lobos temporal e
parietal

Lobos temporal,
frontal, parietal e
occipital (ordem
decrescente de
freqliéncia).

Superficialmente
nos hemistérios
cerebrais,
predominante no
lobo temporal.

Astrocitoma Primeiras duas Sem Esclerose Paredes dos
subependimario décadas de vida predominancia tuberosa ventriculos laterais
de células

gigantes

FONTE: TORRES et al.. Brain tumors in South Brazil: a retrospective study of 438 cases. Arq.

Neuropsiquiatr., v.48, p. 279-285, 1990.



2.4.2 Historia

VIRCHOW], em 1864, citado por KLEIHUES et al. (2000, p. 29), tipificou o
glioblastoma como sendo de origem glial, embora haja controvérsia sobre a quem
coube designa-lo com a terminologia apropriada.

O termo “espongioblastoma multiforme” proposto por GLOBUS e STRAUSS?,
em 1925, citados por SCHOLD (1997, p. 1-11), cedeu a designag¢do ‘“glioblastoma
multiforme”, tornada classica, pela correla¢ao prognostica, por BAILEY e CUSHING’
citados por ZULCH (1986, p. 3-15) e SCHOLD (1997, p. 1-11).

HARVEY CUSHING®, citado por BLACK e BLACK (2001, p. 1-9),
considerado o pioneiro da Neurocirurgia Moderna na América, publicou, em 1932, sua
grande série de 2023 tumores, dos quais 862 eram gliomas.

No campo da neuropatologia, KERNOHAN, em 1949 (p.71-75), graduou pela
primeira vez os gliomas de acordo com suas alteragdes histopatoldgicas progressivas,
confrontando-as com o prognéstico, o que foi aprimorado em classificacGes mais
recentes (DAUMAS-DUPORT et al., 1988, p. 2152-2165).

A localiza¢do de massas no sistema nervoso central deixou de ser apenas
empirica ou clinica, depois da introduc¢@o da pneumo-encefalografia por WALTER E.
DANDY?, em 1918, seguido pelo desenvolvimento da angiografia cerebral pelo
portugués EGAS MONIZ®, em 1926 (citados por BLACK e BLACK 2001, p.1-9 ¢
SCHOLD 1997, p.1-11).

“VIRCHOW, R. Die kram kaften geschwulste, v.2, Berlim, Hischwald, p. 343-378, 1864.

2 GLOBUS, J.H.; STRAUSS, I.. Spongioblastoma multiforme, primary malignant form of
neoplasm. Arch neurol. Psychiatr, Chicago, v. 14, p. 139, 1925.

% BAILEY, P.; CUSHING H.W.. A classification of tumors of glioma group on a histogenesis
basis with a correlated study of prognosis. Philadelphia: JB Lippincott, 1926.

* CUSHING, H.W.. Intracranial tumors: notes upon a series of two-thousand verified cases
with surgical mortality percentages pertaining thereto. Springfield: C.C. Thomas, 1932. ,

DANDY, W. Ventriculography following the injections of air into the cerebral ventricles. Ann

Surg, v.68, p. 5-11, 1918.

® MONIZ, E. L’encephalographie arterielle: son importance dans la localisation des tumoers
cerebrales. Rev Neurol, v.2, p. 72, 1927,



Depois disso, apenas nas décadas iniciadas em 1970 e 1980 respectivamente,
foram introduzidas as técnicas de Tomografia Computadorizada (TC) e Ressonéncia
Magnética (RM), refinando extraordinariamente a capacidade de diagndstico por
imagem dos gliomas (SCHOLD, 1997, p. 1-11; BLACK; BLACK, 2001, p. 1-9).

Do ponto de vista cirirgico, foram BENNET e GODLEE’, citados por
ARAUJO (1982, p.145), em 1884, os primeiros a descrever a abordagem cirtdrgica a
um tumor glial.

E atribuido a CUSHING?®, citado por BLACK ¢ BLACK (2001, p. 1-9), o
pioneirismo na ado¢d@o de medidas apropriadas para a manipulacdo dos tecidos
cerebrais, aprimoradas hoje com a introdu¢do de técnicas microcirirgicas que
reduziram significativamente a morbidade e mortalidade na neurocirurgia (ARAUJO,

1982, p. 145-176; SALCMAN 1993, p. 379-390).
2.4.3 Epidemiologia

Cerca de 60% dos tumores astrocitarios sdao representados pelo glioblastoma,
que corresponde de 12% a 15% das neoplasias intracranianas, 0 que o torna o tumor
primério mais freqiliente do sistema nervoso central do adulto, predominando no sexo
masculino numa relacdo de 1.3 a 1.5:1 (KLEIHUES et al, 1995, p. 211-221;
PRESTON-MARTIN, 1996, p. 273-290). Ao contrario dos adultos, apenas 20% dos
tumores gliais hemisféricos sdo malignos na crianga, representando 6,5% do total das

| neoplasias intracranianas da infancia (TAMBER; RUTKA, 2003, p.1-8).

Estima-se que 3 casos por 100mil habitantes ocorrem por ano, afetando
predominantemente a faixa etdria entre 45 e 70 anos (LANTOS; VANDERBERG;
KLEIHUES, 1997, p. 583-879). |

7 BENNET, H. GODLEE, R.T. Excision of a tumor from the brain. Lancet, v.2, 1884, p. 1091.
®Loc. cit., p. 11.
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O pico de incidéncia varia entre o inicio da quinta e sexta décadas de vida,
tendo sido diagnosticados, excepcionalmente, casos em vida intra-uterina, por métodos
de ultra-sonografia fetal (MAHALEY et al., 1989, p. 826-836; KLEIHUES et al.,
1995, p. 211-221; LEE et al., 1999, p. 197-201).

O aumento da incidéncia dos tumores cerebrais malignos na América do Norte,
nas trés ultimas décadas, € creditado ao aperfeicoamento dos métodos de diagnéstico
por imagem (GREIG et al., 1990, p. 1621-1624; DESMEULES; MIKRELSEN; MAO,
1992, p. 442-445).

A localiza¢do cerebral do glioblastoma € predominantemente supratentorial,
sendo rara a ocorréncia na fossa posterior (DOHRMAN; DUNSMORE, 1975, p. 219-
233; ARAUIJO, 1982, p. 145-176).

Tumores da série glial tendem, no entanto, a predominar na fossa posterior na
infancia até a faixa etéria dos 25 anos (SALCMAN, 1999, p. 25-35).

As localizagdes hemisféricas mais comuns sio a frontal (23% a 40%), temporal
(25% a 31%), parietal (25%) e occipital (16%) (MAHALEY et al., 1989, p. 826-836;
MCcLENDON et al., 1988, p. 305-572).

O aspecto infiltrativo da lesdo, no entanto, faz com ela ocupe freqiientemente o
espago de mais de um lobo cerebral e atinja estruturas profundas subcorticéis
(KLETHUES et al., 1995, p. 211-221).

A imunossupressdo parece desempenhar, em alguns casos recentes, papel
desencadeante em alteracdes de fatores oncogénicos que resultariam em formagéo de
glioblastoma, como em situacdo de transplante de Orgdos e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida por virus (HIV) (JONAS et al, 1996, p. 426-429;
VANNEMREDDY et al., 2000, p 161-164; SCHIFF et al, 2001, p. 1486-1488).

Metéstases extraneurais de glioblastoma sdo raras, merecendo relatos
anedoticos na literatura (WALLACE et al., 1996, p. 1929-1931).

Além das sindromes genéticas que eventualmente predispoem ao aparecimento
de gliomas, outras causas sugeridas envolvem exposi¢@o a agentes ionizantes, campos

eletromagnéticos, traumatismo cranioencefdlico e drogas nitrosuradas (SIMMONS;



LAWS, 1988, p. 172-178; PRESTON-MARTIN, 1996, p. 273-290; SABEL et al.,
1999, p. 1041-1044; SHAMISA et al., 2001, p. 816-821).

2.4.4 Manifestacdes Clinicas

Nio existem aspectos clinicos caracteristicos do glioblastoma. A rapidez na
evolu¢do dos tumores malignos constitui um dado importante no diagndstico
diferencial, mas esse detalhe também nao pode ser considerado de forma absoluta
(ARAUIJO, 1982, p. 145-176).

Como em outras neoplasias, os sinais e sintomas costumam se dividir entre os
que refletem hipertensdo intracraniana, como cefaléia, nduseas, vomitos, e alteracdes
de comportamento, € os sinais focais, dependentes da area cerebral em que reside o
tumor, mais contundentes na sua forma inicial se a lesdo se origina em uma 4rea
eloqiiente do cérebro (ARAUJO, 1982, p. 145-176; BERGER et al., 1996, p. 57-126;
SALCMAN, 1999, p. 196-212).

SALCMAN (1999, p. 196-212) descreveu a cefaléia como o sintoma geral mais
freqiiente, sendo que a hemiparesia, disfasia e convulsdes predominam como
sintomatologia focal.

Segundo ARAUJO (1982, p.145-176) a cefaléia € geralmente conseqiiente a
rdpida proliferacdo celular, edema e efeito de massa do tumor, mas a auséncia desta
nao deve, no entanto, ser fator excludente do diagndstico.

Algumas vezes o glioblastoma se manifesta inicialmente através de uma
sintomatologia aguda, simulando acidente vascular cerebral. Isso ocorre na maioria das
vezes por hemorragia intratumoral numa lesdo até entdo assintomatica. Cerca de 3%
dos pacientes internados com diagnéstico de acidente vascular cerebral tem seu
diagnéstico 1inicial reformulado para tumor cerebral, na maioria das vezes em
decorréncia da hemorragia inicial (ARAUJO, 1982, p. 145-176; BERGER et al., 1996,
p. 57-126).

As convulsdes ocorrem em cerca de 29% dos glioblastomas. Uma histéria de

convulsdo de longa data sugere a presenca de um astrocitoma de baixo grau nas fases
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iniciais da doenca com posterior maligniza¢do, condicionando eventualmente o
paciente a um melhor prognéstico. Ao contrario, uma evolucio clinica rdpida, de cerca
de trés meses, favoreceria o diagndstico de glioblastoma primario, com implicagdes
prognosticas (SALCMAN, 1993, p. 379-390; SALCMAN, 1999, p. 196-212).

A condicdo funcional do paciente portador de glioblastoma costuma ser
graduada pela escala de Karnofski, que varia de 0 a 100 (KARNOFSKI; ABELMAN;
CRAVER, 1948, p. 634-656).

A manuten¢do de um valor constante em torno de 70 (em que o paciente cuida
de si préprio, mas € incapaz para atividades rotineiras) ou maior, constituiria um
pardmetro de avaliacido de melhor progndéstico para os portadores de glioblastoma

(SALCMAN, 1980, p. 435-439; SALCMAN, 1994, p. 213-219; HANEL, 2002, p. 52).
2.4.5 Diagnéstico por Imagem

A pneumoencefalografia ,diagnosticando indiretamente efeitos de massa, por
desvios de estruturas, permanece como valor histérico (SCHOLD, 1997, p. 1-11).

Da mesma forma, a angiografia cerebral, elemento indispensdvel para o
diagndstico at€ o inicio da década de 1970, ndo mais pertence ao arsenal diagnéstico
atual, apesar de ser capaz de realcar caracteristicas importantes da lesio,
principalmente relacionadas com distirbios de fluxo sangiiineo e neo-proliferacio
vascular (OSBORN, 1994, p. 529-578).

Somente a partir da introducdo da tomografia computadorizada no cendrio
clinico, uma representacdo anatdmica e espacial do tumor passou a ser melhor
demonstrada (SCOTT et al., 1999, p. 183-188). A introdugdo da ressonincia
magnética em nosso meio, a partir de 1990, acrescentou maior refinamento e riqueza
de detalhes aos métodos interpretativos (SCHOLD, 1997, p. 1-11; SALCMAN, 1994,
p. 213-219).

Habitualmente o glioblastoma € visto como uma massa heterogénea, de
contedo central hipointenso na RM e hipodenso na TC. Essas caracteristicas podem

refletir o conteido central cistico ou necrético da lesdo. A necrose intratumoral tem



sido usada como fator prognéstico, cuja presenga seria inversamente proporcional a
sobrevida (LACROIX et al., 2001, p. 190-198; RAZA et al., 2002, p. 2-12).

A populacdo celular neoplasica é habitualmente demonstrada em dreas de
hiperdensidade (TC), hiperintensidade (RM) em T1 e iso-hiperintensidade em T2
(RM), costumando absorver contraste, configurando assim anéis de espessura irregular
que circundam um centro necrético (HOLT; MARAVILLA, 1996, p. 753-774) (figura
1).

FIGURA 1 — ASPECTOS DE IMAGEM DO GLIOBLASTOMA NA RM
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FONTE: Dados do autor
NOTA: Ressonancia magnética apds o uso de contraste, em cortes axial (esquerda) e sagital
(direita), em T1.Tumor com centro necrético, na regiao parietal direita, com anel periférico
irregular na periferia, configurando aspecto caracteristico do glioblastoma.

A cronologia de depésitos hemorragicos intratumorais € melhor apreciada pela
RM, capaz de diferenciar diferentes idades dos focos pela degradacido progressiva da
hemoglobina (EARNEST et al., 1988, p. 823-827; OSBORN, 1994, p. 529-578;
HOLT; MARAVILLA, 1996, p. 753-774).

Em contrapartida, a TC demonstra melhor focos de calcificagdo, raros nos
glioblastomas, mas que, quando presentes, podem denunciar uma progressao tumoral a
partir de um astrocitoma de baixo grau histologico (OSBORN et al., 1994, p. 529-
578).

O edema cerebral peri-lesional, que contribui para o efeito de massa e desvios
de estruturas, inicialmente creditado apenas a quebra fisiolgica da barreira hemato -

encefdlica, na realidade pode refletir, nas imagens ponderadas em T2 na RM, a
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extensdao real da lesdo, pelo j4 demonstrado encontro de células tumorais nestas
regides, auxiliando dessa forma o planejamento terapéutico (BERGER et al., 1996, p.
57-126; EARNEST et al., 1998, p. 823-827).

As técnicas de perfusdo, difusdo e espectroscopia por prétons na RM tém
contribuido para o fornecimento de informag¢des adicionais na imagem do
glioblastoma. Os valores regionais de aumento de fluxo sangiiineo, demonstrado pelas
técnicas de perfusdo, demonstram quebra de barreira hematoencefdlica no
glioblastoma e sdo indicadores de grau histolégico elevado e recidiva tumoral
(OSBORN et al., 1994, p. 529-578; SUGAHARA et al., 1998, p. 1479-1486).

As técnicas de difusdo refletem de forma inversamente proporcional a
celularidade da lesdo. Assim uma diminui¢do no coeficiente de difusdo aparente da
lesdo na RM tem valor proporcional ao grau histolégico (SUGAHARA et al., 1999, p.
53-60; KONO et al., 2001, p. 1081-1088).

A espectroscopia de prétons tem sido largamente utilizada na complementagio
da andlise de gliomas cerebrais, refletindo a presenca de metabdlitos cerebrais e suas
populacdes celulares correspondentes. A populagdo neuronal estd representada por
picos espectrométricos de N-acetil aspartato (NAA), a populacdo glial por picos de
colina (Cho), normalmente mais baixos que o0 NAA, e picos de creatina refletiriam o
contetddo energético celular. A inversdo do pico de colina em relacdo ao de NAA seria
caracteristica nos tumores gliais, acompanhada de diminui¢do do pico de creatina
(NEGENDANK et al., 1996, p. 449-458; CASTILLO et al., 1998, p. 1-20) (Figura 2).

O emprego das informagdes fornecidas pela andlise espectroscépica dos
gliomas tem possibilitado correlacionar as caracteristicas da imagem com o grau
histolégico das lesdes com chance de acerto de até 95% dos casos analisados,
corroborando a utilidade do método como fator ndo sé de diagndstico como também

de prognéstico (HERMINGHAUS et al., 2003, p. 74-81).



FIGURA 2 - ESPECTROSCOPIA POR RM DO GLIOBLASTOMA
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NOTA: Nas figuras superiores, imagem de RM em T2com voxel sobre area parieto-occipital direita na
fase de remissdo, demonstrando pico de NAA (marcador neuronal) superior ao pico de CHO
(marcador de membranas celulares). Nas imagens inferiores, em T1 representando a recidiva
tumoral, o pico de CHO é superior a NAA, acompanhado da redugao do pico de creatina.
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A andlise espectroscépica do contetido da lesdo pode também auxiliar no
diagnoéstico diferencial entre glioblastoma e abscesso cerebral, cujas caracteristicas
podem ser semelhantes nos exames de imagem convencionais. Assim, a presenca
acentuada de picos de lactato, acetato e aminoacidos, junto a diminui¢ao do NAA,
sugerem fortemente a presenca de abscesso cerebral (NAKAISO et al., 2002, p. 346-
348).

A andlise espectral dos tumores gliais apés o tratamento pode também
eventualmente servir para avaliagdo prognoéstica: assim TARNAWSKI et al. (2002,
p-1271-1276), demonstraram que pacientes tratados com cirurgia e radioterapia e que

apresentavam a relacdo lactato/NAA maior que 2.0 (alto indice de lactato) tinham
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sobrevida de um ano em torno de 20%, ao contrdrio da melhor sobrevida de 80% para
os que apresentavam indices inferiores a 2.0.

A tomografié por emissdo de féton dnico (SPECT), que mostra distiirbios de
fluxo sangiiineo cerebral, bem como a tomografia por emissao de pésitrons (PET), que
reflete e quantifica o metabolismo regional e global, pelo consumo de glicose, tém
sido eventualmente usadas no auxilio da caracterizacdo de lesdes expansivas, no
diagnéstico diferencial entre necrose e recidiva tumoral e na complementagdo de
pesquisas terapéuticas inovativas, como a terapia génica( SCHWARTZ et al., 1991, p.
1187-1192; HERHOLZ et al., 1993, p. 853-858; PATRONAS et al., 1995, p. 816-822;
SCHWARTZ et al., 1998, p. 60-68; FLOETH et al., 2001, p. 1517-1527; JACOBS et
al., 2001, p. 727-729).

2.4.6 Patologia

O aspecto macroscépico do tumor deriva de sua grande capacidade destrutiva e
infiltrativa, sem limites definidos, nem formagdo capsular, embora por vezes a lesdo
aparente ter bordos definidos. No seu interior 4reas focais de hemorragié se alternam
com dreas de necrose, cuja liquefacdo podem dar origem a formagGes cisticas
(ZULCH, 1986, p. 83; LANTOS; VANDERBERG; KLEIHUES, 1997, p. 583-879;
McLENDON et al., 1998, p. 307-572) (Figura 3).

A grande capacidade infiltrativa do tumor produz extensdes para lobos cerebrais
contiguos, estruturas profundas e at€ para o hemisfério oposto através de fibras de
conexdo, como o corpo caloso (ZULCH, 1986, p. 151).

A presenga de gliomas multifocais € rara, tendo sido estimada em torno de 2,3%
e 2,4% por diferentes autores (BATZDORF; MALAMUD, 1963, p. 122-126;
McLENDON et al., 1998, p. 307-572).

Segundo KLEIHUES et al. (2000, p. 31), gliomas miiltiplos independentes s6
podem ser autenticados por marcadores moleculares que os diferenciem, devido a

origem policlonal.
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FIGURA 3 — ASPECTO MACROSCOPICO DO GLIOBLASTOMA.

FONTE: Dados do autor
NOTA: Em corte macroscopico coronal, o glioblastoma é visto destruindo o lobo occipital esquerdo,
com areas de necrose e hemorragia no seu interior.

Estudos de biopsia e autopsia tém demonstrado infiltragao neopldsica a
distancia em tecido supostamente normal a macroscopia, inviabilizando na pratica a
possibilidade de ressec¢ao cirirgica completa (WILSON, 1992, p. 32-48;
CHANDLER et al., 1993, p. 716-720; SILBERGELD; CHICOINE, 1997, p. 525-531).

Metastases extraneurais de glioblastoma sao extremamente raras. O fenémeno é
imputado a incapacidade da célula neopldsica ultrapassar a membrana vascular basal
(BERNSTEIN; WOODWARD, 1995, p. 124-132). Cerca de 250 casos foram
descritos, envolvendo pulmao, linfonodos, figado, vasos e medula dssea, sendo muitos
atribuidos a manipulagao cirirgica (CHESTNUT et al., 1993, p. 135-140; MALCA;
ROCHE; PELLET, 1993, p. 315-321).

Os elementos microscopicos caracteristicos do glioblastoma incluem necrose,

proliferagdo  vascular, mitose, anaplasia e alta celularidade (LANTOS;



21

VANDENBERG; KLEIHUES, 1997, p. 583-879; McLENDON et al., 1998, p. 307-
572).

Dois tipos de necrose podem ser encontrados: a primeira, mais volumosa,
detectavel por métodos de imagem, é isquémica em origem e associada a um pior
prognostico (BARKER et al., 1996, p. 1161-1166; LACROIX et al., 2001, p. 190-198;
NELSON et al, 1983, p. 550-554; RAZA et al., 2002, p. 2-12). O segundo tipo de
necrose esta ligado ao fenomeno de apoptose, representando uma drea circundada por
células fusiformes, em arranjo tipico denominado “pseudopaligadas™ (Figura 4). As
células circundantes induzem a proliferagdio microvascular, por expressarem
fortemente a presenga do receptor para o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGFR), sensivel a estimulo hipoxico. Essas alteragdes representariam o marco

histoldgico inicial no desenvolvimento celular do glioblastoma (SHWEIKI et al.,

1992, p. 843-845; KLEIHUES et al., 2000, p. 36).

FIGURA 4 - ASPECTO MICROSCOPICO DO ARRANJO EM
“PSEUDOPALICADAS”
R ‘_“ " ‘q_'*» T "

FONTE: Dados do autor

NOTA: Fotomicrografia demonstrando aspecto histoldgico caracteristico do
glioblastoma: area de necrose central, circundada por células compactadas ao
redor, configurando o arranjo em “pseudopaligadas”. (H.E. 100x)
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Segundo RAZA et al.(2002, p. 2-12), outro mecanismo envolvido na génese da
necrose estaria relacionado com a ativagao do gene Ras, que levaria ao aumento do
fator de necrose tumoral (TNF). Este fator agravaria os niveis de perfusdo e hipoxia
através do “canal de pro-coagulagao”, e implicaria na transformag¢ao do mecanismo de
apoptose em necrose.

Varias configuragdes histologicas sao imputadas a proliferagao microvascular,
que se dispoe em multiplos arranjos periféricos em relagao as areas de necrose
(McLENDON et al., 1998, p. 307-572).

A angiogénese dessas estruturas esta regulada por varios receptores para fatores
de crescimento vascular (VEGFR1, VEGFR2, PDGFR-f, PDGFR-C, PDGFR-D), que
assumem hiperexpressao no glioblastoma, participando assim das causas de
crescimento tumoral (KLEIHUES et al., 2000, p. 35-38; LOKKER et al., 2002, p.
3729-3735) (Figura 5).

Esses receptores também tem sido eventualmente usados como marcadores em

pesquisa de fatores de prognostico (OEHRING et al., 1999, p. 117-125).

FIGURA 5 - ASPECTO MICROSCOPICO DO CRESCIMENTO
VASCULAR
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NOTA: Fotomicrografia demonstrando aspecto histolégico caracteristico
do glioblastoma: vasos glomeruléides proliferados. (H.E. 200x)




Infiltrados linfocitdrios perivasculares, identificados como CDS, exerceriam
uma resposta imunolégica protetora no local, com relevancia prognostica (PALMA;
DI LORENZO; GUIDETI, 1978, p. 854-861; KIDA et al., 1995, p. 121-129;), fato
contestado por outros autores (BURGER; VOLMER, 1980, p. 1179-1186).

2.4.7 Biologia Celular

As fases do ciclo celular se iniciam na fase G1, pré-sintética, em que as células
elaboram RNA, enzimas e proteinas, apds o que ingressam na fase S, de sintese ativa,
com estruturagdo do DNA e duplicagdo cromossdmica. O ingresso na fase G2, pré-
mitdtica, precede a fase M, de mitose celular. O tempo do ciclo celular (Tc) representa
- a duragdo de G1 a M (HOSHINO et al., 1972, p. 15-26).

Um grupo celular pode se tornar temporariamente inativo (G0O), mantendo a
capacidade de retornar ao grupo de proliferagdo ativa. Os outros componentes do
tumor sio formados por cé€lulas maduras e estdveis e por células mortas (HOSHINO et
al., 1972, p. 15-26).

A fragdo de crescimento (Fc) representa a propor¢do da massa celular total que
se divide ativamente. O tempo de duplicacdo da massa reflete o periodo levado para
que a populacdo celular dobre em nimero (“doubling time”), estimado em cerca de 48
dias no glioblastoma. De inicio, a forma utilizada para avaliar a fragdo de crescimento
envolvia a inje¢do pré-operatéria de bromodexoxiuridina (BrDU), anilogo da timidina,
‘que reagia contra um anticorpo monoclonal anti BrDU, na fase S do ciclo (“labeling
index”). Desta forma a atividade proliferativa média do GBM foi calculada em torno
de 7-8%, ao contrario do indice menor que 1% dos astrocitomas (HOSHINO;
WILSON, 1979, p. 956-962).

Atualmente, com o uso do anticorpo MIB-1 contra o antigeno Ki-67, contido no
nucleo, expresso nas fases G, S, G, e M do ciclo celulaf, € possivel determinar indice
proliferativo maior do tumor, com valores médios ficando entre 15 e 20%
(KLEIHUES et al., 2000, p. 29-40). Para BURTON et al. (2002, p. 180-187) os

valores médios foram de 15,7% para os pacientes com longa sobrevida e 28,1% para
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os de curta sobrevida. O indice proliferativo fornecido pelo Ki-67 prediz prognostico
em astrocitomas de baixo grau (“labeling index” < 1%), mas o seu papel no
glioblastoma € controverso (SIMMONS et al., 2001, p. 1122-1128).

A determinagao, por analise imunohistoquimica, da expressao da topoisomerase
[I-alpha no DNA, € capaz de identificar a porcentagem de células ativas no ciclo
celular, com possivel valor prognéstico (BREDEL et al., 2002, p. 1343-1347).

Enquanto o tempo da fase S (sintese de DNA) no glioblastoma, varia de 4 a 13
horas, o tempo do ciclo celular varia entre 36 ¢ 152 horas (HOSHINO; WILSON;
MURAOKA, 1979, p. 21-25).

Quando o tumor se torna clinicamente sintomatico, se nado ocupar uma area
eloqiiente, o glioblastoma tera uma populagao de 10" células, com 4 a 5 cm de
diametro e peso de 40 a 100 g, tendo ja completado cerca de 90% do seu ciclo de vida,
através de mais de 30 duplicagoes. Uma nova duplicagao sera incompativel com

sobrevida (SALCMAN, 1999, p. 25-35) (Figura 6).

FIGURA 6 — ASPECTOS TOMOGRAFICOS EVOLUTIVOS DO GLIOBLASTOMA

N._SRA.GRACAS CURITIEA

FONTE: Dados do autor

NOTA: Tomografia computadorizada contrastada em cortes axiais, mostrando a esquerda,
hipodensidade inespecifica em lobo temporal esquerdo. Exame de seguimento, 3 meses apds,
a direita, mostra grande tumor, com caracteristicas de glioblastoma, demonstrando a grande
capacidade proliferativa devida a cinética celular do glioblastoma.

Nas ressec¢des totais ou subtotais de um glioblastoma hd uma acentuada

transferéncia de células do compartimento GO, de volta ao ciclo ativo, determinando
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um aumento na fragdo de crescimento do tumor, mas propiciando eventualmente uma
nova ofensiva terapéutica adjuvante com o objetivo de atingir células recém ativadas e
até¢ entao refratarias (HOSHINO et al., 1975, p. 127-135; HOSHINO; WILSON;
MURAOKA, 1979, p. 21-25).

2.4.8 Genética Molecular

A evolugao dos conceitos de genética molecular no glioblastoma determinou
novas informagdes sobre sua origem, ocasionando um novo posicionamento do tumor
na classificagdo da OMS (KLEIHUES; BURGER; SCHEITHAUER, 1993, p. 255-
268).

O glioblastoma poderia se originar, pela modificagdao estrutural dos genes
supressores, a partir de células diferenciadas, que com uma série subsequente de
alteragoes genéticas evoluiria para sua expressdo fenotipica final. O tumor poderia
também se originar diretamente da célula precursora por mutagdes genéticas iniciadas
diretamente por ativacao de oncogenes. (KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51)
(Figura 7).

FIGURA 7 - IMAGENS DE RM DEMONSTRANDO PROGRESSAO DE
ASTROCITOMA DE BAIXO GRAU PARA GLIOBLASTOMA

FONTE: Dados do autor.

NOTA: Cortes axiais de RM a esquerda, em T1, demonstrando lesdo hipointensa em pélo frontal
esquerdo, compativel com astrocitoma de baixo grau. Na imagem central, controle pos-operatdrio
um ano depois da cirurgia, sem evidéncia de recidiva. A direita, imagem obtida aos 18 meses da
cirurgia inicial, demonstrando recidiva tumoral, cujo laudo histopatolégico revelou tratar-se de
glioblastoma.
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A participagdo de oncogenes e genes supressores, cujas alteracOes
influenciariam na tumorigénese, estd sendo investigada, com possibilidades
promissoras (RUTKA et al., 2000, p. 1034-1051).

Algumas modifica¢bes genéticas em mecanismos de apoptose e regulagdo de
proliferacdo celular estdo sendo desvendadas (CROTEAU et al., 2001, p. 60-81;
NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2002, p. 274-293).

A interagdo entre fatores de crescimento e seus receptores geraria ativacio de
mecanismos de transducio de sinais para o interior do nicleo da célula, onde a divisdo
celular seria regulada por fatores desencadeantes do ciclo celular (proteinas CDK4,
ciclinas, MDM2) e por inibidores do ciclo celular como as protefnas P15, p16, p21,
p27, pS3 e Rb (CROTEAU et al., 2001, p. 60-81).

A hiperexpressdo da mutacdo do EGFR € capaz de desenvolver glioblastoma
em animais de laboratério (KAPOOR; O'ROURKE, 2003, p. 1425-1435).

Na mesma linha de pesquisa, foi demonstrada a capacidade do EGFR de
promover crescimento, migracdo e invasdo de células gliais “in vitro” (LUND-
JOHANSEN et al., 1990, 6039-6044).

Inibi¢do do crescimento glial em laboratério também foi conseguido através de
técnicas de neutralizacdo do RNA mensageiro do EGFR (PU et al., 2000, p. 132-139).

O EGFR € uma proteina transmembranal, com 53 aminoacidos, que transmite
para moléculas intracelulares a codificacdo proliferativa acusada pelo seu receptor. O
EGFR pertence a familia ErbB, também chamado de ErbB,/EGFR, . Uma outra
proteina da mesma familia, o EGFRVIII est4 hiperexpressa em linhas de GBM em
laboratério, sugerindo uma interacio entre moléculas da mesma familia, na génese dos
gliomas (KAPOOR; O'ROURKE; 2003, p. 1425-1435).

Nos tumores, os receptores dos fatores de crescimento t€m sua expressao
magnificada, ou por secrecdo autdcrina, ou por degradacio da matriz extracelular.

A amplificagdo do gene EGFR, que resulta na presenga de cOpias extras de
oncogene na regido cromossdmica, com a hiperexpressao conseqiiente, tem também,
freqlientemente sua mutagdo representada por delecdo nos exons 2-7, no Cromossomo

7p, 0 que resultaria em altera¢do na transcricio do RNA mensageiro e conseqiiente
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mudanga na codificacdo protéica nas vias sinalizadoras do ciclo celular (WATANABE
et al., 1996, p. 217-235).

Essas alteracdes, que na seqiiéncia desencadeiam a ativacdo, no citoplasma, dos
receptores das enzimas PTKs, seguem duas vias. A primeira envolve a ativa¢do do
complexo proteico intranuclear CDK4/ciclinas, que por fosforilagdo desacopla o
complexo Rb/E2F, marco da progresséo, no ciclo celular, da fase G1 para a fase S. A
segunda via de ativacdo pelas PTKs seria através da proteina Ras, que atua como
substrato inicial do desencadeamento de uma cadeia de reagdes proliferativas
complexas, ativadas em cascata também por reagdes fosforilativas (FULTS, 1996, p.
162-178; CROTEAU et al., 2001, p. 60-81; LAL et al., 2002, p. 3335-3339; LOKKER
et al., 2002, p. 3729-3735; NARITA et al., 2002, p. 6764-6769; KAPOOR
O’ROURKE; 2003, p. 1425-1435; YAO et al., 2003, p. 378-384).

O mecanismo de apoptose obedece a duas seqiiéncias bdsicas: a primeira,
através de um mecanismo extrinseco, transmembrana, através de receptores
especificos e a segunda que envolve agdes de proteinas reguladoras pré-apoptdticas e
anti-apoptéticas (Bax e Bcl-2). A proteina p53 desempenharia, através de um
mecanismo também intrinseco, uma reacgio reguladora positiva sobre os fendmenos de
apoptose, que nas c€lulas gliais estaria perdida pela mutacdo de genes supressores de
tumor, como p53 e PTEN (SANO et al., 1999, p. 1820-1824; CROTEAU et al., 2001,
p. 60-81; SIMMONS et al., 2001, p. 1122-1128; BURTON et al, 2002, p. 180-187;
ERMOIAN et al, 2002, p. 1100-1106).

O poder infiltrativo do glioblastoma, bem demonstrado nas imagens de RM pela'
hiperintensidade em T2, € um dos fatores que impedem a resseccdo cirtirgica radical
desse tumor, além de ocasionar recidiva precoce (KELLY et al, 1987, p. 450-459).

A capacidade infiltrativa das células gliais deriva, em grande parte, da
dissolugdo da matriz extracelular, determinada pelas proteases (CROTEAU et al.,,
2001, p. 60-81).

Virias dessas proteases, como plasmina, fator ativador do plasminogénio,
uroquinase, catapsina B e as chamadas metaloproteinases da matriz extracelular,

estariam envolvidas no processo (CHOE et al., 2002, p. 2894-2901).
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Outro mecanismo facilitador da invasdo tumoral estaria relacionado com a
perda da adesividade celular, determinada pelas integrinas, que ao agirem, alteradas,
sobre receptores de membrana e também ao interagirem com as proteases, facilitariam
a migracdo celular e estimulariam a angiogénese (BELLO, 2003, p. 177-185).

A dissolugdo da matriz extracelular também poderia liberar fatores de
crescimento angiogénicos (EGFR, VEGFRs, PDGFRs), que desencadeariam, em
cascata, eventos que resultariam na neoformacdo vascular -caracteristica do
glioblastoma, desprovida de barreira hematoencefélica, e demonstravel por captagdo
de contraste nos métodos de imagem (SHWEIKI et al., 1992, p. 843-845; OEHRING
et al., 1999, p. 117-125; LAL et al., 2002, p. 3335-3339; LOKKER et al., 2002, p.
3729-3735).

Os fatores pl5, .p16 e p 21 s@o genes controladores da proliferacdo celular,
agindo por inibi¢do da mitose, no ciclo celular (CROTEAU et al., 2001, p. 60-81;
WANG et al., 2001, p. 173-180).

As proteinas pl5 e pl6 agiriam por inibi¢do direta do mecanismo excitatorio
promovido pelo complexov CDK4/ciclina, cuja expressdo final seria a passagem da fase
G1 para a fase S do ciclo proliferativo. Alteragdes mutacionais desses fatores
poderiam potencialmente participar do descontrole mitético observado nos gliomas
(CROTEAU et al., 2001, p. 60-81).

A delecdo de pl6, localizada no cromossomo 9p, vem sendo demonstrada com
freqiiéncia no glioblastoma primaério, assim como baixos niveis de p27, outro- gene
inibidor do complexo CDK4/ciclina (FUSE et al., 2000, p. 1393-1399; KAMIRO et
al., 2002, p. 815-822; NARITA et al., 2002, p. 6764-6769).

A proteina MDM2, contida no cromossomo 12q, forma um complexo com p53,
inibindo sua atividade supressora. Ampliagdo nessa regido de 12q resultaria na
hiperexpressdo de MDM2, com bloqueio funcional de p53 (BURTON et al., 2002, p.
180-187). A mmunopositividade de MDM?2, resultante de sua alta expressdo, estaria
associada a pior progndstico no glioblastoma (KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51).
Em c€lulas gliomatosas, "in vitro", a adi¢do do oligonucleotideo anti- MDM?2 resultou

em redugdo de sua expressdo, assim como elevacdo de p53 e p21 e aumento da
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apoptose, sugerindo uma avenida terapéutica futura (PRASAD et al., 2002, p. 107-
116).

O gene PTEN, contido no cromossomo 10q, € agente pré apoptético,
funcionando como regulador negativo da via PI3-K e PKB/AKT, que sdo oncogenes
celulares desencadeantes da proliferacao celular, a partir da proteina Ras (CROTEAU
et al., 2001, p. 60-81; KAPOOR; O'ROURKE; 2003, p. 1425-1435).

Entre os mecanismos de protecio, o gene PTEN impediria a entrada de MDM?2
no nucleo celular, resguardando desta forma a funcio supressora de p 53 (MAYO et
al., 2002, p. 5484-5489).

O gene PTEN, bem demonstrado no cérebro normal, estd reduzido em
glioblastomas, sugerindo que sua auséncia incrementaria a agdo oncogénica do
complexo PKB/AKT (ERMOIAN et al., 2002, p. 1100-1106).

Agentes 1nibidores, "in vitro", especificos contra esses oncogenes, como o
L4294002, tém mostrado efeito supressor sobre a proliferacio celular glial (SHINGU
et al., 2003, p. 154-161).

A apoptose celular estaria também regulada intrinsecamente pelas proteinas
pré-apoptéticas (Bax) e anti-apoptéticas (Bcl2), as quais, através de interacdes em
cadeia, ativariam as caspases, responsdveis pela inducdo da morte celular
(CARTRON, 2002, p. 675-687).

A hiperexpressao das proteinas Bax e suas variantes, no glioblastoma, tem sido
associada a maior sobrevida, além de representarem alvos terapéuticos potenciais em
decorréncia do seu efeito pré-apoptético (CARTRON, 2002, p. 675-687).

O gene supressor p53, contido no cromossomo 17p (banda p13-1), participa dos
mecanismos de apoptose e proliferacdo celular (JAROS et al., 1992, p.373-385;
IWADATE et al., 1996, p. 236-240; KIRLA et al, 2000, p. 71-80; KRAUS et al.,
2001, p. 263-272; BURTON et al, 2002, p. 180-187).

No ciclo celular, p53 regularia de forma inibitéria o crescimento tumoral pela
sua acdo direta, por transcrigd@o sobre o gene p 21, responsavel pela permanéncia das

células na fase G1 ao inibir o complexo CDK4/ciclina. A mutagdo de pS3 quebraria
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esta seqiiéncia inibitéria (IKEDA et al., 2001, p. 35-43; SHIRAISHI et al., 2002, p.
249-257).

A proteina p53 exerceria também papel protetor em relagdo aos danos causados
ao DNA, pela indug@o a apoptose. Dessa forma, sua mutacao tornaria 0 tumor menos
sensivel a lesao exdgena induzida, como a radioterapia e quimioterapia (MAYO et al.,
2002, p. 5484-5489; NUSSBAUM; MCINNES;WILLARD, 2002, p. 285).

Do ponto de vista genético, a forma mais freqiiente de mutacao de p53 seria a
de mutacdo de ponto, em que ocorreria, geralmente entre os exons de 5 a 8 do gene,
que € parte codificante do mesmo, uma Unica substitui¢do de base (como a citosina por
timina). Em conseqiiéncia haveria a substituicdo de um aminoicido (arginina por
triptofano), determinando assim o substrato para mudanga de codificag@o e alteracio
estrutural da proteina a ser formada, bem como de sua fun¢do reguladora especifica.
Esse tipo de mutacdo pode ser demonstrado por método de analise de PCR, associado
a andlise chamada SSCP (“single strand conformational analysis”), em que as
altera¢des moleculares das fitas de DNA s@o demonstradas por motilidade alterada nas
bandas de eletroforese em gel (MCDONALD, 1996, p. 13-31). A alteracdo estrutural
da proteina p53 resultante € demonstrdvel por métodos de imunohistoquimica
(BURTON et al., 2002, p. 180-187).

Tentativas de correlacionar mutagdes de pS53 com sobrevida em glioblastoma
tem sido conflitantes, na pesquisa de caracteristicas genotipicas de subgrupos de
pactentes (JAROS et al., 1992, p. 373-385; KYRITSIS et al., 1995, p. 1617-1622).

Nos estudos de BURTON et al. (2002, p. 180-187), as mutagdes de Tp53, seja
pela demonstracdo imunohistoquimica de sua expressdo alterada, seja pela andlise
seqliencial de DNA, estariam associadas ao grupo de melhor sobrevida em
glioblastoma. Em criangas, ao contrario, muta¢des de pS3 tém sido associadas a pior
prognéstico (TAMBER; RUTKA, 2003, p. 1-8).

No entanto, para NEWCOMB et al. (1998, p. 655-667) e KRAUS et al. (2001,

p. 263-272), ndo haveria associagfo entre alteracdes de p53 e progndstico.
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As relagdes entre hiperexpressio de EGFR e mutagdes em p53 parecem
também guardar uma relacdo de exclusdo mitua, na anédlise de fatores de progndstico
(WATANABE et al., 1996, p. 217-224; SIMMONS et al., 2001, p. 1122-1128).

Considerando os possiveis efeitos supressores de p53 sobre a proliferacido
celular, uma das futuras possibilidades terapéuticas a ser desenvolvida se daria no
sentido de restaurar sua fungdo perdida por mutagdo dessa proteina, devolvendo a
mesma a capacidade apoptética e inibidora do ciclo celular, como proposto por
IKEDA et al. (2001, p. 35-43), reforcando dessa forma, a eficicia de métodos
terapéuticos adjuvantes, como a radiac@o, que ¢ indutora da apoptose, e de agentes
quimioterdpicos como a etoposida e cisplatina (DORIGO et al., 1998, p. 535-540;
GUTIN; POSNER, 2000, p. 1-8; MAYO et al., 2002, p. 5484-5489).

A ampliacdo e hiperexpressdo do gene EGFR estariam relacionadas aos eventos
desreguladores da proliferacdo celular (KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51;
SIMMONS et al., 2001, 1122-1128; LAL et al., 2002, p. 3335-3339).

A hiperexpressdo de EGFR, demonstravel por métodos imunohistoquimicos,
poderia também servir de substrato para a caracterizacdo de subtipos de glioblastoma e
eventualmente fornecer subsidios com implicacdes prognésticas da doenca
(LIBERMAN et al, 1985, p. 144-147; JAROS et al., 1992, p. 373-385; NAGANE et
al., 1996, p. 5079-5086; WAHA et al., 1996, p. 634-641; KORKOLOPOULOU et al.,
1997, p. 1269-1278; RAINOV et al., 1997, p. 13-28; BOUVIER-LABBIT et al., 1998,
p. 381-388; ETIENNE et al., 1998, p. 2383-2389; NEWCOMB et al., 1998, p. 655-
667; SIMMONS et al., 2001, p. 1122-1128).

O EGFR atuaria também como fator de resisténcia aos métodos terapéuticos de
radiacdo e quimioterapia (ZHU et al., 1996, p. 809-815; BARKER et al., 2001, p.
1288-1297; CHAKRAWARTI, 2002, p. 4307-4315).

A imunoreatividade para EGFR estaria presente em mais de 60% dos casos de
glioblastoma primdrio e em menos de 10% dos glioblastomas secundérios

(KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51).



As maiorias dos pacientes imunoreativos para EGFR nao o seriam para p53,
tornando esses genes mutilamente excludentes (WATANABE et al., 1996, p. 217-
224).

Para SIMMONS et al. (2001, p. 1122-1128), a hiperexpressdao de EGFR teria
indicacdo de pior progndstico apenas nos pacientes mais jbvens e p53 negativos, mas
ndo em pS3 positivos.

| Outras alteracOes genéticas demonstridveis com freqiiéncia em glioblastoma
primério, além da hiperexpressio de EGFR, no cromossomo 7, seriam a perda da
heterozigose no cromossomo 10, delecdo de p16, e mutagdo do gene supressor PTEN
(KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 55-51; ERMOIAN et al.,, 2002, p. 1100-1106;
KAMIRO et al, 2002, p. 815-822).

Em estudos de hibridizagdo genO6mica, a presenga de perda cromossdmica em
19q foi mais freqlientemente associada a longa sobrevida, ao passo que perdas em 6q e
10 g, além de ganho em 19q estariam correlacionadas com pior progndstico

(BURTON et al., 2002, p. 6205-6210).
2.4.9 Tratamento

Apesar dos avangos tecnoldgicos que ocorreram nas Ultimas décadas, o manejo
do glioblastoma, que envolve basicamente as técnicas de cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, nao tem conseguido suplantar 0 mau progndstico para os pacientes,
cuja sobrevida média permanece em torno de 1 ano (SALCMAN, 1980, p. 435-439;
SHAPIRO, 1998, p. 4-32; BURTON et al., 2002, p. 180-187).

2.4.9.1 Tratamento cirtirgico

O manejo cirurgico do glioblastoma permanece, em alguns aspectos,
controverso em termos de beneficio, em razdo de uma série de fatores: falta de estudos
prospectivos randomizados, grau de resseccdo dependente da subjetividade do

cirurgido em relagcdo a extensdo, falha de metodologia de andlise estatistica, achados
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patoldgicos sem critérios uniformes e métodos comparativos de imagem inadequados
(BECKER et al., 1999, p. 469-477, SAWAYA, 2001, p. 10-19).

Os beneficios, no entanto, da cirurgia radical, que s@o apontados em estudos
retrospectivos, 1ndicam uma maior € melhor qualidade de sobrevida, quando
comparados as técnicas de bidpsia e resseccdo parcial, especialmente quando a
ressec¢do atinge 98% do total do volume tumoral (SALCMAN, 1980, p. 435-439;
NITTA; SATO, 1995, p. 2727-2731; LACROIX et al., 2001, p. 190-198; SAWAYA,
2001, p. 10-19).

A evolugdo nas técnicas cirdrgicas permite atualmente a obtengio de baixo
indice de complicac¢des, com a morbidade e mortalidade ficando ao redor de 8 e 2,5%,
respectivamente (SALCMAN, 1999, p. 196-212).

O desenvolvimento de técnicas de resseccdo sobre dreas elogiientes, com o
auxilio de RM funcional em correlagio com exploracdo eletrofisiolégica
transoperatoria, tem contribuido para o emprego de maior agressividade cirtrgica, com
bons resultados (BERGER et al.,, 1990, p. 383-387; BERGER, 1994, p. 172-185;
ARAUJO, 2002, CD-ROM; RUSSEL; KELLY, 2003, p. 506-513).

O uso de estereotaxia e neuronavegacdo, baseados em dados informatizados,
serve tanto para a obtenc¢do de material para diagndstico, em casos inoperaveis, quanto
para guiar o cirurgido no sentido de alcancar lesdes mais profundas com dano cortical
minimo (MOORE et al., 1989, p. 572-577; ROTTA, 1999, CD-ROM).

O principio da citorredug@o radical € baseado nas informagdes fornecidas pela
cinética celular: a cirurgia, ao reduzir ou eliminar o efeito de massa, controlar a
hipertensao intracraniana e reverter déficits neurolégicos propicia também que células,
até entao inativas no compartimento GO, ingressem no ciclo proliferativo e aumentem
sua sensibilidade as técnicas de radioterapia e quimioterapia (HOSHINO et al., 1972,
p. 15-26; ARAUJO, 1982, p. 145-176; SALCMAN, 1999, p. 196-212; LACROIX et
al., 2001, p. 190-198).

A introdu¢do do controle de ressec¢do tumoral em tempo real, no periodo
transoperatorio, pelo emprego de RM no centro cirtrgico, embora acessivel a poucos

centros devido ao seu alto custo, tem demonstrado diminuigdo significativa da
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porcentagem de tumor residual pds-ressecgdo, caindo de 62% para 33%, com
consequente aumento na sobrevida (WIRTZ et al., 2000, p. 1112-1122; HALL et al.,
2002, p. 632-642).

Num futuro préximo, em casos especificos, a robdtica poderd substituir as
técnicas convencionais. As técnicas cirirgicas poderdo ser aprimoradas com a
resseccdo orientada para células tumorais previamente marcadas, que seriam alvos
simultineos de introducdo de vetores virais com moléculas geneticamente
modificadas, seguidas da injecio de células tronco neuronais e gliais para a
reformatacdo cerebral (GUTIN; POSNER, 2000, p. 1-8; AMAR; ZLOKOVIC;
APUZZO, 2003, p. 402-412).

2.4.9.2 Terapia por radiagdo

A radioterapia € considerada isoladamente o método terapéutico mais efetivo
para o glioblastoma (LARSON; WARA, 1998, p. 34-42; SHAPIRO, 1998, p. 4-32;
SALCMAN, 1999, p. 196-212).

A idade avancada estaria correlacionada desfavoravelmente na sobrevida
relacionada com a radioterapia (BARKER et al., 2001, p. 1288-1297).

A acdo ionizante incide sobre a molécula de DNA da célula tumoral,
interferindo em um radical oxigénio dependente; em conseqiiéncia, sua efetividade €é
menor no centro necrético, no compartimento GO hipéxico do tumor e maior nas
células periféricas (LARSON; WARA, 1998, p. 34-42).

A presenca do gen supressor p53 alterado determinaria maior radioresisténcia a
lesdo (K'YRITISIS et al., 1995, p. 1617-1622).

Métodos para aumentar a sensibilidade das células hipéxicas a radiagdo, como
uso de compostos imidazélicos, que se incorporam a molécula de DNA por sua
afinidade com eletrons, ndo se revelaram superiores, em estudos randomizados

(SALCMAN, 1999, p. 196-212).
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O limite convencional da dose de radiacdo € 60 Gy e tentativas de aumento da
dose para 70 Gy, em estudos randomizados do “Radiation Oncology Group”, nio
trouxe maiores beneficios (CHANG et al., 1983, p. 997-1007).

Os efeitos adversos da radioterapia incluem edema reacional, a sindrome pds-
irradiag@o, apds duas a quatro semanas, com eventual exacerba¢do do quadro clinico
inicial, e a necrose tardia. O uso de glicocorticéides durante a irradiagdo &
imprescindivel pelo seu efeito regulador sobre a remielinizagdo, edema intersticial, e
equilibrio na regulacdo da barreira hemato-encefédlica (ARAUJO, 1982, p. 145-176;
SALCMAN 1999, p. 196-212). | |

A mudanga tética introduzida pela radioterapia conformacional, que restringe a
radiagdo até margens peri-lesionais pré-determinadas, ao contrario de radiagao cerebral
total, inicialmente empregada, mostrou melhora na qualidade de vida (LEIBEL, 1990,
p. 1159-172).

O emprego de tomografia por emissdo pésitrons (PET) pode sefvir para melhor
programacdo de célculo e volume do alvo a ser irradiado, com provavel superioridade
em rela¢do as informagdes fornecidas pela RM (TRALINS et al., 2002, p. 1667-1673).

Entre os fatores progndsticos evolutivos relacionados com a radioterapia, o
tamanho do tumor nos controles de imagem parece ter importdncia. Pacientes que
tiveram sua lesdo aumentada no curso da radioterapia tiveram pior progndstico, sendo
também menos responsivos a quimioterapia (SALCMAN, 1999, p. 196-212).

- A participagdo preponderante da radioterapia pés-operatéria foi bem definida
pelo estudo cooperativo multicéntrico do “Brain Tumor Study Group”. Os pacientes
submetidos apenas a cirurgia sobreviveram em média 17 semanas, ao contrario das 37
semanas dos que foram submetidos a ambos os métodos de tratamento (WALKER et
al., 1978, P. 333-343).

O emprego recente da radiocirurgia como refor¢o a radiacdo convencional, ou
na recorréncia, vem sendo preconizado, com resultados favoraveis e possibilidades de
aumento na sobrevida (ALEXANDRE; LOEFFLER, 1998, p. 43-52; SHRIEVE et al.,
1999, p. 72-77; NWOKEDI et al., 2002, p. 41-46).
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A braquiterapia intersticial pode também ser empregada como reforco a
radiacio externa ou na recidiva, com doses suplementares localizadas de 50 a 75 Gy,
com relativa preser\}agﬁo do cérebro adjacente. No entanto apenas cerca de 30% dos
pacientes sdo candidatos a seu uso, por limitagdes topogréaficas do tumor, com o
inconveniente de que alguns pacientes necessitam de nova cirurgia para remogdo do
material necrético produzido (SHRIEVE et al., 1995, p. 275-282; McDERMOTT;
SNEED; GUTIN, 1998, p. 79-87; CORREA, 2002, p. 8-40).

Maior efetividade da radioterapia poderd advir através do emprego de
compostos quimicos € moléculas que efetivamente aumentem a sensibilidade a
radiacdo, associados a mecanismos neuroprotetores (GUTIN; POSNER, 2000, p. 1-8).

O emprego simultineo da terapia génica, quando aprimorada, incrementando a
apoptose € determinahdo menor resisténcia a radiacdo, potencializaria a acgdo
citotéxica da mesma (HOROWITZ, 1999, p. 500-509).

Estudos em laboratério realizados em células humanas de glioblastoma
mostraram que a radiagdo, além de promover a apoptose, influi no mecanismo
CDKd4/ciclinas do ciclo celular, através do aumento na expressdo dos genes inibidores
p21 e p27. A transitoriedade deste efeito poderia, no entanto, ser prolongada, com a
adicdo através de vetores génicos dos fatores supressores p21 e p27 a populagdo
irradiada (YAO et al., 2003, p. 378-384).

Uma associagdo entre resisténcia a radioterapia e a hiperexpressao de EGFR no
glioblastoma tém sido sugerida (BARKER et al, 2001, p. 410-418; CHAKRWARTI et
al., 2002, p. 4307-4315).

Assim, agentes neutralizadores especificos desse oncogene poderiam contribuir
para a eficicia da radiacdo (ELLER et al., 2002, p. 1005-1013).

O desenvolvimento do uso de compostos a base de boro se encontra em fase I e
II de ensatos clinicos. Quando o boro € irradiado com neutrons, o neutron € capturado
e particulas alfa sdo liberadas, as quais seletivamente, atingem apenas as células
tumorais previamente ocupadas em seus receptores especificos pelo boro, aumentando
assim a efetividade da técnica (CHANANA et al., 1999, p. 1182-1192; NICHOLS et
al., 2002, p. 2351-2358).
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2.4.9.3 Quimioterapia

Apesar do sﬁcesso alcancado com o emprego da quimioterapia em doengas
hematoldgicas, as mesmas expectativas em relacdo a tumores gliais permanecem
frustrantes (DE ANGELIS et al., 1998, p. 691-695).

Em cerca de trinta anos, vdrios estudos randomizados de quimioterapia como
tratamento adjuvante, a maioria baseada no emprego das nitrosuréias, foram
realizados, com resultados conflitantes e inconclusivos na maioria (GLIOMA META-
ANALYSIS TRIALISTIS GROUP, 2002, p. 1011-1018).

De todos os agentes disponiveis, a carmustina (BCNU), do grupo das
nitrosuréias, € ainda o quimioterdpico mais eficaz e mais largamente empregado,
apesar de modestos acréscimos de algumas semanas a sobrevida (WALKER et al.,
1978, p. 333-343; SALCMAN, 1999, p. 196-212).

Segundo critérios clinicos, a carmustina e a lomustina (nitrosuréias), que sao
agentes alquilantes lipossoliveis, induzem uma resposta favoravel em cerca de 30%
dos casos tratados (BRANDES et al., 2002, p. 1759-1763).

O BCNU agiria por citotoxicidade, determinando altera¢Ges na relagio citosina-
guanina no nucleo celular, provocando morte celular ao interferir no processo de
duplicacdo do DNA (BRANDES et al., 2002, p. 1759-1763).

A maior eficécia do BCNU ¢ demonstravel em pacientes jovens e naqueles em
que a resposta radioterdpica € melhor, e suas maiores limitacdes de uso envolvem
mielotoxicidade, lesdo pulmon‘ar e renal, além da formacdo de tumores secundarios
(SALCMAN, 1993, p. 379-390; SALCMAN, 1999, p. 196-212).

Ensaios de fase II mostram tentativas de associagdo de outras drogas ao regime
convencional, buscando melhor resposta. Assim, a adi¢do de talidomida, como agente
anti-angiogénico, tem sido testada, com resultados limitados (FINE et al., 2002, p.
708-715).

A resisténcia que habitualmente se desenvolve ao uso seqiiencial de BCNU foi
confrontada com o uso de procarbazina, outro agente alquilante, que ao ser

administrada previamente, bloquearia a resisténcia a carmustina, contida nos
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mecanismos de reparo do DNA. As respostas clinicas, embora favordveis, ndo se
revelaram significativas (BRANDES et al., 2002, p. 1759-1763).

A quimioterapia isolada, de acordo com os estudos randomizados do “Brain
Tumor Study Group”, produziu uma sobrevida de 15% no primeiro ano, ao contrario
de 34,6% da radioterapia. O uso de ambas apés a ressecg@o cirtirgica pode elevar até
50% a sobrevida de um ano (WALKER; GREEN; BYAR, 1980, p. 1323-1339).

Um estudo de meta andlise que envolveu 12 grupos num total de 3004 pacientes
randomizados, comparando radioterapia com radiagdo e quimioterapia, demonstrou
beneficios modestos no grupo com tratamento conjunto, ao evidenciar um acréscimo
de 6% de sobrevida no primeiro ano, e um incremento de dois meses no tempo de
sobrevida média. Ainda, o mesmo estudo ndo demonstrou superioridade dos grupos
tratados com uma ou varias drogas, embora suas conclusdes encorajem a pesquisa em
torno do desenvolvimento de novas drogas (GLIOMA META-ANALYSIS
TRIALISTIS GROUP, 2002, p. 1011-1018).

A temozolamida, inicialmente usada em astrocitomas anapldsicos e mais
recentemente em glioblastomas, t€m seu uso facilitado pela possibilidade de
administragdo oral e pela baixa toxicidade, aguardando os resultados de estudos mais
conclusivos em diversas situagdes de recidiva (YUNG et al., 1999, p. 2762-2771;
MACDONALD, 2001, p. 3-12).

Nestas, combinagdes terapéuticas aguardam prosseguimento em diversas fases,
envolvendo uso de temozolamida antes de radioterapia (GILBERT et al., 2002, p. 261-
267), em recidiva apds falha de combinagéo de nitrosuréia e procarbazina (BRANDES
et al., 2002, p. 1759-1763; BRANDES et al., 2002, p. 38-41), em associagdo com
Marismastat, agente inibidor das metaloproteinases (GROVES et al., 2002, p. 1383-
1388), em uso concomitante de radioterapia e temozolamida seguida apenas da mesma
droga (STUPP et al., 2002, p. 1375-1382), em combinag@o com o implante local de
pastilhas de carmustina (GURUKANGAN et al., 2001, p. 246-250). A maioria dos
estudos se encontra em fase II e aguarda prosseguimento para melhores conclusdes.

A preconizagdo do implante no leito cirtrgico do tumor, apds a ressecgao, de

pastilhas de carmustina, encontra resisténcia pelo elevado custo, resultados nio
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encorajadores a médio prazo, com acréscimos modestos de sobrevida, e maior indice
de complicagdes de_ ferida (VALTONEN et al., 1997, p. 44-48; SUBACH et al., 1999,
p. 17-22).

A existéncia de sub-tipos de glioblastomas, com suas varidveis genéticas e
etdrias, provavelmente explicaria em parte a quimioresisténcia em pacientes mais
idosos (IWADATE et al., 1996, p. 236-240).

O aprofundamento na pesquisa de oncogenes e genes supressores, que
participariam dos mecanismos de proliferagdo celular e que condicionariam maior
resisténcia as drogas e radiagdo, € promissor (DORIGO et al., 1998, p. 535-540;
MAYO et al., 2002, p. 5484-5489). |

Dessa forma, foi determinado que pacientes portadores de oligodendrogliomas
anapldsicos, com perda dos bracos cromossomicos 1p/19q, apresentam melhor
resposta a quimioterapia ¢ maior sobrevida (CAIRNCROSS et al. 1998, p. 1473-
1479).

A eventual presenga da hiperexpressao do EGFR tem sido relacionada a
resisténcia ao emprego de cisplatina e de BCNU (NAGANE et al., 2001, p. 472-479;
CHAKRWARTI et al., 2002, p. 4307-4315).

Mutagdes do gene p53 tém sido também associadas a diminui¢do de
sensibilidade a resposta quimioterdpica das células de glioblastoma (MAYO et al.,
2002, p. 5484-5489).

Métodos de neutralizagdo da hiperexpressdo do EGFR com emprego de agentes
especificos (ELLER et al., 2002, p. 1005-1013), ou de retificagdo funcional do gene
p53, com restauracao de sua funcdo protetora, através da terapia génica, poderdo servir
no futuro, de mecanismos auxiliares na implanta¢do de regimes quimioterdpicos mais
efetivos (GOMEZ-MANZANO et al., 1996, p. 694-699; DORIGO et al., 1998, p. 535-
540; IKEDA et al., 2001, p. 35-43; MAYO et al., 2002, p. 5484-5489).
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2.4.9.4 Alternativas terapéuticas

A hipertermia alcanca niveis de aplicacdo clinica em alguns servigos, agindo
sobre tecidos mal oxigenados e em células fora do ciclo proliferativo (SNEED et al.,
1991, p. 206-215).

De acordo com esse principio, ela complerhentaria a terapia por radiacdo,
principalmente a braquiterapia, quando as antenas de microondas, que podem gerar
temperaturas de até 45°C, s@o veiculadas ao tumor pelos mesmos catéteres usados para
a implantagio dos radioisétopos. A associac¢@o de hipertermia e radiag@o seria, dessa
forma, superior em resultados a associagdo com quimioterapia (SALCMAN ; EBERT,
1991, p. 526-531; SNEED et al., 1991, p. 206-215).

Grande volume de pesquisa vem. sendo acumulado em relacfo a alternativas
terapéuticas futuras do GBM, principalmente calcadas nas informagdes mais recentes
advindas de imunologia e genética molecular (PIEPMEIER, 2001, p. 3-9).

Estd bem estabelecido que os gliomas malignos resistem:-a uma resposta
imunolégica do hospedeiro, por mecanismos de protecdo impostos pela barreira
hemato-encefélica e pela producgdo de proteinas que suprimem a imunidade sistémica
(CROTEAU et al., 2001, p. 60-81; PIEPMEIER, 2001, p. 3-9).

Entre as estratégias imunoterapéuticas promissoras estaria a sensibilizagao de
citocinas, linfécitos, ou células nervosas a exposi¢do antigénica de preparados de
células gliomatosas: o produto assim determinado atacaria os tumores em modelos
experimentais, reduzindo a massa--e desenvolvendo meméria imunoldgica no
hospedeiro (ARCHER et al., 1999, p. 2646-2652; SALCMAN, 1999, p. 196-212;
PIEPMEIER, 2001, p. 3-9).

Efeito inibidor significativo sobre o tumor tém sido obtido ‘in vitro "com o
emprego de interleucinas (IL-12, IL-18), que estimulariam macréfagos a produzirem
interferons e 6xido nitrico, com ag¢do anti-glioma importante, a ser testada"in vivo”

(KITO et al., 2003, p. 385-392).
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Também a interleucina-1, encontrada em niveis elevados de expressdo em
células gliais, parece exercer impacto inibidor sobre o crescimento tumoral e estaria
associada a melhor Sobrevida no GBM (CUNY et al., 2003, p. 299-301).

O melhor conhecimento dos mecanismos de proliferacdo e inibi¢do celular,
migracdo de células tumorais, angiogénese e modulagdo, podem trazer possibilidades
de aberturas de novas frentes terap€uticas, como 0 desenvolvimento de agentes
especificos para cada fase (CROTEAU et al., 2001, p. 60-81).

Esses agentes poderiam estar representados por anticorpos monoclonais. Nessa
linha, ELLER et al. (2002, p. 1005-1013), demonstraram, em laboratério, a efetividade
do anticorpo monoclonal C225 em bloquear o EGFR expresso em cé€lulas de GBM
implantadas em modelos animais, a0 promover apoptose, diminuir a proliferaco
celular e a expressao do fator angiogénico VGFR.

KUNKEL et al. (2001, p. 6624-6628) através de metodologia semelhante com o
emprego do anticorpo monoclonal DC101, contra o VGFR-2, conseguiram inibir a
angiogénese e crescimento tumoral.

Outros agentes inibidores do EGFR, como o OSI-774 (Tarceva; Genentech), e o
Tyrphostin AG1478, inibidor da tirosina-quinase, além de atuarem sbbre o ciclo
celular, agiriam também contra componentes da matriz extracelular, inibindo a invasao
‘tumoral (LAL et al., 2002, p. 3335-3339).

Outra forma de bloqueio aos receptores oncogénicos tem sido testada através do
emprego dos inibidores da PTKs, envolvidas na transducdo de sinais indutores da
~ mitogénese, da membrana celular para o niicleo, que constituiriam o ponto de partida
para o desencadeamento dos processos fosforilativos bédsicos da proliferacdo celular,
via proteina Ras, ou CDK4/ciclinas (CROTEAU et al., 2001, p. 60-81).

Um dos exemplos de aplicagdo pratica desse principio € o emprego do STIS71
(Gleevec, Novartis), inibidor das PTKs usado no tratamento da leucemia mieldide
crbnica e atualmente empregado em ensaios clinicos para glioblastoma (KAPOOR,;

O'ROURKE; 2003, p. 1425-1435).
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Relatos recentes t€ém demonstrado a influéncia do EGFR em combinagdo com
PKCs (proteinas quinases C), como integrantes das vias regulatérias do ciclo celular,
na génese do glioma experimental.

Agentes inibidores das PKCs, como as estauporinas, GF-109203X e calfostin
vém sendo testados em modelos de glioma em laboratério, relacionados com
oncogénese induzida por EGFR (KAPOOR; O'ROURKE; 2003, p. 1425-1435).

O EGFR, um dos desencadeadores dos mecanismos acima, também influiria na
resisténcia a radiagdo e quimioterapia (BARKER et al, 2001, p. 410-418;
CHAKRAWARTI et al., 2002, p. 4307-4312).

O emprego, em laboratério, contra células gliomatosas humanas, do agente
AG/479, anti-EGFR, inibiria também a agdo das PTKs, quebrando a resisténcia ao
tratamento adjuvante (NAGANE et al., 2001, p.472-479; CHAKRAWARTI et al.,
2002, p. 4307-4312).

Agentes anti invasivos, que agiriam sobre elementos da matriz extracelular, tém
sido empregados, tanto experimental quanto clinicamente, como o SI-27 (YOSHIDA
etal., 2003, p. 187-197).

O Marismastat, agente anti-metaloproteinases, tém sido testado em fases I/II de
ensaios clinicos, de forma isolada ou em combinacdo com outros agentes
quimioterdpicos (CHOE et al., 2002, p. 2894-2901; GROVES et al., 2002, p. 1383-
1388).

A angiogénese do GBM obedece a fatores etiolégicos multifatoriais, que
envolvem receptores tipo EGFR, VGFR, PDGFR, proteases e integrinas. Anticorpos
monoclonais, moléculas inibidoras especificas dos receptores, quimioterdpicos
antiangiogénicos e antiproteases vém sendo testados como elementos terapéuticos
promissores, em laboratério e clinicamente (KUNKEL et al., 2001, p. 6624-6628;
FINE et al., 2002, p. 708-715; GROVES et al., 2002, p. 1383-1388; LAL et al., 2002,
p- 3335-3339; LOKKER et al., 2002, p. 3729-3735).

A integrina alfa VB3 tem alto nivel de expressdo em gliomas malignos e
participaria de mecanismos relacionados com invasibilidade e angiogénese. O

emprego do seu inibidor sintético especifico, IS201, em modelos animais, mostrou



43

acentuada reducdo da angiogénese, diminuic¢ao da proliferacio celular e incremento da
apoptose, devendo em breve pelo seu potencial terapéutico adentrar ensaios de fase I
(BELLO et al., 2003, p.177-185).

A identifica¢do progressiva, através da biologia molecular, dos mecanismos
estruturais e genéticos que envolvam oncogenes e genes supressores que influem na
origem dos tumores, tem possibilitado o emprego de técnicas que envolvem
transferéncia especifica de material genético para células anormais, objetivando uma
resposta terap€utica, cujo processo, na forma de apoptose, citdlise ou citotoxicidade
representaria a base da terapia génica (BRADY et al., 1992, p. 225-230; WANG et al.,
2001, p. 173-180).

Uma das técnicas mais empregadas para a transferéncia de material para a
célula tumoral € a que utiliza, como veiculo, virus replicado, como o retrovirus, que
seria produzido, como exemplo, a partir de fibroblastos de ratos e denominados de
VPCs (“virus producing cells”). Outros veiculos utilizados seriam na forma de
adenovirus, lipossomos, ou plasmideos (QURESHI et al, 2000, p. 663-669;
PIEPMEIER, 2001, p. 3-9). |

Outro dos modelos mais utilizados € a transferéncia de agentes controladores da
apoptose ou reguladores do ciclo celular. Assim, WANG et al (2001, p. 173-180)
demonstraram significativa redug@o no crescimento de celular de GBM, “in vitro” e
“in vivo”, apés a transferéncia dos genes supressores pl6, p21 e p53, com o emprego
de retrovirus como veiculo.

Linhas de GBM, em laboratério, com deficiéncia de p53, podem ter a agéo
supressora do mesmo restaurada pela transferéncia do gene, também com o emprego
de adenovirus ou plasmideos como agente veiculantes. Com essa metodologia €
possivel, experimentalmente, induzir parada de crescimento tumoral e aumentar a
sensibilidade das células a ac@o ionizante e quimioterdpica (GOMEZ-MANZANO;
KUEYO; KYRITSIS, 1996, p. 694-699; DORIGO et al.,, 1998, p. 535-540;
HOROWITZ, 1999, p. 500-509; IKEDA et al., 2001, p. 35-43).
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A transdu¢do de PTEN por retrovirus para linhas de GBM desprovidas do
mesmo, em laboratério, aumenta a atividade supressora de p53, além de sensibilizar as
células a acdo de agentes quimioterdpicos (MAYO et al., 2002, p.5484-5489).

Outra estratégia usada em terapia génica envolve o emprego de combinacao de
genes ativadores de drogas, seguido da administracdo de uma “pré-droga”, que seria
convertida em uma droga citotéxica. Uma das combina¢des mais freqiientemente
usadas, seguindo esse modelo, utiliza a transferéncia do gene TK/HSV (“tymidine
kinase-herpes simplex virus”) para as células tumorais, por retrovirus, com a
administracdo subsequente de ganciclovir, que exerceria sua ‘agﬁo citotéxica sobre as
células assim sensibilizadas (QURESHI et al., 2000,.p. 663-669).

A enzima TK ativaria o ganciclovir, convertendo-o para seu metabdlico
citotéxico (fosfato de ganciclovir), o qual, incorporado a0 DNA das células tumorais,
danifica-o, levando a apoptose celular (QURESHI et al., 2000, p. 663-669; CHIOKA,
2003, p. 364-373). ‘

Esse método tem sido empregado em ensaios de fase I e II, através de injecdo
estereotdxica direta, instilacdo através de reservatério de Ommaya ou instilagao
manual direta durante a craniotomia (CHIOKA, 2003, p. 364-373). Um relato de
aparente cura do glioblastoma, seguindo essa metodologia foi descrito na literatura
(VALERY et al., 2002,p. 1109-1112). |

O emprego experimental simultaneo de dois agentes supressores (p53 e p16) foi
estudado por KIM et al. (2002, p. 143-150), que demonstraram efeito inibitério
somado de ambos os genes sobre o tumor.

Agentes genéticos ou celulares podem ser injetados diretamente no parénquima
cerebral, por craniotomia ou estereotaxia, no liquor ou na corrente sangiiinea (AMAR;
ZLLOKOVIC; APUZZO, 2003, p. 402-412).

Esforgos terapéuticos vém sendo-desenvolvidos, com base nos conhecimentos
adquiridos sobre as vias de sinalizacdo onde ocorrem os desarranjos moleculares
envolvidos na génese dos gliomas. |

Assim, o conceito de terapia local, com o emprego de cateteres implantados na

periferia ou centro do tumor, que venham a servir de veiculos transportadores de
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moléculas reparadoras do ciclo celular (nanocirurgia), parece promissor a longo prazo,
exigindo por isso esfor¢os no sentido de melhor compreensdo dos fendmenos
moleculares bem como o aprimoramento das técnicas de abordagem local (DUNN;
BLACK, 2003, p. 1411-1424).

A transferéncia de elementos génicos diretamente para o cérebro ainda
encontra, para maior efetividade, dificuldades a serem transpostas, como a forma ideal
de veiculag@o, vetores mais apropriados, transposi¢ao de barreira hemato-encefalica,
além da transferéncia de cargas genéticas efetivamente tumoricidas, com poder de
difus@o e retengdo da capacidade funcional (ZLOKOVIC; APUZZO, 1997, p. 789-
803; PIEPMEIER, 2001, p. 3-9; AMAR; ZLOKOVIC; APUZZO, 2003, p. 402-412).

A introducio de métodos estereotdxicos para facilitar a transferéncia de carga
de maior concentragéo de vetores vém sendo empregada em estudos de fase I
(QURESHI et al., 2000, p. 663-669).

O conceito do emprego de inje¢édo intraarterial do material genético vem sendo
desenvolvido, o que traria vantagens de distribuicdo mais efetiva, utilizacdo de
maiores cargas vetoriaié e a possibilidade de administracdes repetidas. A terapia
génica, quando devidamente aperfeicoada representaria uma mudanca fundamental
nos conceitos de tratamento neurocirdrgico, que passaria de ablativo para restaurador,
ao serem introduzidos no cérebro agentes para reparar lesdes e restabelecer func¢des
(GUTIN; POSNER, 2000, p. 1-8; AMAR; ZLOKOVIC; APUZZO, 2003, p. 402-412;
DUNN; BLACK, 2003, p. 1411-1424).

2.4.9.5 Recorréncia e reoperacio

O aspecto infiltrativo do glioblastoma torna sua resseccdo completa
praticamente impossivel na maioria das vezes (KELLY; DAUMAS-DUPORT;
SCHEITHAUER, 1987, p. 450-459; SALCMAN, 1993, p. 379-390; SILBERGELD;
CHICOINE, 1997, p. 525-531).

A recidiva tumoral acontece geralmente dentro de uma 4rea de dois centimetros

do local original do tumor (figura 8), sendo que em até 10% dos pacientes as células
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poderdo estar a mais de 4 cm. do sitio inicial, inviabilizando ressec¢des cirtrgicas mais

amplas (CHANDLER, et al., 1993, p. 716-720; GUTIN; POSNER, 2000, p. 1-8).

FIGURA. 8 — ASPECTOS INICIAIS E RECIDIVA DO GLIOBLASTOMA
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FONTE: Dados do autor.

NOTA: Imagens de ressonancia magnética, EM t1, em cortes sagitais (esquerda) e axiais
(direita). Nas imagens superiores observa-se lesdo tumoral parietal direita, com bordos
irregulares, captagao de contraste paramagnético em padrao anelar tipico de glioblastoma.
Nas imagens intermediarias obtidas apés tratamento com cirurgia, radioterapia e
guimioterapia nota-se regressao total da lesao. Nas imagens inferiores realizadas 1 ano
ap6s o tratamento inicial, nota-se recorréncia da lesao localizada nas proximidades do sitio
original.
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Em casos selecionados, a reoperagdo pode trazer sobrevida adicional, que pode
atingir até uma média de 37 semanas (DIRKS et al., 1993, p. 271-275; SALCMAN et
al, 1994, p. 213-219).

Os casos reoperados existentes no banco de dados comum a este projeto
apresentaram uma sobrevida média adicional de 14 semanas (HANEL, 2002, p. 69).

A reoperacio deve ser sempre seguida de nova ofensiva terapéutica adjuvante,
na forma de terapia por radiacdo ou quimioterapia, considerando as limitacdes da
cirurgia em relacdo a extensdo da lesdo (BURGER; GREEN, 1987, p. 1617-1625;
CHANDLER et al., 1993, p. 716-720; LACROIX et al., 2001, p. 190-198; HANEL,
2002, p.69).

Os pacientes com idade ao redor de 40 anos, com bom indice na escala de
Karnofski, que apresentam um estudo de imagem favoravel, constituem os melhores
candidatos a reopera¢do (WATANABE et al., 1996, p. 217-224; NEWCOMB et al.,
1998, p. 655-667; KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51; BREDEL et al, 2002, p.
1343-1347;, BURTON et al., 2002, p. 180-187).

2.4.10 Sobrevida e Qualidade de vida

A sobrevida média dos portadores de glioblastoma permanece ao redor de 1 ano
ap0Os o diagnéstico, com apenas 2% a 5% dos pacientes tendo uma sobrevida ao redor
de 3 anos (SALCMAN, 1980, p. 435-439; SCOTT et al., 1999, p. 183-188; BURTON
et al., 2002, p. 180-187).

Entre os fatores progndsticos mais intimamente relacionados com maior
sobrevida estdo a idade, desempenho na escala de Karnofski, extensido da resseccéo,
histopatologia e radioterapia (BURGER; GREEN, 1987, p. 1617-1625; CHANDLER
et al., 1993, p. 716-720; LACROIX et al, 2001, p. 190-198; HANEL, 2002, p.72).

Diferencas genéticas na populacdo celular, com a amplifica¢ao/hiperexpressao
dos oncogenes € mutacdo nos genes supressores poderiam influir nas diferengas de

sobrevida (WATANABE et al., 1996, p. 217-224, NEWCOMB et al., 1998, p. 655-
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667; KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51; BREDEL et al., 2002, p. 1343-1347;
BURTON et al., 2002, p. 180-187).

O aprimoramento nas técnicas de cirurgia, radioterapia e o uso racional de
quimioterapia t€m contribuido para a obteng@o de melhor qualidade de sobrevida, com
maior numero de pacientes permanecendo em condi¢des de vida independente e com
menor prejuizo de suas fungdes cognitivas (HOCHBERG et al., 1979, p. 1016-1018;
ARCHIBALD et al., 1994, p. 247-253; HANEL, 2002, p. 63-72).
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3 PACIENTES E METODOS
3.1 POPULACAO E SELECAOQ

Foram analisados retrospectivamente 45 pacientes portadores de glioblastoma,
extraidos de uma populagdo de 102 pacientes, operados entre janeiro de 1991 a julho
de 2002, tornada homogénea por pertencerem a uma unica instituicdo (Hospital Nossa
Senhora das Gracas), que faz parte do “Banco de Patologia Tumoral do Sistema
Nervoso Central da Cidade de Curitiba”

A maioria dos pacientes dessa amostra ja serviu de substrato de pesquisa da
importincia de fatores clinicos e histolégicos no prognéstico do glioblastoma, cujas
conclusdes culminaram em Dissertacio (Mestrado), dentro do Programa de Pds
Graduagao em Clinica Cirdrgica, Setor de Ciéncias da Saide da Universidade Federal
do Parand (HANEL, 2002, p. 1-101).

O estudo retrospectivo foi realizado apés a metodologia ser aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa Médica do Hospital Nossa Senhora das Gracgas (Anexo
1), com prévia anuéncia dos pacientes ou familiares, formalizada pela assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).

A coleta de dados clinicos foi realizada de acordo com a revisdo normatizada
dos prontudrios (Anexo 3).

Os critérios de inclusdo no presente estudo compreenderam idade igual ou
superior a 21 anos, seguimento clinico e por imagem de no minimo 18 meses e/ou
ébito, além de revisdo do material histolégico por dois observadores independentes
que confirmaram o diagndstico de glioblastoma de acordo com os critérios da OMS.

Todos os pacientes foram submetidos a tratamento cirtirgico, que variou de
bidpsia, resseccdo parcial (até 90% da massa), até resseccdo macroscopica total,
seguida de radioterapia e eventualmente quimioterapia. |

Os critérios de exclusdo envolveram pacientes menores de 21 anos, aqueles cujo

6bito ndo ocorreu por causa neurolégica e os de diagndstico histoldgico duvidoso.
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Para efeito de metodologia estatistica e andlise dos resultados, a populacdo de
pacientes foi separada em dois grupos. O primeiro foi constituido por pacientes éuja
histéria clinica, do inicio dos sintomas ao diagnéstico, foi igual ou inferior a 3 meses
(grupo I ou primdrio).

O segundo grupo foi formado por pacientes cuja histéria clinica teve duragdo
superior a 3 meses (grupo II ou secundério).

Essa divisdo seguiu critérios clinicos descritos na literatura, com base em dados
de cinética celular, visando identificar sub-grupos relacionados eventualmente com
diferentes comportamentos biolégicos (WATANABE et al.,, 1996, p. 217-224;
KLEIHUES; OHGAKI, 1999,p. 44-51; SALCMAN,1999, p.25-35; KLEIHUES et al.,
2000, p. 29-40; LAERUM et al., 2001, p. 1-8; BURTON et al., 2002, p. 180-187).

Apds processamento histolégico, os casos estudados foram submetidos a analise
imunohistoquimica para identificacio das proteinas EGFR, p53 e Ki-67, conforme a
metodologia descrita na seqiiéncia, seguida da correlacdo com a varidvel sobrevida e

tendo idade como co-varidvel para cada sub-grupo de glioblastoma.
3.1.1 Analise Descritiva

A analise descritiva dos dados referentes a populagdo estudada estd expressa

nas tabelas abaixo.
3.1.1.1 Idade

As informacdes relativas a idade da populagdo estudada estdo contidas na
tabela 5.
TABELA 5 - DADOS REFERENTES A IDADE DA POPULACAO ESTUDADA

Variavel Grupo nimero Min-max Mediana Média+DP
dade Primério 35 34-76 59,00 58,57+10,18
(anos) Secundario 10 21-60 39,50 39,10+10,93

Total 45 21-76 56,00 54,24+13,09

FONTE: Dados do Autor
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3.1.1.2 Sexo

As informacgOes relativas ao sexo da populacdo estudada estdo contidas na

tabela 6.

TABELA 6 - DADOS REFERENTES AO SEXO DA POPULACAO ESTUDADA

Grupo Sexo Freqiiéncia %
Primario (n=35) Masculino 22 62,86
Feminino 13 37,14
Secundario (n=10) Masculino 6 60,00
Feminino 4 40,00
Total (n=45) Masculino , 28 62,22
Feminino 17 37,78

FONTE: Dados do Autor

3.1.1.3 Varidveis na populacio geral

As varidveis e médias da populagdo total, que serviram de base para o estudo

estdao contidas na tabela 7.

TABELA 7 - MEDIAS DAS VARIAVEIS NA POPULAGAO GERAL

Varidvel Média + DP
(n=45)
EGFR% 29,35 +29,29
Ki 67% 31,73 + 28,97
P53% 20,42 + 25,85
Sobrevida' 13,58 + 10,58
Idade®® 54,24 + 13,09

FONTE: Dados do Autor
NOTA: " Sobrevida em meses

@ jdade em anos



52

3.1.1.4 Intervalo entre inicio de sintomas e diagndstico (ISD)

O ISD, em meses, que serviu de base para caracterizacdo dos grupos primario e

secundério estd representado na tabela 8.

TABELA 8 - DADOS REFERENTES AO INTERVALO ENTRE INICIO DOS
SINTOMAS E DIAGNOSTICO (ISD) NA POPULACAO ESTUDADA

» ) Min-max Mediana Média+DP
Variavel Grupo Numero
(meses) (meses) (meses)
Primério 35 0,3-3 2,00 1,58+0,94
ISD Secundario 10 4,5-22 6,00 7,65£5,15
Todos 45 0,30-22 2,00 2,93+3,55

3.2 HISTOLOGIA
3.2.1 Processamento Histolégico

O material recebido no Servigo de Anatomia Patolégica, previamente fixado em
formol a 10% por um periodo de 24-48 horas, foi estudado macroscopicamente,
avaliando-se peso, medidas e forma do espécime; cortado por navalha metélica
descartavel em fatias de aproximadamente 0,3cm; colocado em cédpsulas metélicas,
adequadamente identificados para o seguimento do material.

As cépsulas foram adequadamente condicionadas em Autotecnico (AO-
American Optical- T/P8000), que realizou os processos de: desidratagdo, através de
banhos em alcool etilico de concentragdes crescentes, iniciando em 70% e terminando
com 4lcool absoluto; clareamento, onde a peca € incluida em xilol, que € uma
substincia miscivel com a parafina e impregnac@o pela parafina fundida. O material
foi entdo incluido na parafina, cortado em micrétomo (AO-American Optical 820) em
cortes de 4-6um, sendo colocados em uma ldmina de vidro, tratados com albumina,
corados em hematoxilina-eosina e montados com balsamo e laminula (BANCROFT;

STEVENS, 1997; SPENCER, 1982).
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3.2.2 Avaliagdo Histolégica

Todos os casos foram revisados, utilizando-se os cortes corados em
hematoxilina e eosina, para reavaliacio dos diagndsticos e avaliacdo das 4reas de
necrose, proliferacio vascular e atipias celulares.

As amostras tissulares foram reavaliadas por 2 observadores independentes, que
culminaram com a confirmagdo do diagndstico histolégico, de acordo com os critérios

da OMS.
3.3 IMUNOHISTOQUIMICA
3.3.1 Procedimento Imunohistoquimico

Todas as reagdes foram realizadas na Unidade de Imunohistoquimica do
Hospital de Clinicas da UFPR. O método imunoenzimatico utilizado foi o da
estreptavidina-biotina-peroxidase.

O Procedimento imunohistoquimico consta das seguintes fases:

a) preparagdo dos cortes histolégicos (desparafinizacdo e hidratagdo):
colocam-se as laminas com cortes de parafiné na estufa de 37°C, pelo
periodo noturno (ovemight) para que a parafina derreta; banha-se em xilol
por 10 minutos; hidratam-se as sec¢des de parafina com banhos
consecutivos em solu¢des com concentracdes decrescentes de dlcool, a
partir de dlcool absoluto, até 90%, permanecendo um minuto em cada;

b) recuperacdo antig€nica: as amostras fixadas em formalina, especialmente
quando ndo foi possivel o controle de pH ou do tempo de fixacao, requerem
recuperagdo antigénica para a grande maioria dos epitopos pesquisados. O
método utilizado foi o da incubacdo em calor timido, onde as 1aminas s@o
incubadas em tampao citrato, em panela de pressdo, durante 4 minutos e

apOs resfriadas por 20 minutos;
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c) bloqueio da peroxidase enddgena, realizada com uma solugdo de peréxido
de hidrogénio a 6%, por 3 minutos, seguida de lavagem com 4gua corrente
e destilada;

d) reacao utilizando o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase: colocam-se
as laminas em solu¢do tamponada de citrato por 2 minutos, em temperatura
ambiente (esta fase pode demorar de 2 minutos a 18 horas, dependendo da

- necessidade). Aplica-se o sistema de bloqueio da biotina (DAKO),
incubando-se as laminas em solucio de avidina por 6 minutos, lavando-se e
incubando-se em soluc¢do de biotina por 6 minutos. Adiciona-se 0 anticorpo
primario € incuba-se por 30 minutos em cdmara Umida. Banha-se em
solugdo citrato. Adiciona-se a solucdo de unido que contem OS anticorpos
secunddrios. Lavam-se as laminas em solu¢do tamponada de citrato com
trés trocas de 3 a 5 minutos cada;

e) finalizagdo e montagem das ldminas: secam-se as laminas e coram-se com
hematoxilina, hidratam-se as 1dminas com banhos consecutivos em solucoes
com concentragoes decrescentes de édlcool, a partir de dlcool absoluto, até
90%, permanecendo um minuto em cada. Limpam-se as laminas com xilol

e aplica-se a laminula (WEISS; CHANG, 1997).
3.3.2 Critérios de Utilizacdo de Anticorpos

A populagdo celular nas fases G, S, G, e M do ciclo celular pode fornecer um
indice de atividade proliferativa do tumor. No presente estudo a atividade proliferativa
dos tumores foi determinada pela presenca e quantificacdo do antigeno Ki-67, contido
no nucleo celular, o qual foi identificado pelo uso do anticorpo MIB-1 (MIB-1,
DAKO, dilui¢gdo 1.500) (HOSHINO; WILSON, 1979, p. 21-25; SIMMONS et al.,
2001, p. 1122-1128).

O gene supressor pS53 participaria dos mecanismos de apoptose e inibiria a
proliferag@o celular tumoral ao atuar sobre o complexo CDK4/ciclina. Sua mutacéo,

alteraria a proteina p53, o que pode ser identificdvel por imunoreagdo, implicando em
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quebra de sua acado inibitéria. A proteina p53 foi, no presente estudo, identificada pelo
emprego do anticorpo monoclonal anti-pS3 (DAKO, 1:800) (JAROS et al., 1992, p.
373-385).

A hiperexpressdo do gene EGFR estaria relacionada aos eventos desreguladores
da proliferacdo celular e as alteragcdes iniciais relacionadas com a génese do
glioblastoma. A identificagdo da proteina desse oncogene foi feita pela utilizagao do
anticorpo monoclonal anti-EGFR (ZY-MED 1:40) (JAROS et al., 1992, p. 373-385;
WATANABE et al., 1996, p. 217-224).

Para todos os anticorpos foram utilizados controles positivos previamente
testados, constituidos por casos de carcinoma mamdrio para o Ki-67 e p53, onde a
positividade € nuclear. Carcinoma epiderméide, com positividade para membrana

citoplasmatica, foi o controle para o EGFR.
3.3.3 Avaliac¢do Imunohistoquimica

Foram selecionados cortes histolégicos para o estudo'imunohistoqufmico, a
partir das preparagdes coradas pela hematoxilina e eosina. Os cortes eram
representativos da neoplasia, sem artefatos técnicos. Cortes com extensas areas de
necrose foram descartados, por prejudicarem a avaliagdo imunohistoquimica.

O material selecionado foi estudado em um microscépio Olimpus BX50, com
lugar para 10 pessoas.

Dois observadores foram envolvidos, onde um determinou a classificagdo e o
outro observador realizou a avaliacdo final em casos duvidosos. Ambos os avaliadores
eram médicos patologistas e um deles neuropatologista.

Foi utilizada uma graticula (Graticules ltd, Tonbridge Kent, England), adaptada
a ocular do microscépio.

Todas as laminas foram examinadas em um aumento de 400x, reproduzindo,
em campos sem necrose € repletos de c€lulas tumorais justapostas, um total de 522

células fora das linhas de inser¢ao do campo microscépico.
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O critério de avaliagdo de positividade para os anticorpos Ki-67 e p53 foi a
imunoreatividade nuclear e para o anticorpo EGFR foi considerada a positividade da
membrana plasmética. Como descrito anteriormente, controles positivos previamente
testados foram utilizados para cada um dos imunomarcadores e as reagdes foram
avaliadas em adequadas condi¢des técnicas.

Em cada um dos casos foram contadas 2610 células, em areas representativas
da neoplasia e com aﬁséncia de 4reas de necrose. Na avaliagao global de cada caso as
regides adequadas foram selecionadas utilizando-se uma variag@o de 5 a 10 campos de
grande aumento, em movimentos seqiienciais do microscépio para o preenchimento de

2610 células, contando-se o total de imunorreativas.
3.4 ANALISE ESTATISTICA

O estudo foi retrospectivo, observacional, tipo coorte histdrico.

Todas as varidveis foram expressas em médias e desvios padrdes. Para a
comparac¢ao dos grupos ;ecundério e primdrio em relagdo a contagem de células em
Ki67, EGFR e p53, adotou-se a andlise de covaridncia (ANCOVA), considerando-se a
idade do paciente como co-varidvel. Para investigar a associagdo entre P53 e tempo de
sobrevida e EFGR e tempo de sobrevida, estimou-se o coeficiente de correlagdo
parcial, controlando-se a varidvel idade do paciente. Na comparacdo dos percentuais
de P53 e EGFR, considerou-se o teste t de Student para amostras pareadas. A relag@o
entre 0 EGFR e o tempo de sobrevida, quando analisados especificamente os grupos
com sobrevida maior que 8 meses e entre os pacientes com p53<12%, foi estudada
pelo coeficiente de correlagdo nido paramétrica de postos de Spearman. Em todos os
testes um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante (WOOLSON,

1987).
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4 RESULTADOS
4.1 RESULTADOS HISTOLOGICOS

Foram revisados um total de 45 casos. Alguns pacientes tiveram mais de uma
ressec¢do tumoral e nestes foi selecionado apenas o caso inicial contendo os critérios
diagndsticos e sem tratamento radioterapico.

Em todos os casos foram encontradas 4reas de necrose, geograficas ou focais,
envoltas por palicada de células neopldsicas. Foram evidentes vasos proliferados e
glomeruléides em todos os casos. A celularidade era bastante aumentada, com atipias
citolégicas, pleomorfismo e figuras de mitose. O tipo celular variou de caso para caso;
em alguns casos se evidenciavam células gemistociticas, em outros um padrdo de
células pequenas e em alguns casos predominavam as c€lulas gigantes com acentuado
pleomorfismo.

Todos os 45 casos revisados confirmaram o diagnéstico prévio de glioblastoma.
4.2 RESULTADOS IMUNOHISTOQUIMICOS

Os 45 casos submetidos ao estudo foram preparados pelo mesmo técnico e
avaliados da mesma forma pelos mesmos observadores.

Os controles foram devidamente positivos. Todos os anticorpos testados
resultaram em casos difusamente positivos, casos com reatividade focal e casos

totalmente negativos.

4.2.1 Anticorpo para o Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)

As reacOes tiveram positividade de membrana, apresentando apenas 2 casos
com discreta reacdo de fundo. A imunorreatividade foi de moderada a intensa nos
casos positivos ou totalmente negativa. Em 16 casos (35,5%) as reagdes foram

totalmente negativas. Em 29 (64,44 %) as reacoes foram positivas (Gréfico 1).
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GRAFICO 1 - EXPRESSAO DE EGFR NA POPULAGCAO ESTUDADA

9%

M difuso

36% 559 M negativa

Ofocal

FONTE: Dados do autor

Nos casos imunorreativos observou-se que 25 deles tiveram imunoreagao
difusa e que em 4 casos a positividade foi forte, porém focal. A positividade maxima
correspondeu a um caso em que das 2610 células estudadas 2255 foram positivas e a
menor positividade foi encontrada no caso onde apenas 47 células tiveram
imunoreagao. Para efeito estatistico os casos difusos e focais serdo considerados

igualmente positivos (Figura 9).
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FIGURA. 9 — IMUNOREATIVIDADE POSITIVA E NEGATIVA PARA O EGFR

I i ; e L b 4

FONTE: Dados do autor.

NOTA: A: Reagdo imunchistoquimica pela técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase para
o anticorpo EGFR (positividade de membrana celular). Caso difusamente positivo (400x). B:
Reagdo imunohistoquimica pela técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase para o
anticorpo EGFR. Caso negativo (200x).
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4.2.2 Anticorpo para o Marcador Proliferativo Ki67.

As reagoes tiveram positividade nuclear, com apenas 5 casos apresentando
discreta reacao de fundo. A imunorreatividade foi de moderada a intensa nos casos
positivos ou totalmente negativa. Apenas 3 casos (6,66%) foram totalmente negativos

e 42 (93,33%) foram positivos (Grafico 2).

GRAFICO 2 - EXPRESSAO DE Ki-67 NA POPULAGAO ESTUDADA
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33%

MEfocal

W difusa

O negativa

FONTE: Dados do autor

Entre os casos positivos, 15 deles demonstraram imunorreatividade difusa e 27
marcagdo focal. Para efeito estatistico, os casos difusos e focais serdo considerados

igualmente positivos (Figura 10).
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FIGURA. 10 — IMUNOREATIVIDADE POSITIVA E NEGATIVA PARA O Ki67

g A

B
FONTE: Dados do autor.
NOTA: A: Reagédo imunohistoquimica pela técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase para
o anticorpo Ki67 (positividade nuclear). Caso difusamente positivo (200x). B: Reagdo
imunohistoquimica pela técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase para o anticorpo Ki67.
Caso negativo (200x).
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4.2.3 Anticorpo para a Proteina Relacionada ao gene supressor tumoral p53

As reagoes tiveram positividade nuclear e apenas 2 casos apresentaram discreta
reacdo de fundo. A imunorreatividade foi forte nos casos positivos ou totalmente
negativa. Oito casos (17,7%) foram totalmente negativos e 37 (82,2%) foram positivos

(Grafico 3).

GRAFICO 3 - EXPRESSAO DE p53 NA POPULACAO ESTUDADA
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Efocal
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Onegativa

FONTE: Dados do autor

Entre os casos positivos, 9 deles demonstraram imunorreatividade difusa e 28
marcagao focal. Para efeito estatistico os casos difusos e focais serdao considerados

igualmente positivos (Figura 11).

4.3 RESULTADO DA DISTRIBUICAO GERAL DOS DADOS COMPUTADOS

Os resultados de todos os elementos numéricos descritivos que serviram de base

para o estudo estao contidos na tabela 9.



FIGURA. 11 — IMUNOREATIVIDADE POSITIVA E NEGATIVA PARA p53

FONTE: Dados do autor.

NOTA: A: Reacédo imunohistoquimica pela técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase
para o anticorpo p53 (positividade nuclear). Caso difusamente positivo (200x). B: Reagao
imunohistoquimica pela técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase para o anticorpo p53.
Caso negativo (200x).
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TABELA 9 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES DE ACORDO COM OS CRITERIOS

CLINICOS E IMUNOHISTOQUIMICOS ESTUDADOS.

CASOS IDADE SEXO ~ TOTAL EGFR  KI-67  p53 SOBREVIDA"™ GRUPO™ IsD"
CELULAS

1 39 M 2610 438 0 1232 16 S 7
2 46 F 2610 0 1740 1708 18 S 5
3 60 F 2610 1024 229 335 2 P 2
4 59 M 2610 80 164 253 9 P 0.3
5 67 M 2610 0 2103 294 2 P 0.3
6 71 F 2610 47 452 324 4 P 4
7 21 F 2610 0 283 1318 62 S 8
8 71 M 2610 0 387 274 13 P 1
9 67 F 2610 2255 943 329 2 P 3
10 60 M 2610 1124 2294 0 17 P 1

11 59 F 2610 1887 1840 342 10 P 2

12 61 F 2610 1034 1148 281 9 P 25
13 45 M 2610 0 134 1410 20 S 4.5
14 67 M 2610 874 2354 0 10 P 25
15 42 M 2610 784 792 254 18 P 1

16 48 F 2610 1728 0 330 23 P 1
17 43 M 2610 1894 458 326 13 P 25
18 50 M 2610 1598 164 284 15 P 1.5
19 56 M 2610 1754 157 264 12 P 3

20 55 M 2610 1698 1650 335 12 P 1

21 70 M 2610 1903 984 119 6 P 2

22 66 F 2610 894 141 348 15 P 3

23 58 M 2610 0 294 210 7 P 0.5
24 27 M 2610 0 744 2210 22 S 6

25 57 F 2610 1425 0 259 4 P 2

26 39 F 2610 0 152 315 19 P 2

27 53 M 2610 828 530 248 13 P 3

28 56 M 2610 0 470 292 7 P 2

29 63 M 2610 0 492 0 18 P 0.3
30 74 M 2610 42 515 325 3 P 0.7
31 39 M 2610 0 150 0 18 P 1

32 76 F 2610 823 740 0 3 P 1

33 70 F 2610 0 340 231 5 P 0.3
34 34 M 2610 0 1200 0 9 P 2.5
35 56 F 2610 1049 1154 294 7 P 2

36 52 F 2610 1856 1634 0 12 P 0.3
37 55 F 2610 1884 131 315 " P 2

38 59 M 2610 0 148 131 7 P 2

39 72 M 2610 0 1902 0 5 P 0.5
40 40 M 2610 0 2450 319 30 P 2

41 60 F 2610 564 572 2231 26 S 6

42 48 M 2610 1329 350 274 7 P 0.5
43 43 M 2610 984 2198 2315 26 S 22
44 31 M 2610 1588 750 2295 32 S 7

45 56 M 2610 1588 1930 1354 12 P 2

FONTE: Dados do autor

NOTAS:

. (1)Sobrevida em meses.
(2)Grupo Primario (P) e Secundario (S).

(3)Intervalo entre Sintomas e Diagndstico em meses.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

4.4.1 EGFR como variavel

O percentual de positividade de EGFR foi comparado nos grupos primério e
secunddrio, com a idade dos pacientes como co-varidvel.

Em fungdo desta varidvel ser uma varidvel de contagem, nas andlises
subseqiientes considerou-se a transformag¢ao raiz quadrada do nimero de células.

Inicialmente, testou-se a hipétese nula de homogeneidade de varidncias nos dois
grupos, versus a hipétese alternativa de ndo homogeneidade. O resultado do teste de
Cochran indicou a néo rejei¢do da hipétese nula (p=0,6058).

Em seguida, testou-se a hipdtese nula de resultados médios de EGFR iguais nos
dois grupos, versus a hipétese alternativa de resultados médios diferentes. Para tanto,
adotou-se a anélise de covariancia considerando-se a varidvel idade como co-variavel.
O resultado do teste indicou a rejei¢do da hipétese nula no nivel de significincia de
5% (p=0,0484*). Na tabela 10 s3o apresentados os resultados de médias e desvios

padrdes.

TABELA 10 - fNDICE PERCENTUAL DE POSITIVIDADE DE EGFR NOS GRUPOS
PRIMARIO E SECUNDARIO

EGFR%
Grupo .-
(Média + DP)
Primario (n=35) 33,83 £30,00
Secundario (n=10) 13,69 £21,07

FONTE: Dados do autor

A comparacdo estatistica do percentual de EGFR entre os grupos € representado

no grafico 4.
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GRAFICO 4 - COMPARACAO DA INCIDENCIA DO EGFR ENTRE GRUPOS
PRIMARIO E SECUNDARIO

EGFR%

60
p=0,0484*

Il MEDIA

Primdrio Secunddrio
FONTE: Dados do Autor

A incidéncia superior do EGFR no grupo primario em relagao ao secundario foi

estatisticamente significante (p=0,0484*).
4.4.2 p53 como variavel

O percentual de positividade do p53 foi comparado nos grupos primadrio e
secundario, com a idade do paciente servindo de controle.

Em fungdo desta variavel ser uma variavel de contagem, nas analises
subseqiientes considerou-se a transformagao raiz quadrada do nimero de células.

Inicialmente, testou-se a hipotese nula de homogeneidade de variancias nos dois
grupos, versus a hipotese alternativa de nao homogeneidade. O resultado do teste de
Cochran indicou a nao rejeigao da hipotese nula (0,1941).

Em seguida, testou-se a hipotese nula de resultados médios de p53 iguais nos

dois grupos, versus a hipdtese alternativa de resultados médios diferentes. Para tanto,
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adotou-se a analise de covariancia considerando-se a variavel idade como co-variavel.
O resultado do teste indicou a rejeigao da hipotese nula no nivel de significancia de
5% (p<0,0001*). Na tabela 11 sao apresentados os resultados de médias e desvios

padroes.

TABELA 11 - iNDIQE PERCENTUAL DE POSITIVIDADE DE p53 NOS GRUPOS
PRIMARIO E SECUNDARIO

P53%
Grupo -
Média + DP
Primario (n=35) 9,44 + 8,88
Secundario (n=10) 58,82 + 29,34

FONTE: Dados do Autor

A comparagao estatistica de p53 entre os grupos ¢ representada no grafico 5.

GRAFICO 5 - COMPARAGAO DA INCIDENCIA DO P53 ENTRE GRUPO
PRIMARIO E SECUNDARIO

P53%

80 p<0,0001*

Il MEDIA

Primcrio Secunddrio
FONTE: Dados do autor
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A incidéncia percentual superior do p53 no grupo secundério em relagao ao

primdrio foi estatisticamente significante (p<0.0001%*)
4.4.3 Ki-67 como varidvel

O percentual de positividade de Ki-67 foi comparado nos grupos primério e
secundario, com a idade servindo como co-variavel.

Em fungdo desta varidvel ser uma varidvel de contagem, nas andlises
subseqiientes considerou-se a transformagdo raiz quadrada do nimero de células.

Inicialmente, testou-se a hipétese nula de homogeneidade de variancias nos dois
grupos, versus a hip6tese alternativa de ndo homogeneidade. O resultado do teste de
Cochran indicou a ndo rejei¢do da hipétese nula (0,4421).

Em seguida, testou-se a hip6tese nula de resultados médios de KI67 iguais nos
dois grupos, versus a hipétese alternativa de resultados médios diferentes. Para tanto,
adotou-se a andlise de covaridncia considerando-se a varidvel idade como co-variavel.
O resultado do teste indicou a ndo rejei¢do da hipdtese nula no m’ve»l de significancia
de 5% (p=0,4276). Na tabela 12 sdo apresentados os resultados de médias e desvios

padroes.

TABELA 12 — INCIDENCIA DE Ki-67 POSITIVO NOS GRUPOS PRIMARIO E

SECUNDARIO
Ki 67%
Grupo .
Média + DP
Primario (n=35) 30,91 £ 27,72
Secundario (n=10) 34,57 + 34,47

FONTE:Dados do autor

A comparagdo estatistica de incidéncia de Ki-67 entre os grupos primario e

secundario € ilustrada no grafico 6.
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GRAFICO 6 - INCIDENCIA DE Ki-67 NOS GRUPOS PRIMARIO E SECUNDARIO
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FONTE: Dados do Autor

A diferencga na porcentagem de positividade de Ki-67 entre os grupos primario e

secundario nao se revelou estatisticamente significante (p=0.4276)

4.4.4 Sobrevida como variavel

Em fung¢ao da assimetria desta varidvel , nas analises subseqiientes considerou-se
a transformagao logaritmo neperiano do tempo de sobrevida.

Inicialmente, testou-se a hipotese nula de homogeneidade de variancias nos dois
grupos, versus a hipdtese alternativa de nao homogeneidade. O resultado do teste de
Cochran indicou a nao rejeig¢ao da hipdtese nula (0,0727).

Em seguida, testou-se a hipdtese nula de resultados médios de tempos de
sobrevida iguais nos dois grupos, versus a hipotese alternativa de resultados médios
diferentes. Para tanto, adotou-se a analise de covariancia considerando-se a variavel

idade como covariavel. O resultado do teste indicou a rejeicao da hipotese nula no



70

nivel de significancia de 5% (p=0,0427*) Na tabela 13 sao apresentados os resultados

de médias e desvios padroes e representada no grafico 7.

TABELA 13 - SOBREVIDA EM MESES NOS GRUPOS PRIMARIO E SECUNDARIO

Sobrevida
Grupo .

Média + DP
Primario (n=35) 9,71+ 536
Secundario (n=10) 27,10 + 13,34

FONTE: Dados do autor

GRAFICO 7 - DIFERENCAS DE SOBREVIDA ENTRE OS GRUPOS PRIMARIO E
SECUNDARIO
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p=0,0427*
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A proporgao acumulada de sobrevida nos dois grupos estd ilustrada no grafico
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GRAFICO 8 - PROPORCAO ACUMULADA DE SOBREVIDA EM MESES NOS
GRUPQOS PRIMARIO E SECUNDARIO
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FONTE: Dados do autor

A sobrevida média do grupo secundario, superior a do primario, foi

estatisticamente significante (p=0,0427%).

4.4.5 Comparacgao entre pS3 e EGFR

4.4.5.1 Grupo secundario

Considerando os pacientes classificados no grupo secundario, testou-se a
hipdtese nula de resultados médios iguais de P53 e EGFR, versus a hipotese alternativa
de resultados médios diferentes. Para tanto, adotou-se o teste t de Student para
amostras pareadas. O resultado do teste indicou a rejeigao da hipdtese nula no nivel de
significancia de 5% (p=0,0002%). Na tabela 14 sdo apresentados os resultados de

médias e desvios padroes.
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TABELA 14 - INCIDENCIA DE P53 E EGFR NO GRUPO SECUNDARIO

B Grupo Secundério (n=10)
Variavel

Média + DP
P53% 58,82+29,34
EGFR% 13,69+21,07

FONTE: Dados do autor

Em relag@o a positividade em niimeros absolutos no grupo secundario, 100%
dos pacientes foram p53 positivo e 60% EGFR negativo.
A incidéncia percentual superior de p53 sobre 0 EGFR no grupo secunddrio foi

estatisticamente significante (p=0,0002%).

4.4.5.2 Grupo primério

Considerando os pacientes classificados no grupo primario, testou-se a hipGtese
nula de resultados médios iguais de P53 e EGFR, versus a hip6tese alternativa de
resultados médios diferentes. Para tanto, adotou-se o teste t de Student para amostras
pareadas. O resultado do teste indicou a rejeicdo da hipétese nula no nivel de
significancia de 5% (p<0,0001*). Na tabela 15 s@o apresentados os resultados de

médias e desvios padrdes.

TABELA 15 — INCIDENCIA DE P53 E EGFR NO GRUPO PRIMARIO

Grupo Primario (n=35)

Variavel L

Média + DP
P53% 9,44 + 8,88
EGFR% 33,83 + 30,00

FONTE: Dados do autor

No grupo primério 77,1% dos pacientes foram EGFR positivo em nimeros
absolutos.
A incidéncia percentual superior de EGFR sobre p53 no grupo primério foi

também estatisticamente significante (p<0,0001%).
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4.4.6 Associagao entre p53 e Tempo de Sobrevida

Testou-se a hipotese nula de que a correlagao entre P53 e tempo de sobrevida é
zero (auséncia de associag@o), versus a hipotese alternativa de correlagao diferente de
zero (existéncia de associag@o). Em fungdo de tempo de sobrevida ter relagio com
idade, nesta anadlise controlou-se esta ultima varidvel através da estimagao da
correlagao parcial entre P53 e tempo de sobrevida.

Os resultados obtidos sao apresentados na tabela 16.

TABELA 16 —- CORRELACAO PARCIAL ENTRE P53 E TEMPO DE SOBREVIDA

Grupo Coeficiente de correlagao parcial estimado Valor de p
Primario -0,0315 0,8596
Secundario 0,0623 0,8736
Todos 0,3328 0,0273*

Fonte : Dados do autor

No grafico 9 ¢é apresentada a relagao entre tempo de sobrevida e os resultado
de P53.

GRAFICO 9 — RELACAO ENTRE p53 E SOBREVIDA EM MESES

70 ¢ Secundario

60 | . o Primario

50
o
.; 40 N
2 .
g I

20 - . . T 5

O
108 %
0 T T T T | 1
0 500 1000 1500 2000 2500
P53

FONTE: Dados do autor



74

Considerando-se os pacientes como um todo, pode-se concluir que existe uma
associagdo positiva e significante entre pS3 e tempo de sobrevida, controlando-se a

varidvel idade do paciente.
4.4.7 Associacao entre EGFR e Tempo de Sobrevida

Testou-se a hip6tese nula de que a correlagdo entre EGFR e tempo de sobrevida
€ zero (auséncia de associagdo), versus a hipétese alternativa de correlacdo diferente
de zero (existéncia de associa¢ao). Em funcdo de tempo de sobrevida ter relagdo com
idade, nesta andlise controlou-se esta ultima Variével através da estimacdo da
correlagao parcial entre EGFR e tempo de sobrevida.

Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 17.

TABELA 17 — CORRELACAO ENTRE EGFR E TEMPO DE SOBREVIDA

Grupo Coeficiente de correlacao parcial estimado Valordep
Primério | 0,0885 10,6185
Secundario 0,0565 0,8852
Total -0,1237 0,4236

FONTE: Dados do autor

No grafico 10 € apresentada a rela¢do entre tempo de sobrevida e os resultados
de EGFR.

Considerando-se o total de pacientes, ndo se pode concluir que existe uma
associagao significativa entre EGFR e tempo de sobrevida, controlando-se a varidvel
idade do paciente.

A associagdo entre EGFR e sobrevida superior a 8 meses foi estudada no grupo
de 30 pacientes que assim se comportaram, adotando-se o teste de correlagdo nio-
paramétrica de postos de Spearman.

O estudo mostra uma correlagdo estatisticamente significante (p=0,03535%)
entre EGFR e sobrevida em pacientes com sobrevida superior a 8 meses, com

condicionamento a pior progndéstico, demonstrado no gréfico 11.
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GRAFICO 10 - RELACAO ENTRE EGFR E SOBREVIDA EM MESES
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GRAFICO 11 - RELAGAO ENTRE EGFR E SOBREVIDA EM 30 PACIENTES COM
SOBREVIDA SUPERIOR A 8 MESES
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O estudo mostra

EGFR %

também uma correlagdo estatisticamente significante

(p=0,0419*) entre EGFR e sobrevida apds a exclusao da populagao com p53<12%,

com condicionamento a pior prognostico, demonstrado no grafico 12.



GRAFICO 12 - RELACAO ENTRE EGFR E SOBREVIDA EM 21 PACI
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5 DISCUSSAO
5.1 OBSERVACOES GERAIS

O glioblastoma, tumor primario mais maligno e mais comum do sistema
nervoso central do adulto, permanece como o maior desafio, em termos de obtengao de
cura, no dmbito da neurocirurgia oncoldégica. Apesar do grande avango cientifico
ocorrido nas ultimas décadas, a sobrevida média de seus portadores continua a girar
em torno de um ano, com apenas 2 a 5 % dos pacientes sobrevivendo mais de 3 anos
(SALCMAN, 1980, p. 435-439; SCOTT et al., 1999, p. 183-188; BURTON et al.,
2002, p. 180-187).

Essa inexpressividade em termos de sobrevida, contrasta com a crescente
sofisticacdo tecnoldgica que envolve progressivamente os métodos de diagndstico.

Desses, particularmente a RM permite um alto grau de sensibilidade e
especificidade no reconhecimento da natureza da lesdao (HOLT; MAKAVILLA, 1996,
p. 753-774). A espectroscopia de prétons permite a detécgﬁo da presenca de
metabolitos cerebrais e suas células correspondentes, refinando ainda mais a
capacidade de identificacdio dos elementos gliais contidos na massa tumoral
(CASTILLO et al., 1998, p. 1-20). |

As técnicas de difusdo e perfusdo refletem o grau de celularidade bem como
demonstram os valores originais de alteracdo de fluxo sangiiineo cerebral, decorrentes
da quebra da barreira hematoencefdlica, indicativa de alta agressividade do tumor
(SUGAHARA et al., 1998, p. 1479-1486; KONO et al., 2001, p. 1081-1088).

A tomografia por emissdo de pésitrons, ao quantificar 0 consumo metabdlico
regional e global do glioblastoma, fornece importantes subsidios em relagio ao
diagndstico, evolugido e resposta terapéutica (FLOETH et al., 2001, p. 1517-1527).

As informagOes aqui resumidas, relativas aos progressos havidos com os
métodos de imagem, satisfariam as necessidades bdsicas do cirurgido, em relagio ao
reconhecimento da lesdo, suas caracteristicas anatdmicas e sua topografia,

proporcionando de inicio um planejamento tético e terapéutico adequado.
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O problema, no entanto, reside no fato de que, na maioria das vezes, quando a
lesdo € dessa forma reconhecida, o diagndstico j4 serd tardio. No momento em que o
tumor se torna clinicamente sintomatico, ele ja podera ter assumido um tamanho de 4 a
5 cm de didmetro, pesar de 40 a 50 g e ser constituido por uma populagido de 10"
células. Uma duplicacao dessa massa, que poderia ocorrer num periodo de cerca de 12
a 40 dias, seria incompativel com sobrevida (SALCMAN, 1999, p. 25-35). Além
disso, nessa fase de reconhecimento clinico, c€lulas ja disseminadas a distdncia, ndo
detectdveis pelas imagens, tornardo a resseccdo cirdrgica completa impraticével,
reduzindo-a a um método de tratamento apenas paliativo (GUTIN; POSNER, 2000, p.
1-8).

A terapia por radiag@o, envolvendo modernamente as técnicas conformacionais, -
braquiterapia e radiocirurgia, permanece ainda como o método terapéutico isolado
~mais eficaz, apesar dos acréscimos modestos na sobrevida a médio e longo prazo
(LARSON; WARA, 1998, p. 34-42; SALCMAN, 1999, p. 196-212).

A busca por um agente quimioterdpico realmente eficaz ainda persiste
(GLIOMA METANALYSIS TRIALISTS GROUP, 2002, p. 1011-1018).

Essas limita¢Oes terapéuticas decorrem da complexidade que‘ envolve o0s
mecanismos da acelerada cinética celular do GBM, em decorréncia do seu alto indice
proliferativo e da natureza dos multiplos desarranjos moleculares intra e
extracelulares, responsaveis por seu comportamento biolégico agressivo.

Somente nos dltimos dez anos, com a evolucdo dos conceitos relacionados com
a genética molecular, € que os mecanismos intrinsecos da génese do glioblastoma vém
sendo melhor compreendidos (KLEIHUES; BURGER; SCHEITHAUER, 1993, p.
255-268).

Quando uma célula glial sofre alteracdo em sua expressdo genética, todos os
seus processos bioldgicos se modificam, e os mecanismos de crescimento celular,
migracdo e vascularizagdo se convertem em proliferacdo descontrolada, invasio a
distancia e angiogénese.

Fatores extracelulares, geralmente na forma de oncogenes, como os fatores de

crescimento € as proteases, interagem, ao sofrerem mutacdes, com receptores de
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membrana. Estes induzem, através de complexas vias de sinalizagdo intracelulares,
alteragcbes moleculares sucessivas envolvendo oncogenes e genes supressores, cuja
expressdo final resulta na formacdo de c€lulas gliais neoplasicas e neovascularizagao
(KAPOOR; O'ROURKE, 2003, p. 1425-1435).

Desvendar as intimidades dessas alteracdes moleculares responsaveis pelas
cascatas mitogénicas, constituem um dos grandes desafios da genética molecular, nos
dias atuais. Vdrios elementos componentes dessas cadeias de reacOes proliferativas (ja
discutidas nas secdes anteriores), envolvendo receptores, enzimas e proteinas, com
suas respectivas expressdes génicas, hoje sdo conhecidas, bem como algumas
mutacdes que condicionam o desequilibrio entre a ac@o de proto-oncogenes
(promotores do crescimento celular) e os genes supressores (inibidores do ciclo).

A percepcido exata da importincia desses mecanismos, isoladamente ou em
combinagao, além de identificar alteragGes estruturais basicas envolvidas nas vias de
sinalizacdo, deverd abrir novas perspectivas terapéuticas, amparadas no objetivo de
retificar codificacdes moleculares anormais, através das promissoras técnicas
embutidas nos conceitos de terapia génica e cirurgia molecular (nanocirurgia).

Dentro dessa linha de investigacdo e com base nos conceitos biolégicos
recentemente adquiridos, foi investigada a participacdo e importancia do oncogene
EGFR e do gene supressor pS3 através das suas alteragdes proteicas respectivas, como
eventuais participantes da mitogénese do glioblastoma, correlacionando-os com
varidveis clinicas, objetivando extrair informag¢des progndsticas com aplicabilidades
terapéuticas potenciais. Foi também estudada a importincia da determinacdo da
capacidade proliferativa do tumor, através de imunopositividade do antigeno Ki-67. Os

resultados dessas andlises passar@o a ser discutidos.
5.2. Ki-67

O antigeno Ki-67, contido no niicleo da célula ativa, € expresso nas fases G, S,
G2 e M do ciclo celular. Sua identificacdo, pela imunopositividade, ao reagir com o

anticorpo MIB-1, reflete a capacidade proliferativa do tumor. Apenas 3 casos desta



80

série foram negativos (6,66%), contra 42 (93,33%) positivos. A média de porcentagem
de positividade no total foi de 31,73%+28,97%. |

A comparacio, no entanto, da positividade do Ki-67 entre os grupos primério e
secundario ndo revelou diferencga estatisticamente significante (p=0,4276), girando em
torno de 30,91%%27,77 para o grupo primdrio e 34,57%+34,47 para o secundario.

Considerando-se que a sobrevida maior no grupo secundério € significante, com
amparo estatistico, infere-se que a propor¢do das células positivas (indice
proliferativo) em ambos 0s gmbos ndo influenciou na sobrevida, despindo-se portanto,
o método, de valor progndstico no presente estudo.

Exemplos ilustrativos da casuistica, aparentemente paradoxais, embora
isoladamente sem valor estatistico, podem ser encontrados no caso 43, de maior
sobrevida no grupo, cujo indice proliferativo foi de 84,2%, e no caso 25, de baixa
sobrevida, em que o indice foi de O (zero) (tabela9).

A importancia da determinacdo do Ki-67 como elemento indicador de
prognéstico € controversa. Para KLEIHUES et al. (2000, p. 29-40), o indice
proliferativo do Ki-67 n@o permite extrair conclusdes progndsticas em bases
individuais, considerando também que no balango de influéncia entre a presenca de
necrose e proliferacdo celular, responsdveis pelo volume tumoral, a primeira tem
encontrado maior significancia em termos de progndstico (RAZA et al., 2002, p. 2-
12).

Nos estudos de LAERUM et al (2001, p.1-8), a positividade de Ki-67 foi, de
modo estatisticamente significante, superior no grupo de curta sobrevida. No entanto, a
expressao de positividade ndo refletiu o indice proliferativo (percentual de células),
limitando-se a considerd-lo positivo a partir de 5%, dificultando dessa forma a
avaliacdo proporcional.

Para SIMMONS et al. (2001, p. 1122-1228), altos niveis de Ki-67 foram
associados a pior sobrevida apenas em pacientes jovens. Tentativas de correlacionar

seus indices aos de p53 néo tiveram validade estatistica.
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No presente estudo, em que p53 foi utilizada como varidvel e idade como co-
variavel, as condi¢des relacionadas com a pior sobrevida em jovens niao foram
confirmadas.

BREDEL et al (2002, p. 1343-1347), concluiram, paradoxalmente, que a alta
expressao de Ki-67 € associada a maior sobrevida em seus pacientes de glioblastoma.

O questionamento que pode ser feito a esse estudo estd ligado aos fendmenos
relacionados com cinética celular e tratamento. Altas porcentagens de c€lulas ativas
representam na realidade um substrato maior de células passiveis de responder a
radiagdo e quimioterapia, cuja agdo terapéutica ndo atua sobre 0 compartimento de
células inativas (GO). Dessa forma, pacientes com alto indice proliferativo poderiam
representar os que melhor respondem ao tratamento adjuvante, prejudicando a
interpretacdo do prognéstico baseado unicamente neste parﬁmetro.

BURTON et al. (2002, p. 180-187) demonstraram menor indice proliferativo no
grupo de sobreviventes a longo prazo, confirmando estudos prévios de SCOTT et al.
(1999, p.183-188). Uma possivel explicacdo sobre a discordancia desses achados em
relacdo ao presente estudo pode estar relacionada ao espectfo maior de sobrevida
daqueles grupos onde uma dezena de pacientes sobreviveu at€ 3 anos, envolvendo
outras variveis a serem consideradas.

~ Diferencas metodolégicas de contagem podem também influir na determinagdo
desses resultados. Ao contrério das situagOes descritas nos outros estudos, na presente
investigagdo o indice proliferativo foi calculado em relagdo a um nimero constante de
células tumorais em todas as amostragens. Essa uniformidade, ao evitar viés de selegéid
em amostras, pode proporcionar aferi¢do de indices proliferativos mais fidedignos.

A padronizacdo dos estudos em termos de varidveis a serem utilizadas, a
homogeinizacao das populagdes, a observacdo de relevancia dos tratamentos utilizados
nos resultados, além da introdugéo de novos marcadores de sintese de DNA, poderéo
acrescentar mais informacdes em relacdo a importdncia da determinagdo do indice
proliferativo no progndstico do glioblastoma, que ndo se revelou significativo, na

presente andlise, em relacdo ao Ki-67.
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5.3 EGFR

A hiperexpressdo do EGFR, reflexo de sua mutagdo génica, € capaz de
desenvolver glioblastoma em laboratério, pelos mecanismos ja descritos, de
transducdo de sinais alterados da membrana para o interior da célula, conforme
discutido em secdo anterior (2.4.8).

No entanto, sua importancia clinica como fator oncogénico e o reflexo de sua
participacdo como elemento determinante de progndstico ainda sdo questdes
controversas (KLEIHUES et al. 2000, p. 29-40).

O método usado nesta andlise, de afericao da anormalidade mutacional de
EGFR, através de reagao imunohistoquimica, com a utilizagdo de anticorpo especifico,
indica a hiperexpressdao da anormalidade proteica, mas ndo caracteriza a natureza da
mutacao bdsica, que € a amplifica¢do da regido cromossdmica que aloja cépias extras
de EGFR naquele segmento. Essa anormalidade genética seria melhor demonstrada
por técnicas de hibridizagdo gendmica comparativa. A diferenca de metodologia
utilizada, embora consagrada na literatura, poderia suscitar ddvidas sobre a
legitimidade das interpretacoes. Essa divida foi dirimida por estudos comparativos em
que as técnicas de hibridizagﬁo e imunohistoquimica demonstram que os niveis de
amplificacdo e hiperexpressdo sdo superponiveis e relacionadas (WATANABE et al.,
1996, p. 217-224; RUTKA et al., 2000, p. 1034-1051; SIMMONS et al., 2001, p.
1222-1228). |

As andlises comparativas do presente estudo permitiram demonstrar a
predominancia, estatisticamente significante do EGFR (p=0,0484), no grupo primdrio
em relacdo ao secundério. Quando a sobrevida foi analisada como varidvel, o grupo
primério, onde predomina o EGFR, mostrou sobrevida significativamente inferior a do
grupo secundario (p=0,0427), de forma significante.

Quando a populacdo de EGFR positivo foi comparada a populagdo de p53 no
grupo primdrio, o predominio percentual de EGFR foi estatisticamente significante

(p<0,0001). Da mesma forma, o percentual de células EGFR positivas no grupo
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secundédrio foi significativamente menor que o percentual de p53 (p=0.0002). No
grupo primdrio, em niimeros absolutos, 77,1% dos casos foram EGFR positivas.

Apesar da relagdo entre EGFR e o tempo de sobrevida no grupo total de
pacientes ndo ser significante (p=0,4236), estudos estratificados demonstraram que em
sub-grupos a relagdo tem significancia. No grupo de 30 pacientes, em que a sobrevida
foi superior a 8 meses, a importincia do EGFR como elemento de progndstico foi
significante (p=0,035351), coincidindo com a exclusdo de pacientes com baixo
percentual de p53. Quando o grupo de pacientes com menor percentual de p53 (<12%)
foi isolado, a relacdo entre EGFR e tempo de sobrevida se revelou significante
(p=0,0419).

O predominio significante do EGFR no grupo primério, de maior média de
idade e de menor sobrevida, ao contradrio do predominio de p53 no grupo secundério,
de menor média de idade e maior sobrevida, confirma os achados de KLEIHUES e
OHGAKI (1999, p. 44-51), que sugerem a existéncia de sub-grupos de glioblastomas,
com distintos padrdes genéticos e diferentes comportamentos biolégicos.

A anédlise desses resultados permite uma série de consideragdes. O alto
percentual de positividade de EGFR no grupo primario permite inferir, com base nas
suas propriedades oncogénicas demonstradas experimentalmente, uma forte relacdo
entre sua presenga e a origem do glioblastoma no grupo primdrio, como provéavel
elemento etiolégico desencadeante das complexas alteracdes moleculares que se
processam da mémbrana para o interior.da c€lula glial.

O estudo comparativo de percentuais de EGFR e p53 nos 2 grupos permité
sugerir uma interagdo antagoénica em termos de influéncia reciproca nos resultados da
avaliacdo etioldgica e progndstica, resultante de mecanismos desreguladores distintos.

Ainda, somente quando pacientes com percentuais baixos de positividade para
p53 foram excluidos, € que o EGFR se tornou estatisticamente significante em relagao
ao progndstico. Esse achado encontra suporte no conhecimento sobre as influéncias
inibitérias, demonstradas nas vias de sinalizagdo do ciclo celular, da proteina p53
normal (“wild-type”) sobre fatores de crescimento, incluindo EGFR (LAERUM et al.,
2001, p. 1-8).
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A estratificagdo dessa andlise especifica com exclusdo do grupo de baixo
percentual de p53 positivos e consequentemente de alto percentual de proteina normal
(“wild-type”), liberaria a acdo oncogénica do EGFR, desprovido da acdo inibitéria do
p53 normal, favorecendo um pior progndstico.

Ja anteriormente, WATANABE et al (1996, p. 217-224) haviam sugerido uma
relacio mutuamente excludente entre esses dois fatores, em sub-grupos de
glioblastoma, sem no entanto estuda-la como indice de progndstico.

O valor prognéstico de EGFR, em estudos anteriores, foi objeto de
controvérsias. Alguns grupos ndo encontraram associacdo entre essa anormalidade e
sobrevida (WAHA ‘et al, 1996, p. 634-641; RAINOV et al, 1997, p. 13-28;
NEWCOMB et al., 1998, p. 655-667; BOUVIER-LABIT et al., 1998, p. 381-388).

Outros concluiram pela sua participagdo como fator 'negativo de prognoéstico
(JAROS et al.,, 1992, p. 373-385; HIESIGER et al., 1993, p. 93-104; ZHU et al., 1996,
p. 809-815;KORKOLOPOULOU et al., 1997, p. 1269-1278; ETIENNE et al., 1998, p.
2383-2390).

No entanto, a falta de estratificacdo e andlise adequada de varidveis nesses
estudos ndo permitem correlacdo adequada de dados, prejudicando as conclusdes.

Em termos absolutos, esta anédlise revela que o achado de 77,1% de positividade
de EGFR para o grupo primério € o maior registrado entre os estudos relevantes
analisados, onde ocorreram variacdes de 25% a 65% (LAERUM et al., 2001, p. 1-8;
BURTON et al., 2002, p. 180-187). As células do grupo de alta positividade nos
estudos de LAERUM et al. (2001, p. 1-8) induziram, em laboratério, um alto grau de
invasibilidade tumoral, em comparagdo com o grupo de células EGFR negativos, cujos
pacientes também tiveram melhor sobrevida.

A andlise da participagdo do EGFR como elemento etiopatogénico € como fator
de progndstico se torna complexa, pela interagcdo com multiplas varidveis que podem
também influir na sobrevida, como a idade e p53. Outros fatores que poderiam
participar com significancia dos mecanismos proliferativos do ciclo celular (oncogenes
e genes supressores) ja comentados em secdes anteriores € que ndo foram incluidos

neste estudo, poderiam fazer parte de sub-grupos de comportamento diverso.
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No entanto, h4 suficiente evidéncia, nesta andlise, para caracterizar clinicamente
a hiperexpressao de EGFR como elemento patogénico importante no glioblastoma. A
demonstragio de seu predominio e de sua interagio num grupo bem caracterizado em
termos de percentual de positividade, média de idade, sobrevida e relagdo com p53
foram bem delineadas. Isso possibilitou a estratificacdo de dados homogéneos,
colocando seus componentes nurh grupo (primdrio) de comportamento biolégico bem
definido e de pior prognéstico.

A partir dessas informacdes € possivel ser sugerida a necessidade da
determinagdo da imunopositividade do EGFR como avaliagﬁo de rotina, além da
avaliacdo histopatolégica, no glioblastoma. A identificagdo de sua hiperexpresséo,
particularmente na presenga das co-variaveis descritas teria valor progndstico.

Novas implicagdes terapéuticas, diversas das convencionais, baseadas
em estudos experimentais e em ensaios clinicos iniciais, encontram maior suporte nos
achados da presente andlise, ao se definir um sub-grupo de pacientes em que o EGFR
poderia servir de alvo especifico de tratamento.

O emprego de agentes do tipo anticorpo monoclonal, drogas inibidoras de
tirosina quinase, responsaveis pela transdug@o de sinais mitogénicos da membrana
para o interior celular, agentes inibidores das PKCs, que integram vias regulatérias do
ciclo celular ligadas ao EGFR, sdo exemplos de ensaios experimentais e clinicos da
fase I e II que se revelam promissores ao focalizar EGF.R. como alvo terapéutico
(ELLER et al., 2002, p. 1005-1013; LAL et al.,, 2002, p. 3335-3339; KAPOOR;
O'ROUREFE, 2003, p. 1425-1435). |

A resisténcia ao tratamento adjuvante (terapia por radiacdo e quimioterapia),
sugerida experimentalmente e atribuida em parte a hiperexpressdo de EGFR, poderia
também ser atenuada pelo uso de agentes especificos tipo AG/479, anti-EGFR
(BARKER et al., 2001, p. 410-418; NAGANE et al, 2001, p. 472-479;
CHAKRAWARTI et al., 2002, p. 4307-4312). |

A sugestdo de existéncia de um sub-grupo especifico de pacientes, em

que o EGFR poderia servir de alvo terapéutico, identificado nos moldes do presente
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estudo, deve estimular possibilidades de novos protocolos. de tratamento e abrir

promissoras avenidas futuras de terapia para o glioblastoma.
5.4 p53

O gene supressor p53, do cromossomo 17p, codifica a proteina p53, ligada ao
DNA. Sua agﬁo‘reguladora sobre o ciclo celular se daria por transcrigdo sobre p21, que
inibe o complexo oncogénico CDK4/ciclina, impedindo a progressao da fase G1 para a
fase S do ciclo celular (CROTEAU et al., 2001, p. 60-81).

Além disso, p53 participaria também dos fendmenos de apoptose, nas células
que sofrem dano ao DNA.

O transtorno funcional de p53 implicaria na perda de sua capacidade apoptética
e de inibi¢do sobre o ciclo celular, ao cessar sua atividade reguladora sobre o DNA.
(NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2002, p. 285-290).

Apesar dos conhecimentos recentemente adquiridos através da biologia
molecular, a importancia clinica ‘cla determinacao de‘p53 permanece como objeto de
discussao.

Na presente andlise, as alteragdes de p53, determinadas por imunohistoquimica,
conforme descrito, foi estudada em 2 grupos de pacientes portadores de glioblastoma,
separados em primdrio e secundério, de acordo com critérios de duragao de histéria
clinica estabelecidos na literatura, conforme citados na secdo anterior. A varidvel p53
foi também cotejada com as variaveis EGFR, e sobrevida, tendo a idade como co-
variavel.

O predominio percentual de p53no grupo secundério foi superior ao primério,
com significincia estatistica (p<0,0001).

Quando a sobrevida foi analisada como varidvel, o grupo secundario, onde
predomina o p53, mostrou sobrevida superior ao primdrio, de forma significante ( p=
0.0427).

Quando a populacdo de p53 foi comparada a de EGFR no grupo secundario, o

predominio percentual de p53 foi estatisticamente significante (p = 0.0002).
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No grupo primério, o percentual de p53 foi significativamente inferior ao de
EGFR (p<0,0001). |

No grupo secunddrio, em numeros absolutos, a positividade de p53 foi de
100%, sendo 60%negativos para EGFR.

Na andlise da associag@o entre percentual positivo de p53 e tempo de sobrevida
na populagdo geral, houve correlagido significante (p=0.0273), estabelecendo valor
prognéstico favordvel a positividade de p53.

Conforme descrito na metodologia, a caracterizagdo de anormalidade da
proteina p53 foi determinada por imunohistoquimica, baseada na reagdo contra o
anticorpo  monoclonal anti-p53. A propor¢do de p53 positivo deve refletir
conceitualmente o grau de mutagdo do gene supressor correspondente, na populacdo
estudada. .

Do ponto de vista genético, a mutagdo mais freqiientemente detectada em pS53
ocorre entre os exons 5 a 8 do gene. O tipo de mutagdo mais comumente encontrada €
a chamada "mutagd0 em ponto”, em que apenas uma base nitrogenada do complexo
molecular € substituida, alterando dessa forma a seqii€ncia de transcricdo e codificagéo
da proteina, que € modificada na sua estrutura e fungdo (McDONALD, 1996, p. 13-31;
NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2002, p. 13-27).

O método genético mais fidedigno de deteccdo desse tipo de mutagdo € o da
andlise de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que demonstra as alteragdes
moleculares das fitas de DNA,seguidas de andlise seqiiencial. As eventuais diferencas
entre percentual de imunopositividade e de mutagdes, avaliados por diferentes
métodos poderiam eventualmente prejudicar a anélise de resultados. No entanto, de
acordo com os trabalhos comparativos entre os dois métodos mencionados na
literatura, embora possa haver alguma discrepancia percentual, ela ndo € significativa a
ponto de alterar a andlise dos resultados e objetivos a serem alcangados. Watanabe et
al.,(1996, p. 217-224) encontraram 67% de mutacdes contra 90% de casos
imunopositivos, € ambos os achados foram significativamente menores nos

glioblastomas de pior sobrevida.
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De acordo com Newcomb et al., (1998, p. 655-677), mais de 90% dos seus
pacientes imunopositivos também apresentavam mutagdes. Para Simmons et al. (2001,
p. 1122-1128) geralmente as mutagdes de p53 sdo também hiperexpressas, mas o
reverso ndo € verdadeiro, isto €, o nimero de casos imunopositivos deve exceder os
mutantes, numa mesma amostra. Esses achados sdo corroborados por Burton et al.
(2002, p. 180-187). ‘

Considerando tais fatos, deduz-se que a imunopositividade pode ndo representar
apenas um marcador de mutacdo génica, mas refletir também, de uma forma mais
abrangente, outras anormalidades nas vias de sinaliza¢cdo do complexo ciclo que
envolve p53, as quais contribuiriam da mesma forma para seu prejuizo funcional

Apesar dos avangos ocorridos no conhecimento dos mecanismos genéticos, 0
papel de p53 como fator participante da génese do glioblastoma expresso com
relevancia clinica e sua importancia no prognéstico permanece controverso. Alguns
autores creditam a sua alteracao um pior progndstico. (JAROS et al., 1992, p. 373-385;
SOINI et al., 1994, p. 786-792; KORKOLOPOULOU et al., 1997, p. 1269-1278).

Outros nao estabeieceram valor prognostico a sua anormalidade (RAINOV et
al., 1997, p. 13-28; NEWCOMB et al., 1998, p. 655-667; KRAUS et al., 2001, p. 263-
272). No entanto dois estudos recentes relacionaram disfungdo de p53 com maior
sobrevida (TADA et al., 1998, p. 1793-1797; BURTON et al., 2002, p. 180-187).

Diferenc¢as metodoldgicas nos critérios de selecdo e auséncia de estratificacio
adequada das varidveis devem influir nessas discrepédncias. Os achados definem, no
presente estudo, um subgrupo especifico de pacientes, cuja histdria clinica € mais
longa, onde a média de idade € inferior & da populacdo estudada, onde a sobrevida €
maior do que a da populacdo geral e onde o predominio de pS3 € superior ao EGFR de
forma significante.

Essa caracterizagdo de um grupo de melhor progndstico, aqui denominado
secunddrio, encontra suporte na literatura. (KLEIHUES; OHGAKI, 1999, p. 44-51)

Novamente a comp‘aragﬁo deste grupo com o anteriormente descrito (primario)
sugere comportamento biologico distinto, provavelmente com base nas diferengas

genéticas, a julgar pelas discrepancias de predominio de pS3 e EGFR entre ambos.
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Dessa forma, a etiopatogenia do grupo primdrio estaria relacionada com os
desarranjos moleculares de EGFR, conforme ja descrito, a partir da célula tronco e
progenitoras, resultando diretamente na origem do glioblastoma.

A evolug@o clinica mais arrastada, associada a menor média de idade e maior
sobrevida dos pacientes do grupo secunddrio sugere uma etiopatogenia molecular
diversa, em que o aspecto fenotipico final do glioblastoma resultaria de uma
progressdo a partir de um astrocitoma mais diferenciado. Essa hipétese encontra
suporte nos trabalhos de Watanabe et al., (1996, p. 217-224) e Shiraishi et al., (2002,
p. 249-257), que ao avaliarem bidpsias previas de casos de astrocitomas que
progrediram para glioblastoma, encontraram significativo percentual de alteragdes de
p53, variando de 30-40%nos astrocitomas e evoluindo para 60-70% nos astrocitomas
anaplésicos. E sugerido também que a progressio final para glioblastoma dependeria
adicionalmente de outras alteragdes moleculares, que nao somente as de p53 iniciais,
envolvendo também o gene PTEN, outro regulador do ciclo proliferativo, além de
hiperexpressdo de PGFRo (KLEIHUES et al., 2000, p. 29-40). Os achados da presente
analise encontram suporte na descricdo das alteragdes progressivas acima citadas,
incriminando a anormalidade de p53 como provdvel fator etiopatogénico do
glioblastoma no grupo secundério e também como marcador prognéstico em fungio
do comportamento bioldgico mais arrastado desse tipo de tumor.

O conhecimento advindo das informacdes contidas no presente trabalho pode
fornecer substrato a aplicagfio de novas modalidades terapéuticas em desenvolvimento.
Para tais procedimentos encontrarem suporte clinico, torna-se necessdria a
incorporacdo de métodos de diagndstico na pratica didria que identifiquem as
anormalidades genéticas, além da histopatologia convencional.

A definicdo de um subgrupo de p53 imuhopositivo predominante, com as
caracteristicas descritas nesta andlise, podera trazer a tona novas sugestdes
terapéuticas, que envolveriam abordagens inovativas, direcionadas ndo s6 a suprimir a
proliferacio no glioblastoma, mas também, quando dirigidas aos astrocitomas,

prevenir a progressao a malignidade.
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O desenvolvimento de técnicas de terapia génica, em laboratério e em ensaios
clinicos de fase I, buscam promissoramente restaurar a fungdo de p53, pela introdugéo
na célula tumoral, da proteina pS3 normal ("wild type"). Essas transducdes "in vitro" e
"in vivo", utilizando retrovirus, adenovirus, ou plasmideos como vetores, tém
demonstrado retificacdo das anormalidades moleculares através da regularizacdo
fenotipica das cé€lulas tumorais, incremento da apoptose e parada de crescimento, além
de aumentarem a sensibilidade das células a radiacio ionizante e a quimioterdpicos
(GOMEZ-MANZANNO; KUEYO; KYRITSIS, 1996, p. 694-699; DORIGO et al.,
1998, p. 535-540; HOROWITZ, 1999, p. 500-509; IKEDA et al., 2001, p. 35-43;
CHIOKA, 2003, p. 364-373).

A adi¢do de diferentes genes supressores num mesmo vetor tém sido sugerida
com intuito de produzir efeito inibitério somado sobre diferentes etapas do ciclo
celular. (WANG et al., 2001, p. 173-180; KIM et al., 2002, p. 143-150).

Em resumo, o presente trabalho define dois sub grupos distintos ligados ao
glioblastoma, caracterizados em suas varidveis de forma estatisticamente significante,
identificando dois possiveis fatores etiopatogénicoé (EGFR e p53), relacionados
também com o tempo médio de sobrevida.

A anélise atribui a ambos valor progndstico, quando analisados em confronto
com a populagdo geral (p53) e com subgrupos especificos (p53 e EGFR). Os
resultados permitém também sugerir a incorporagdo rotineira de métodos de
imunohistoquimica e no futuro préximo de genética molecular & analise
histopatoldgica convencional, na busca de refinamento na obten¢do de informagdes
quanto a etiopatogenia e progndstico das lesdes. Dessa forma a identificagdo de fatores
oncogénicos poderd também fornecer subsidios adicionais ao desenvolvimento de
estratégias terapéuticas dirigidas a alvos especificos.

Finalmente, as informacdes aqui disponibilizadas poderdo servir de base a
novos protocolos de investigagdo que poderdo contribuir para o aprofundamento dos
conhecimentos acerca dos complexos mecanismos relacionados com a génese e

tratamento do glioblastoma.
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6 - CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

a) Foram identificados dois sub-grupos de glioblastoma, com comportamento
clinico e biol6gico diversos.

b) As evidéncias produzidas sinalizam a importancia de p53 como fator
participante na génese e tempo de sobrevida no sub-gru_pb de melhor
progndstico, além de servir como marcador de prognéstico favordvel na
populagdo geral estudada. |

c) As evidéncias produzidas apontam para a importincia do EGFR como
elemento influente na génese e tempo de sobrevida do glioblastoma,
particularmente no sub-grupo de pior progndstico.

d) O indice proliferativo determinado pelo marcador Ki-67 néo foi identificado
como elemento determinante de prognéstico nos dois sub-grupos

identificados.
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ANEXO 1 TERMO DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA MEDICA
DO HOSPITAL NOSSA SENHORA DAS GRACAS

Curitiba. 11 de novembro de 2003.

Parecer Consubstanciado

Comissdo de Etica em Pesquisa
Hospital Nossa Senhora das Gracas/ Unidade de Ncurologia»Clinica S/C Ltda

Projeto "Q valor prognéstico da determinacao histoquimica da proteina do gene supressor Tp53 e do
.receptor do fator de crescimento epitelial no glioblastoma”

Pesquisador Responsivel: Dr. Joio Cindido de Araujo
Instituicio: Hospital Nossa Senhora das Gracas -

Data de apresentacdo: 14 de outubro de 2003
Data da reunido de avaliaciio de relatérios: 04 de novembro de 2003

A Comissdo recebeu refatorio da médica Dra. Loreni S. Kovalhuk.

Estudo inclui a revisdo de 60 casos de glioblastoma, em que os pacientes foram submetidos a tratamento
cirtrgico entre janeiro de 1991 a dezembro de 2002. O protocolo de pesquisa inclui analise de material de
bidpsia cirirgica excisional previamente coletado. Os objetivos sio analisar alteragdes genéticas e o indice
proliferativo ocorridos em amostras de tumores, por técnica de imunchistoquimica. Seré feita a determinagio da
presenca da proteina p53 (marcador da anormalidade mutacional do gene codificador Tp53) e a caracterizagio
da  hiperexpressido do receptor do fator de crescimento epitelial (reflexo de mutagfio génica), quanto ao valor
prognéstico da ocorréncia simultdnea ou mutuamente excludente destes pardmetros. As informagdes
progndsticas poderdo auxiliar na identificagdo de subgrupos de pacientes com glioblastoma com evolugio
clinica diversa, que poderdo se beneficiar de novas opgdes terapéuticas. O protocolo de pesquisa nio adiciona
riscos ao tratamento do individuo na pesquisa e a confidencialidade serd preservada.

Sem mais, atenciosamente,

Aot
Dra Licia Cristing Manoel'de Macedo

Coordenadora’

Documentos incluidos

Protocolo de pesquisa

Termo de consentimento livre e esclarecido

Folha de rosto

Declaragio do investigador dobre orgamento e centros onde o estudo se realizara
Carta de aprovagdo desta Comissio

Curriculum vitae do pesquisador responsavel

A S i



ANEXO 2

Iniciais do paciente
Niuimero do paciente

Informacoes para o paciente e Consentimento Livre e Esclarecido

AVALIACAO DOS FATORES PROGNOSTICOS EM GLIOBLASTOMA
Nome do paciente:
Nimero do paciente:

Nome e Endereco do investigador: Jodo Céndido Araijo
R. Alcidez Munhoz, 433 — Curitiba-PR - 80810-040
Telefone: 41-3350191

Este documento deve estar em duas vias, uma para o paciente, outra para o investigador.

Caro paciente,

Por favor, leia este documento com atenc@o. Trata-se de um convite para participar de uma pesquisa, na qual vocé nio &
obrigado a participar. E importante que vocé leia todas essas informagdes para conhecer a proposta do estudo. Se vocé nio
entender qualquer informagao deste formulério, seu médico estara a disposi¢@o para esclarecer suas dividas.

Objetivo do estudo

Analisar altera¢des genéticas ocorridas nos tumores em estudo, através das alterages de protefna ocorridas, que
sdo demonstraveis por métodos de imunohistoquimica, no mesmo material patolégico previamente estudado.
Outros elementos clinicos, patolégicos e radiolégicos ja foram avaliados e correlacionados. Serdo estudados neste
desdobramento do projeto, na mesma populagéo o indice proliferativo dos tumores e alteragdes ocorridas nos
genes supressores (p53, p21, p27). e oncogenes (EGFR). A andlise dos dados extraidos, isoladamente € em
correlagdo com os jé existentes, devera fornecer novos subsidios para melhor compreensdao do comportamento
biolégico do tumor, nuances de prognéstico e novas estratégias terapéuticas.

Eu sou obrigado a participar do estudo?
Ngo. Sua participagdo € voluntdria. Se vocé preferir ndo participar, ndo precisa se explicar. Vocé também pode desistir a
qualquer momento sem dar explicagdes. Seu acompanhamento médico e relacionamento nao serao afetados.

O que vai acontecer se eu participar?

Se vocé concordar em participar do estudo, antes de mais nada, nds pediremos que vocé assine um termo de adesao ao estudo
(este consentimento informado). Durante o estudo vocé passaréd por consultas médicas rotineiras, as mesmas que se submeteria
caso ndo concorde com a ades#o, consultas estas para controle do tratamento vigente. Caso o paciente esteja impossibilitado de
comparecer a consulta, faremos contato telefénico para controle evolutivo. O paciente devera informar o médico caso haja
qualquer intercorréncia no periodo de acompanhamento, ficando o 6nus do contato telefonico a cargo do investigador.

Quais sio os beneficios do estudo?

O estudo pode conduzir a identificacdo de fatores progndsticos modificdveis, beneficiando futuros portadores deste tumor
cerebral bem como permitindo a implantagio de novas modalidades terap€uticas baseadas nas evidéncias fornecidas pela
presente investigacao.

Quais os riscos envolvidos?
Nenhum. Dado que o estudo ndo apresenta nenhuma intervencéo diferente da rotina do tratamento do glioblastoma, o presente
estudo nao adiciona nenhum risco extra ao tratamento do individuo envolvido na pesquisa.

Haver4 algum custo envolvido?
Vocé ndo serd pago diretamente por participar do estudo, mas qualquer gasto extra com telefone ou transporte para consultas
serd reembolsado. Consultas extras, fora da rotina de tratamento, também serdo reembolsadas.
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Numero do paciente

Quem est4 organizando e conduzindo o estudo?

O estudo foi organizado e serd conduzido pelos Servigos de Neurocirurgia € Patologia do Hospital Nossa Senhora das Gragas
em conjunto com o Servigo de Neuropatologia do Hospital de Clinicas, Universidade Federal do Paran4, ambos em Curitiba,
Parana.

Confidencialidade

Sua privacidade estard protegida. As pessoas que trabalham neste estudo vdo verificar seu prontudrio. Pela assinatura deste
termo de consentimento, vocé esta concordando em permitir que estas pessoas vejam estas anotagdes. Quando os resultados
deste estudo forem publicados, sua identidade continuard preservada ficando toda responsabilidade por sua privacidade
diretamente ligada ao pesquisador principal deste estudo.

Posso mudar de idéia?

Sua participagio no estudo € voluntdria. Vocé ndo estard abrindo mao de seus direitos se assinar este termo de consentimento.
Vocé pode desistir do estudo a qualquer momento, sem afetar seu tratamento presente ou futuro. Da mesma forma vocé pode
ser desligado do estudo caso ndo siga corretamente as orientacdes do seu médico.

Quem contactar .

Por favor, releia e estude essas informacdes e esclareca suas dividas. Vocé pode contatar o médico do estudo, Dr. Jodo
Céndido Araijo pelo telefone 41-3350191, a qualquer momento se tiver outras ddvidas.

Ele vai lhe manter atualizado sobre o estudo bem como pode fornecer qualquer informagao sobre seus direitos como sujeito da
pesquisa.

Consentimento Informado do paciente ou representante legal
Favor preencher abaixo 0 nome do médico com quem vocé falou sobre o estudo e assinale um X nas respostas abaixo.

(coluna do SIM ou do NAO)
Eu falei com o Dr. sobre o estudo.
PERGUNTA Sim Nao
1. Euli o consentimento informado e tenho uma cdpia deste
2. Eu pude conversar com o médico e esclarecer todas as minhas dividas
3. O médico explicou-me o estudo e eu entendi
4. Eu entendo que vou receber informacdes sobre os objetivos do estudo neste consentimento informado
5. Eu entendo que as informagGes sobre este estudo serdo mantidas dentro de sigilo, sem qualqug

identificagdo do paciente

o

Eu entendo que tenho liberdade para desistir do estudo a qualquer momento, sem dar qualquer explicaci
e sem prejuizo em futuros tratamentos

7. Eu concordo em participar do estudo e dou meu consentimento pleno € espontineo.

Nome do paciente: (letra de forma)
Assinatura do paciente: Data:
Nome da testemunha: (letra de forma) Data:
Nome do médico: (letra de forma)
Assinatura do médico: Data:
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ANEXO 3 - INSTRUMENTO UTILIZADO PARA COLETA DOS DADOS DE
REVISAO DOS PRONTUARIOS MEDICOS E DADOS DE SEGUIMENTO

1)Identificagio
Nome:

Registro:
Endereco:

Sexo M F

Idade
Cirurgido:

Data da internagdo: / /
2)Clinica (HX + EF)

Cefaléia

N/V
Déficit focal

Duragéo inicio sintomas / diagnéstico:
Karnofski pré-operatdrio:

3)Exames de imagem

RM& TC

Data do diagnéstico / /
Papiledema
Outros

4)Cirurgia

Data da cirurgia //
Grau de ressec¢io Total
Complicagoes pos-operatérias

Local da lesdo:

Parcial __ %

Biopsia

5) Radioterapia pés-operatéria
6) Quimioterapia S N

TEvolucio
Estado atual

S N

Esquema:

DI: / /. DT: /7.

# de ciclos

Karnofski (6m) (12m)

8) Reoperacgéo S
Karnofski pré-op nesta ocasido:

9) Morte
Data: / / .
Causa Morte:

(18m)

N Data:

(24m) (36m)

Relacionada ao GBM S N
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