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Resumo

Introdugdo: Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) constituem um grupo
heterogéneo de neoplasias e representam o tumor solido mais comum na infincia e
adolescéncia (DEANGELIS 2001). A tumorigénese ¢ um processo de multiplas etapas
envolvendo alteragdes genéticas que levam a transformagdo progressiva de células normais
para a formacao de derivados altamente malignos (HANAHAN 2000). O receptor do fator
de crescimento epidermal (EGFR) é um receptor transmembrana que atua num sistema de
sinalizagdo fundamental para a fisiologia normal da célula e na manuten¢do do estado
tumorigénico (JORISSEM 2003). O EGFR e seus ligantes estdo envolvidos em mais de
70% de todas as neoplasias (YARDEN 2001). Em varios tipos de tumores, incluindo os
tumores cerebrais, 0 EGFR ¢é expresso aproximadamente 100 vezes mais do que o nimero
normal de receptores encontrados na superficie de células normais. A hiperexpressdo do
EGFR e do ErbB2, tem sido associada com neoplasias que apresentam um comportamento
clinico mais agressivo (ALROY 1997).

Objetivos: Analisar a expressao do gene do EGFR em tumores primarios do SNC.

Material e Método: Andlise de 18 amostras de tumores primarios do SNC em criancas de
01 a 14 anos de idade utilizando uma técnica semi-quantitativa de RT-PCR. A coleta das
amostras foi feita no periodo de 2002 a 2004.

Resultados: A amostra foi composta por: um astrocitoma grau I, trés astrocitomas grau III,
trés astrocitomas grau IV, trés carcinomas de plexo cordide, 1 craniofaringeoma, trés
ependimomas, um tumor neuroectodérmico primitivo e trés meduloblastomas. 33% da
amostra apresentou hiperexpressao de EGFR. Ao analisar-se os resultados de expressao do
EGFR nas amostras de astrocitomas verificou-se um aumento na expressao do EGFR para
os tumores de grau IV, com excecdo de uma amostra que apresentou um indice baixo de
0.13 RNAm. Para as demais amostras de astrocitoma grau 3 a expressao do EGFR foi baixa
e os pacientes apresentaram sobrevida com doencga, uma vez que nao foi possivel realizar
ressecgao cirargica total.

Conclusdo:Ainda que este estudo forneca dados de uma populagdo bastante heterogénea ¢é
possivel evidenciar diferencas nitidas de expressao do EGFR entre as diversas histologias
que compreendem os tumores pedidtrico do SNC. Tais resultados sugerem um importante
papel do EGFR nos tumores cerebrais da infancia e encorajam a continuidade de
investigagdes que elucidem a real aplicabilidade deste fator de crescimento como marcador
progndstico e alvo terapéutico.

Palavras chave: tumores do SNC, oncologia pediatrica, EGFR



Summary

The tumors of the Central Nervous System (CNS) constitute the heterogeneous group of
neoplasm and represent the solid tumor more common on childhood and adolescence. The
tumorigenesis is a process of many steps including genetics changes resulting in a
progressive transformation of the normal cells in malignant cells. The epidermal growth
factor receptor (EGFR) is a transmembran receptor that acts on the important signalization
system of the physiologic normal cell and maintains the tumorigenesis status. It occur in
many tumor types, including brain tumors. The EGFR is expressed about 100 times more
on the surface of cancerous cells than on surface of normal cells. The overexpression of
EGFR and ErbB2 in cancerous cells, have been associated with a more agressive outcome.
Objective: to analyse the EGFR gene expression on primary tumors of CNS.

Methods: Analysis of the 18 samples of the primary CNS tumors in pediatric patients by
semi-quantitative RT-PCR assay. The samples were collect between the years of 2002 and
2004.

Results: We analyzed one astrocytoma grade I, three astrocytomas grade II, three
astrocytomas grade IV, three plexus choroideus tumors, one craniopharyngioma, three
ependymomas, one primitive neuroectoderm tumor and three medulloblastomas. Thirty-
three per cent of the samples showed overexpression of the EGFR gene. When analyzing
only the astrocytomas, we found the highest expression of the EGFR gene in the grade IV
tumors, with the exception of one sample that showed a low index of 0.13 mRNA. The
expression of the EGFR gene in the grade III astrocytomas was low.

Conclusion: Despite the right heterogeneous population evaluated, it was possible to find
clear differences of the EGFR gene expression between the various histologies of pediatric
CNS tumors and among astrocytomas stages III and I'V. These results suggest an important
role of the EGFR gene in the development of pediatric CNS tumors. It is important to
encourage new studies to elucidate the real applicability of the EGFR as a prognostic factor
and as potential therapeutic target.

Word-Key: tumors of the Central Nervous System, pediatric oncology, EGFR
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1. Introducdo: Tumores do Sistema Nervoso Central

1.1 Classificacdo

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) constituem um grupo heterogéneo
de neoplasias e representam o tumor sélido mais comum na infancia e adolescéncia com
uma incidéncia anual de 33 casos em cada 1.000.000 de criangas (DEANGELIS, 2001).
Sao classificados de acordo com o tipo histologico, no entanto, a localizagao e extensdo da
doenga sdo importantes caracteristicas que influenciam no tratamento e definicdo do
prognostico. Atualmente técnicas de imunohistoquimica, citogenética e biologia molecular
tém sido incorporadas para obter um diagndstico mais preciso, bem como para alocacao de
pacientes e grupos de risco de recidiva.

Aproximadamente 50% dos casos sdo de tumores de localizacdo infratentorial,
principalmente no cerebelo e quarto ventriculo e incluem meduloblastoma (tumor
neuroectodérmico primitivo), astrocitoma cerebelar (usualmente pilocitico mas também
fibrilar e alto grau), ependimoma (de baixo grau ou anaplasico) e os tumores de tronco
cerebral. Os tumores supratentoriais incluem todos os tumores com origem na regido selar e
supraselar, no cérebro ou no diencéfalo. Os mais freqlientes sdo tumores de células
germinativas, astrocitomas de baixo grau, gliomas de alto grau (astrocitoma anaplasico e
gioblastoma  multiforme), tumor  neuroectodérmico  primitivo, ependimoma,
oligodendroglioma (baixo e alto graus), tumores do plexo corodide (papiloma e carcinoma),
tumores da pineal, meningeoma e outros menos freqlientes. Os tumores do corddo espinhal
representam menos de 2% dos tumores do SNC. Dois tercos deles tem origem intramedular
como astrocitomas de baixo grau ou gangliogliomas. Outros tumores incluem

ependimomas, gliomas de alto grau e menos freqlientemente os tumores neuroectodérmicos
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primitivos (PNET). A classificagdo dos tumores do corddo espinhal ¢ feita de acordo com
as caracteristicas histopatologicas do tumor e nao difere daquelas utilizadas para os tumores
primarios do SNC.

Outra classificacao freqiientemente utilizada ¢ a da Organiza¢cdo Mundial de Saude -
World Health Organization (WHO) (KLETHUES, et al 2002) que foi definida a partir de
um consenso entre neuropatologistas em conferéncia internacional em 1999. Os tumores do
SNC foram classificados em nove categorias (tabela 1) sendo a primeira categoria os
Tumores de Tecido Neuroepitelial (tumores primarios do SNC) os quais representam uma
propor¢do significativa das neoplasias intracranianas. Essas mesmas neoplasias estdo

também classificadas em subtipos diferentes de tumores, de acordo com a tabela 2.

TABELA 1: Classificagao dos tumores do SNC.

Tumores de tecido neuroepitelial

Tumores de nervo medular e cranial

Tumores de meninges

Neoplasias hematopoiéticas

Tumores de células germinativas

Lesoes cisticas e lesdes semelhantes a tumores

Tumores pituitarios

Tumores de outras localizagdes originados de tumores regionais
Tumores metastaticos

WXk D=

Referéncia: KLEIHUES, et al 2002
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TABELA 2: Subclassificagdo dos tumores neuroepiteliais.

Tumores Neuroepiteliais

Tumores Astrociticos

Astrocitoma Pilocitico

Astrocitoma Baixo Grau

Astrocitoma Anaplésico

Glioblastoma Multiforme

Xantroastrocitoma Pleomorfico

Astrocitoma Subependimal de Células Gigantes

Tumores Oligodendrogliais
Oligodendroglioma
Oligodendroglioma Anaplésico

Tumores Ependimais
Ependimoma
Ependimoma Anaplasico
Ependimoma Mixopapilar
Subependimoma

Gliomas Mistos
Oligoastrocitoma Misto
Oligoastrocitoma Anaplasico

Tumores de Plexo Coroide
Papiloma de Plexo Coroide
Carcinoma de Plexo Coroide

Tumores Neurogliais Misto e Neuronal
Gangliocitoma, Ganglioglioma
Tumor Neuroepitelial Embriobléstico

Tumores Pineais
Pinealoma, Pinealoblastoma

Tumores Embrionais

Neuroblastoma

Retinoblastoma

Tumor Neuroectodérmico Primitivo (PNET): meduloblastoma; PNET espinhal e
cerebral (supratentorial)
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Apesar das diversas tentativas de uniformizar a nomenclatura dos tumores do SNC,
pode ocorrer dificuldade, especialmente para o ndo especialista, ja que existem diferentes
nomenclaturas para designar a mesma doenca. Por esta razdo ¢ importante acrescentar
algumas consideragdes que permitem melhor entender a terminologia utilizada para os
tumores do SNC na infancia.

DAUMAS-DUPORT e colaboradores (1988) subclassificaram os astrocitomas em
graus que variam de I a IV de acordo com a presenca ou nao de atipia nuclear, grau de
mitose, proliferacdo endotelial e/ou necrose. O grau I ndo apresenta nenhum desses
critérios; grau II apresenta pelo menos 01 critério; grau III apresenta 02 critérios € o grau
IV apresenta no minimo os trés ultimos critérios descritos.

Dos tumores originados do tecido neuroepitelial os tumores astrociticos sdo os mais
freqlientes em Pediatria, e destes, em particular os astrocitomas pilociticos, também
conhecidos como astrocitomas grau I. Estdo tipicamente localizados no cerebelo ou nervo
optico, sdo raramente invasivos € nao apresentam tendéncia de progredirem a anaplasia. O
progndstico ¢ relativamente favoravel, particularmente nos casos de resseccdo completa
(POLLACK, 1994; DEUTSCH, 1990), o que difere de pacientes adultos com uma média
de sobrevida de 05 anos (BAUMAN, et al 1999; ROCHA, 2002) onde a maioria dos
pacientes morrem por progressao dessa doenga para glioma maligno de alto grau
(BAUMAN, et al 1999).

Os astrocitomas de baixo grau, também classificados como astrocitomas grau II
localizam-se predominantemente em hemisférios cerebrais. O tecido apresenta celularidade
baixa e pleomorfismo minimo. No entanto, tem tendéncia a infiltragcdo difusa envolvendo o
parénquima cerebral. Os astrocitomas anapldsicos também classificados como grau III

apresentam menor celularidade e areas de mitose diminuida quando comparados aos
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glioblastomas multiformes. Localizam-se predominantemente em hemisférios cerebrais. Os
glioblastomas multiformes ou astrocitomas grau IV, apresentam alto indice de proliferacao
celular e anaplasia. Estdo localizados na regido frontotemporal e também nos lobos
parietais (POLLACK, 1994).

Os ependimomas sdo comuns em criancas e adolescentes. Desenvolvem-se na parte
interna dos ventriculos, sendo o 4° ventriculo a localizacdo preferencial. Em torno de 6%
dos ependimomas sdo infratentoriais e 40% sao supratentoriais, podendo ser classificados
como sendo de baixo e alto grau (LEVIN, et al 2001). Compreendem 6% dos gliomas e
cerca de 85% sdo de baixo grau (KLEIHUES e CAVENEE, 2000).

Outro grupo de tumores que acometem preferivelmente o sistema ventricular sdo os
tumores de plexo cordide. Constituem cerca de 1% a 4% de todas as neoplasias
intracranianas na infancia. Sete por cento ocorrem nos primeiros anos de vida (PACKER, et
al. 1992; PENCALET, 1998). Sao na maioria das vezes benignos e tratados somente com
cirurgia, motivos pelo qual o prognoéstico ird depender do grau de ressec¢dao. Nos casos de
ressec¢do subtotal, a radioterapia € freqiientemente utilizada sendo que a quimioterapia nao
tem papel importante para o tratamento dessas lesdes (BERGER, et al, 1998).

Os oligodendrogliomas sdao tumores mais comuns em adultos jovens. Ocorrem
usualmente no cérebro com crescimento lento e normalmente ndo infiltram pelo tecido
cerebral. Esses tumores compreendem 4.6% dos gliomas (PRADOS, et al. 1998;
DEANGELIS, 2001).

Outras neoplasias intracranianas originadas de células gliais sdo aquelas localizadas
no tronco cerebral, as quais geralmente compreendem 10% de todos os tumores pediatricos
do SNC; sob a forma de gliomas intrinsicos e difusos (KLEIHUES e CAVENEE, 2000).

Estdo associadas a um prognostico desfavoravel pela impossibilidade de ressecgao
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cirrgica.

Os meduloblastomas sdo tumores de origem ectodérmica, mas nao derivam de
células gliais e sim de neurOnios imaturos presentes na fase do desenvolvimento do
cerebelo. Estdo classificados entre os chamados tumores neuroectodérmicos primitivos
(PNET), representam aproximadamente 20% de todos os tumores primarios do SNC em
pediatria e originam-se exclusivamente do cerebelo (tumores de fossa posterior)
(POLLACK, et al. 1994). Apesar de aparentemente bem delimitado o tumor ¢ altamente
infiltrativo e apresenta forte tendéncia a disseminagao para neuro-eixo. A maioria dos casos
de meduloblastoma ocorre na primeira década de vida e o pico de incidéncia esta entre os
trés e quatro anos de idade (GURNEY, et al. 1999).

Considerado uma variagio do PNET, o pinealoblastoma representa
aproximadamente 50% dos tumores do parénquima pineal. Possuem alta celularidade com
freqiientes areas de necrose e mitose (STROTHER, et al. 2002). Os tumores da regido
pineal compreendem 0.4 a 2% de todos os tumores primarios do SNC na infincia. Dos
tumores de células germinativas, 2/3 ocorrem na regido pineal; sendo que 1/3 ocorre na
regido supraselar (JAKACKI, et al. 1995). Geralmente ndo sdo passiveis de resseccao
completa mas tendem a ser sensiveis ao tratamento quimio e radioterapicos (PACKER, et
al. 1984).

Os craniofaringeomas sao tumores que representam cerca de 6% a 9% de todas as
neoplasias primarias do SNC na infancia. Essas lesdes apresentam uma distribui¢do
bimodal com o primeiro pico durante a infancia dos oito aos dez anos de idade e o segundo
pico apos os 40 anos de idade (POLLACK, et al. 1994). Sao lesdes predominantemente
supraselares que se originam de células parafaringeais. Normalmente sdo compostos por

células benignas com tecido bem diferenciado; no entanto, podem ter curso clinico maligno
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dependendo da localizacao e propensao infiltrativa ao redor de estruturas nobres do cérebro
0 que torna a ressec¢ao completa dificil. Aproximadamente 50% das criancas com
craniofaringeoma apresentam hipertensdo intracraniana como resultado da obstrugdo do

terceiro ventriculo (KLEIHUES, et al. 2000).

1.2 Epidemiologia

Os tumores do sistema nervoso central representam 17% de todas as doencgas
malignas da infancia. Conforme ressaltado anteriormente, constituem a segunda neoplasia
mais freqiiente. Nos Estados Unidos aproximadamente 2.200 criangas e adolescentes até 20
anos de idade sdo diagnosticados anualmente com tumor cerebral, sendo mais de 90%
destes, tumores primarios do SNC. A incidéncia dos tumores do SNC na infancia esta

descrita na tabela 3, de acordo com a classificag@o histologica e idade (RIES, et al. 1999).

Tabela 3: Distribuicdo percentual de tumores malignos do SNC de acordo com idade e

grupo histologico em todas as racas e ambos os sexos na populacdo americana.

Neoplasias Faixa Etaria
< 15 anos (criangas) |> 20 anos (adultos)
Astrocitoma 49.7% 52.1%
Tumor Neuroectodérmico Primitivo 22.9% 20.8%
Outros gliomas: oligodendroglioma, tumor de|15.4% 15.5%

tronco cerebral.

Ependimoma 9.3% 8.6%
Outros Tumores SNC 2.7% 3.0%
Total 100 100

Referéncia: Surveilance, Epidemiology and End Results, 1975-95.
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Embora no Brasil ndo exista um registro de doengas malignas da infancia de base
populacional, existem dados epidemioldgicos a nivel regional e de registros hospitalares. O
Registro Hospitalar de Cancer do Estado de Sao Paulo (FOSP — Fundagdo Oncocentro de
Sao Paulo), apresenta incidéncia de tumores do SNC na infancia no periodo de 2000-2002,
conforme descrito na tabela 4. Embora os dados apresentados pela FOSP tenham intervalo
de idade diferente dos dados apresentados na tabela americana (tabela 3), € possivel
observar a semelhanga na incidéncia dos tumores de acordo com a classificag@o histologica,

onde os astrocitomas e PNETs estdo entre os tumores cerebrais mais freqiientes na infancia.

Tabela 4: Incidéncia de tumores do SNC na infancia, de acordo com a faixa etaria e

classificagao histologica, no periodo de 2000-2002.

Diagndsticos Faixa Etaria
<lano | la4 5a8 9al12 | 13a18 Total %

Ependimoma 03 21 04 07 07 42 11.6
Astrocitoma 05 44 40 35 36 160 44.2
PNET 06 25 31 26 18 106 293
Outros gliomas 00 12 04 05 05 26 07.2
Outras  Neoplasias| 02 06 06 04 10 28 07.7
intracaneanas

TOTAL 16 108 85 77 76 362 100.0

Referéncia: FOSP- Fundag¢dao Oncocentro de Sao Paulo.
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De modo geral, a incidéncia de tumores do SNC ¢ maior em criancas jovens
menores de oito anos de idade do que em criancas mais velhas e adolescentes. Esta
prevaléncia ¢ fortemente atribuida ao predominio de tumores neuroectodérmicos primitivos
(meduloblastomas), gliomas de tronco cerebral e ependimomas, com ocorréncia
predominante antes dos 10 anos de idade. A incidéncia de tumores do SNC ¢ maior em
criancas do sexo masculino do que em criangas do sexo feminino, isso devido a
predominancia de criangas do sexo masculino com PNET e ependimomas. A incidéncia em

criangas de raca branca ¢ maior do que em criangas negras (RIES, et al. 1999).

1.3 Manifestacdes clinicas

Os tumores intracraniais produzem sintomas relacionados ao efeito de massa (e
aumento da pressdo intracraniana) e/ou ao edema causado pela infiltracdo e destruicao do
tecido normal (LOUIS e CAVENEE, 2001).

Os pacientes apresentam sintomas focais e generalizados dependendo do tamanho e
localizagao da lesdo. Geralmente os sinais e sintomas incluem cefaléia, nauseas/vomitos e
alteragdo do nivel de consciéncia, refletindo a presenga de aumento da pressao
intracraniana. Esses sinais e sintomas sdo mais tardios em lactentes até o sexto més de vida,
pois a fontanela e sutura da calota craniana ndo estdo totalmente fechadas permitindo que
ocorra um ajuste temporario do tumor com o tecido normal (STROTHER, et al. 2002).

Nos casos dos tumores supratentoriais, os sinais e sintomas variam desde
hipertensdao intracraniana, papiledema de fundo de olho, até convulsdes generalizadas.
Tumores que envolvem o hipotdlamo podem causar sinais de dificuldade visual ou motora.
E alguns casos pode causar disturbios endocrinolégicos como diabetes insipidus

(ROUSSEAU, et al. 1994).
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1.4 Tratamento

O tratamento de criangas e adolescentes com tumores do SNC representa um
verdadeiro desafio em oncologia pediatrica. Embora uma série de avangos nos ultimos anos
tenha beneficiado criangas e adolescentes com cancer, muitos deles ndo se aplicam aos
tumores do SNC. Virias caracteristicas peculiares dos tumores do SNC os tornam
diferentes de outras doengas malignas da infancia e algumas delas podem contribuir para
sua relativa resisténcia ao tratamento convencional do cancer. Para se obter resultados
satisfatorios ha necessidade de esforcos coordenados de especialistas pediatricos com
experiéncia, como neurocirurgido, neurologista, neuropatologista, radioterapéuta,
oncologista e profissionais das areas de reabilitagdo, endocrinologia e psicologia.

As modalidades de tratamento empregadas nestes pacientes incluem cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. O tratamento primario destes tumores ¢ através de cirurgia, ou
da associagao com radioterapia e/ou quimioterapia, dependendo do tipo histologico, grau de
ressecabiliade cirurgica, localizagdo do tumor e idade do paciente (STROTHER, et al.
2002). Com o tratamento moderno, os indices de sobrevida de criancas e adolescentes com
tumores do SNC sdo superiores a 50%. O tratamento destes pacientes deve ser
individualizado, preferencialmente seguindo modelos de estudos cooperativos, com o
objetivo de oferecer os melhores indices de cura e minimizar os efeitos tardios do

tratamento.
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1.4.1 Cirurgia

A abordagem terapéutica inicial de tumores do SNC ¢ a abordagem cirurgica
visando a ressec¢ao tumoral. Em tumores volumosos ou localizados em estruturas vitais a
remocao total do tumor torna-se inviavel, nestes casos a biopsia pode ser informativa e
auxiliar na defini¢do terapéutica posterior (FREEMAN e FARMER, 1998).

Virios estudos mostram que a resseccao cirargica tem impacto na possibilidade de
sobrevida de pacientes com tumores cerebrais, particularmente os ependimomas (NAZAR,
et al. 1990; ROUSSEAU, et al. 1994; POLLACK, et al. 1995a; HORN, et al. 1992),
gliomas de alto grau (CAMPBELL, et al. 1996; WISOFF, 1998) meduloblastoma
(ALBRIGHT, et al. 1995), gliomas de baixo grau (POLLACK, et al. 1995b) e neoplasias de
plexo cordide (BERGER, et al. 1998). No entanto, a maior limitagdo para conseguir
resseccao cirargica ampla tem sido o risco de morbidade imediata ou a longo prazo,
principalmente para tumores localizados em regides funcionais criticas (STROTHER, et al.

2002).

1.4.2 Radioterapia

A radioterapia (RT) ¢ um tratamento loco-regional realizado através da emissao de
radiacdes ionizantes nas areas de envolvimento tumoral. Tal modalidade terapéutica ¢
freqiientemente utilizada em tumores do SNC e tem por objetivo destruir as células
tumorais, reduzir o risco de recidiva local (STROTHER, et al. 2002), prevenir
disseminagdo de células malignas ao longo do neuro-eixo. Representa uma opg¢ao de
tratamento local que estd indicada para tumores irressecaveis ou quando a resseccao

cirargica ¢ incompleta (HODGSON, et al. 2001).
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A radiagdo danifica o material genético da célula tumoral evitando o crescimento e
proliferacao (JENKIN, et al. 1995). Por atuar diretamente no mecanismo de divisdo celular
a radioterapia ¢ bastante eficaz em cé¢lulas neoplésicas; no entanto as células normais,
particularmente em pacientes pediatricos jovens, também estdo em processo de reproducao
e divisdo o que torna a utilizagdo de radioterapia craniana quase proibitiva em criancas
menores de 03 anos de idade (DOBBING e SMART 1974), devido aos efeitos adversos no
crescimento e desenvolvimento neuroldogico do paciente (PACKER, et al. 1989;
JONSOHN, et al. 1994; PACKER, et al. 2002).

A eficacia da radioterapia ¢ varidvel de acordo com o tipo histolégico do tumor.
Tradicionalmente os tumores de tronco cerebral sdo tratados com radioterapia em virtude
da impossibilidade de resseccao cirirgica. A radiagdo fracionada tende a ser preferencial
por lesar menos as células sadias em relagdao as células tumorais. Quando ¢ administrada
mais de uma fracdo ao dia, a radioterapia ¢ considerada hiperfracionada. Essa modalidade
terap€utica oferece a oportunidade de escalonar a dose de radiagdo sem aumentar o risco de
dano aos tecidos normais, uma vez que o intervalo de seis a oito horas permite que as
células normais se recuperem, ao contrario das células malignas (STROTHER, et al. 2002).

A resposta do tecido cerebral a radiagdo € classificada em trés tipos: a) reagdes
agudas, que ocorrem durante o tratamento; b) reacdes subagudas, que ocorrem em poucas
semanas até dois a trés meses apds término do tratamento; e c) reagdes tardias que podem
aparecer apds varios meses ou anos do término do tratamento (LEIBEL e SHELINE, 1991).
Tanto as complicagdes precoces quanto as tardias advindas da radioterapia podem incluir a
formagdo de edema, dano em oligodendroécitos, retardo na sintese de mielinizagdo e dano
no endotélio ocasionando necrose (STROTHER, et al. 2002). Os sintomas clinicos incluem

crises convulsivas e alteragdes neuropsicologicas de graus variados. Tais complicacdes
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podem surgir varios anos ap6s término do tratamento como resultado de lesdo direta nos
vasos sanguineos cerebrais, a qual podera causar danos neurologicos irreparaveis (LEIBEL,

et al. 1987; COSTELLO, et al. 2004).

1.4.3 Quimioterapia

Os tumores do SNC tendem a ser infiltrativos localmente e por isto um numero
expressivo de pacientes tem recorréncia no sitio primario apos tratamento local com
cirurgia e/ou radioterapia. Por esta razao tem crescido em importancia o uso de tratamento
sist€tmico com agentes antineoplasicos. O tratamento quimioterapico, entretanto, tem a
limitacdo Obvia de utilizar agentes antineoplasicos que, para atuar no tecido tumoral,
necessitam penetrar através da barreira hematoliquorica, a qual influencia profundamente
na penetragdo das drogas no sistema nervoso central. Por exemplo, as drogas procarbazina,
lomustina e carmustina sdo agentes ativos em tumores do SNC e que, apds administracao
sistémica, mantém niveis terapéuticos no liquor. (LEVIN, et al. 2001). Outras drogas
ativas com evidéncia de atividade em tumores do SNC incluem etoposide, vincristina,
ciclofosfamida, metrotexate e cisplatina (PACKER, et al. 1993; COHEN ¢ DUFFMAN
1994; SHAPIRO, et al. 1989; PRADOS, et al. 1998; CAMPBELL, et al. 1996).

A administragdo de drogas diretamente no espago intratecal através de pungdo
lombar ou através de um reservatorio ventricular em teoria permitiria utilizar drogas
eficazes com limitada penetracdo no SNC ap6s administracdo sistémica. Entretanto, esta
estratégia, tem sido comprovadamente eficaz apenas como medida profilatica, ja que
diversos mecanismos bioquimicos de afluxo de drogas limitam a obtencdo de

concentracdes adequadas das drogas no liquor. Outro fator limitante ao uso desta
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modalidade terapéutica € o risco aumentado de toxicidade ao SNC quando medicagdes sao
administradas diretamente no espacgo subaracnoide.

Diferentemente de adultos, na infancia os tumores do SNC representam uma grande
diversidade histologica, de comportamento bioldgico, resposta terapéutica e progndstico.
Para alguns tumores como meduloblastoma e gliomas de alto grau nao primarios de tronco
cerebral, a associacdo de quimioterapia (QT) a radioterapia (RT) tem melhorado o
prognostico. Para pacientes abaixo de trés anos de idade, nos quais a radioterapia apresenta
risco acentuado de toxicidade neurologica e para pacientes com gliomas de baixo grau
irressecaveis, o uso de quimioterapia permite postergar a administra¢do de radioterapia para
uma idade na qual os riscos de toxicidade podem ser aceitaveis (DUFFNER, et al. 1993).

O uso de quimioterapia neoadjuvante (pré-irradiacao) tem sido utilizado de forma
crescente no pos-operatorio; neste periodo, o acesso das drogas ao SNC fica facilitado
devido a ruptura temporaria da barreira hemato-liquorica.

No presente, inimeros estudos em desenvolvimento por grupos cooperativos,
tentam identificar combinagdes de drogas quimioterapicas e subgrupos de pacientes para os

quais o tratamento sist€émico possa ser usado com vantagem.

1.4.4 Uso de doses mieloablativas de quimioterapia e resgate com transplante de
celulas tronco hematopoiéticas
Pacientes com tumores recorrentes tem um prognostico sombrio. Embora algumas
respostas tenham sido documentadas, a maioria das drogas permite apenas tratamento
paliativo, e as respostas tendem a ser de curta duracdo. Um método que tem sido utilizado
mais recentemente para otimizar a eficacia das drogas quimioterdpicas ¢ a utilizacdo de

megadoses ou doses mieloablativas de agentes antineopldsicos e resgate do sistema
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hematopoiético com transplante autélogo de células tronco coletadas em sangue periférico.
A maioria dos estudos, entretanto foram realizados em adultos e estdo associados a
toxicidade acentuada, principalmente mielossupressdao severa, infecgdes, mucosite e
diarréia (FINE e ANTMAN, 1992; COTTU, et al. 1994; CAIRNCROSS, et al. 2000;

OZKAYNAK, et al. 2004; NAKAMIZO, et al. 2005).

1.4.5 Tratamento experimental

Tendo em vista a grande dificuldade em se obter resultados promissores no
tratamento de tumores primarios do SNC através de terapias convencionais, cresce cada vez
mais o interesse em terapias experimentais. Tais terapias tém como foco principal o
aprimoramento do tratamento utilizado atualmente e o desenvolvimento de novas
modalidades que utilizem drogas que atuem diretamente em células alvo com o minimo de
dano as células normais.

Novos agentes citotoxicos vém sendo utilizados em estudos clinicos com pacientes
pediatricos, como por exemplo, a temozolomida, a idarrubicina, o fotemustin, o irinotecan,
o0 topotecan e o tamoxifeno.

A temozolomida (TMZ), agente analogo da dacarbazina, quando avaliada em estudo
de fase Il em pacientes pediatricos com gliomas de alto grau ndo mostrou resultados
satisfatorios. LASHFORD e colaboradores (2002) verificaram que a taxa de resposta
objetiva (resposta completa ou resposta parcial) em pacientes pediatricos com gliomas que
utilizaram TMZ sdo menores do que em adultos. Isso se deve a diferenca de
biodisponibilidade da droga entre adultos e criancas e a aquisi¢ao de resisténcia a droga.
Em outro estudo de fase II com TMZ os resultados foram semelhantes, embora o estudo

tenha apresentado como resultado final 28% de resposta parcial e 11% de resposta
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completa para um total de 57 pacientes incluidos no estudo, apenas seis pacientes eram
pediatricos (GILBERT, et al. 2002).

A idarrubicina é outro agente citotoxico que demonstrou limitada eficacia. A
maioria dos pacientes apresentou progressao de doenca, sendo que 6% apresentaram
doenga estdvel e um paciente com meduloblastoma obteve resposta parcial (ZOANN,
2003).

Um estudo pioneiro que utilizou um tUnico agente derivado da nitrosuréia, o
fotemustin, foi realizado por HARGRAVE e colaboradores (2002). Este agente citotdxico
analogo da carmustina (BCNU) e da lomustina (CCNU) mostrou boa tolerabilidade e
atividade antitumoral em pacientes pedidtricos com tumores refratarios do SNC.

Em estudo de fase II, o paclitaxel foi bem tolerado por pacientes pediatricos com
tumores do SNC recidivados (HURWITZ, et al. 2001).

O irinotecan ¢ um inibidor da topoisomerase I que quando utilizado em combinagdo
com BCNU apresentou aumento do efeito antitumoral (FREDMAN, et al. 2003). Outro
inibidor da topoisomerase I, o topotecan, também avaliado em pacientes pediatricos em
estudo de fase II mostrou que, quando administrado em uma dose diaria, 50% dos pacientes
apresentaram doenca estavel e 14% obtiveram resposta parcial (WAGNER, et al. 2004).

Além da utilizagdo de novas drogas citotoxicas, novas combinagdes de agentes t€m
sido propostas para estudos clinicos. Um exemplo é a combinacdo de procarbazina,
tioguanina, CCNU e vincristina para o tratamento de gliomas de baixo grau em pacientes
pediatricos, este regime apresentou resultado mais efetivo quando comparado com o
esquema convencional que utiliza vincristina e carboplatina (LANCASTER, et al. 2003).

A proliferacao vascular ¢ um importante fator para o desenvolvimento de gliomas.

Por esta razdo agentes antiangiogénicos que reduzem o suplemento de sangue tem sido
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sugeridos para estudos clinicos com pacientes pediatricos e incluem, talidomida, TNP-470,
endostatina e angiostatina. A talidomida foi a primeira droga antigiogénica a ser testada em
tumores cerebrais, tanto a talidomida quanto a angiostatina ndo demonstraram resultados
promissores (KLEINMAN e LIAU, 2001; KURJAK, 2003). BEN e colaboradores (2002),
no entanto, concluiram que compostos antiangiogénicos podem ser incluidos na terapia de
manutencdo de pacientes com alto risco de recidiva ou em pacientes com evidéncia de
doenga sem interferir na qualidade de vida.

Outro método experimental para tratamento de tumores do SNC ¢ a transferéncia do
gene que codifica a enzima timidina quinase para dentro das células tumorais, utilizando o
adenovirus herpes simplex (HSV-tk) como vetor (SMITH, et al. 1998). Quando o gene ¢
incorporado ao genoma das células malignas, estas sintetizam a timidina quinase que
catalisa a conversdao de analogos de nucleotideos subseqiientemente administrados, tais
como ganciclovir, em nucleotideos citotoxicos, resultando em morte celular. Na pratica, se
observou que o efeito citotoxico foi ampliado, uma vez que os falsos nucleotideos
migraram das células mortas para células adjacentes, independentemente de terem sido
transfectadas ou ndo (bystander effect). Em estudo de fase I, PACKER e colaboradores
(2000) concluiram que a utilizagdo da terapia com gene suicida in Vivo apenas para um
seleto grupo com tumores localizados na regido supratentorial. Em outro estudo utilizando
cultura de células de meningiomas, concluiu-se que a transferéncia génica com adenovirus
em tumores que expressam os receptores alvo ¢ efetiva e, portanto, constitui um agente
promissor para a terapia génica de meningiomas (DIRVEN, et al. 2002). Em outro estudo
mais recente, onde foi utilizada linhagem de células de neuroblastoma, observou-se
efetividade com o tratamento que utiliza o sistema HSV-th/ganciclovir (GVC) (BI e

ZHANG 2003).
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Embora exista uma grande variedade de terapias experimentais para tratamento de
pacientes pediatricos com tumores primarios do SNC, os resultados dos estudos clinicos

ainda sdo muito preliminares.

1.5 AlteracGes Moleculares nas Células Tumorais

A tumorigénese € um processo de multiplas etapas envolvendo alteragdes genéticas
que levam a transformagdo progressiva de células normais para formagdo de clones
altamente malignos (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Conforme proposto por HAHN e
WEIMBERG (2002) uma célula normal necessita adquirir habilidades distintas para se
transformar em uma célula maligna. Essas habilidades incluem a capacidade de gerar sinais
mitogénicos proprios, a resisténcia aos sinais intrinsicos para interromper o seu
crescimento, o escape da morte celular programada (apoptose), a proliferacao sem limites, a
formacdo de novos vasos (angiogénese) e em casos mais avangados, as células tumorais
adquirem habilidades para invadirem novos tecidos e se espalharem para outros 6rgaos.

Os tumores malignos sdo caracterizados por uma desregulacdo no balango entre as
vias de proliferagdo, sobrevivéncia e morte causando proliferacdo aumentada e/ou morte
celular diminuida e conseqiientemente crescimento descontrolado de células tumorais. As
vias de proliferagdo e sobrevivéncia estdo normalmente reguladas por fatores de
crescimento e seus respectivos receptores. Em varias neoplasias, incluindo os gliomas
malignos, uma ativagdo elevada do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR)
contribui para o fenotipo maligno permitindo uma estimulagdo autocrina do crescimento
tumoral. Na grande maioria dos glioblastomas multiformes esta presente uma alteragdo na

via do EGFR, incluindo hiperexpressao desse receptor ou expressao de moléculas mutadas
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de EGFR com atividade constitutiva tirosina quinase (WONG, et al. 1992; FREDERICK, et
al. 2000; MAHER, et al. 2001).

A proliferacao das células normais depende da presenca de fatores de crescimento
ao seu redor. Em contraste, as células tumorais adquirem um estimulo intrinseco para
iniciar a divisdo celular, tornando-se independentes de fatores externos. Ao mesmo tempo
em que as c€lulas aumentam sua capacidade proliferativa, os mecanismos que usualmente
interrompem o crescimento celular sdo desativados (MCCORMICK, 1999). A quinase
ciclina-dependente (CDK) fosforilada ¢ um substrato importante envolvido na ativacdo do
ciclo celular. Diferentes tipos de CDKs atuam em diferentes estagios do ciclo celular
(MORGAN, 1995). A inibi¢do da progressao do ciclo celular est4 sob influencia das CDKs
inibidoras (CDKIs). A alteragdo da fungdo das CDKs e CDKIs pode resultar na progressao
ou inibi¢do do ciclo celular (PRADOS, et al.1998). RAFFEL e colaboradores (1999) em
estudo com células de astrocitomas de pacientes pediatricos identificaram um aumento na
atividade de CDK4 e CDKN2A em 17.6% dos astrocitomas grau 3 e 13.3% dos
astrocitomas grau 4; nos tumores grau 2 nao foram identificadas altera¢des significativas.

A resisténcia a apoptose ¢ uma das principais habilidades adquiridas pelas células
tumorais a qual garante o fendtipo maligno das lesdes. A resisténcia ¢ mediada
freqlientemente pela perda da regulagdo pro-apoptodtica decorrente de mutacdes envolvendo
o gene supressor tumoral p53. A proteina p53 ¢ uma das principais reguladoras do
checkpoint G1, que representa um ponto de controle estratégico onde a integridade do DNA
¢ verificada (CANMAN, et al. 1994), apresentando uma fungdo importante na apoptose,
diferenciagdo celular e angiogénese (HOLLANDER, et al. 1993; OWEN-SCHAUB, et al.
1995). A perda funcional do p53 ¢ crucial na progressdo dos tumores cerebrais e ¢ a

mutagdo genética mais precoce detectdvel em gliomas (HOLLANDER, et al. 1993;
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FUEYO, et al. 1999). As mutagdes no gene supressor pS3 sdao observadas em cerca de 60%
dos astrocitomas de todos os graus, sugerindo que a inativagdo deste gene ¢ fundamental na
origem de tumores de baixo grau, assim como na progressao até glioblastoma secundario
(FULTS, et al. 1992; VAN MEIR, et al. 1994; SIDRANSKY, et al. 1992). Em estudo com
gliomas malignos em pacientes pediatricos POLLACK e colaboradores (2001), concluiram
que a auséncia de mutagdo do gene p53 ou a auséncia de expressdo aumentada da proteina
pode estar associada a um melhor progndstico. Mutagdes do p53 ocorrem numa freqiiéncia
similar nos astrocitomas de alto grau de pacientes adultos e pediatricos, 38% e 28%
respectivamente (POLLACK, et al. 2001). No entanto, a freqiiéncia de mutacdes do p53
nos astrocitomas de alto grau em criancas menores de quatro anos de idade ¢
significativamente menor (RAFFEL, et al. 1999) enquanto que nos tumores de baixo grau
que evoluem para tumores mais agressivos como os glioblastomas, caracteristico em
pacientes adultos, a incidéncia de mutagdes do p53 ¢ elevada com raras alteragdes no
EGFR (WATANABE, et al. 1996; KLEIHUES e OHGAKI 1999, FUJISAWA, et al.
2000).

A angiogénese tem um papel importante na sobrevivéncia das células neoplasicas,
no local do crescimento tumoral e no desenvolvimento de metdstases a distancia
(FOLKMAN, et al. 1995). A indugdo da angiogénese ¢ mediada por multiplas moléculas
que sdo liberadas tanto pelas células tumorais quanto por células normais; incluindo as
células endoteliais, epiteliais, mesoteliais e leucocitos. Entre as familias de moléculas
responsaveis pela angiogénese esta a familia do fator de crescimento fibroblastico (TGF),
fator de crescimento endotelial derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento

transformador-a (TGF-a)), TGF-p, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (FOLKMAN, et al.
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1995; FOX, et al. 1996) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (STEPHAN e
BROCK, 1996).

O VEGF ¢ um mitégeno que regula a proliferagdo endotelial celular e a
permeabilidade vascular (STEPHAN e BROCK, 1996). A expressao aumentada de VEGF e
seus receptores sdo encontrados em varios tumores, incluindo os gliomas malignos, os
quais sao altamente vascularizados e com extensa hipdéxia (CHENG, et al. 1996).
Geralmente a necrose ¢ ocasionada por suprimento insuficiente de sangue, o qual ¢
necessario para o crescimento celular. No entanto, em células tumorais a necrose atua como
um precursor para eventos moleculares angiogénicos (KLEIHUES e CAVENEE, 2000). A
hipéxia ¢ um modulador fisiolégico importante para o VEGF, ativando niveis
transcripcionais e pos-transcripcionais, tanto na angiogénese normal quanto na angiogénese
tumoral (MACHEIN E PLATE, 2000). A expressao aumentada de VEGF em glioblastomas
multiformes esta consideravelmente restrita as areas de células peri-necréticas. A hipoxia
induz a transcricdo de VEGF pela sinalizacdo do fator de transcrigdo HIF-o,, aumentando
concomitantemente a estabilidade do RNAm VEGF (LEVY, et al. 1995). Em adi¢do a
regulacdo do VEGF, a expressao de receptores de VEGF também estara aumentada.

O gene PTEN (analogo tensina-fosfatase) ¢ um gene supressor tumoral localizado
na regido cromossdmica 10g23 que atua como um regulador de sintese protéica de um
numero de processos celulares, incluindo a angiogénese, através da inibicdo da sintese do
VEGF (GU, et al. 1999). Sua ativagao regula o crescimento e sobrevivéncia celular através
da atividade fosfatase lipidica e a adesdo e invasdo através da atividade da proteina tirosina
fosfatase (TAMURA, et al. 1999; WHANG, et al. 1998). O LOH (perda de
heterozigosidade) do cromossomo 10q (inativacdo do PTEN), ¢ um dos danos genéticos

(mutagdes) mais comuns encontrados em glioblastomas multiformes de pacientes adultos;
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ocorrendo em cerca de 70-90% desses tumores (BIGNER, et al. 1988; LI, et al. 1997; LI e
SUN, 1998; DUERR, et al. 1998).

Outro importante fator de crescimento envolvido na patogénese dos gliomas € o
PDGF e seus receptores (oo e ). O PDGF também pode estimular a angiogénese pela
indugdo do VEGF (ZADEH e GUHA, 2003). E classificado como um fator angiogénico
ndo somente em gliomas como também em meningiomas, onde apresenta expressao
aumentada, no entanto, sem uma correlagdo expressiva entre o grau de extensdo da
vascularizacdo (UEBA, et al. 1994; SHAMAH, et al. 1997).

O mecanismo pelo qual estes receptores podem contribuir para tumorigénese inclui
a hiperexpressao de receptores e seus ligantes e a presenca de mutagdes em receptores que

resulta numa atividade anormal mesmo na auséncia do ligante (RAJKUMAR, 2001).

1.5.1 Receptor do fator de crescimento epidermal

O gene EGFR ¢ o oncogene que estd freqiientemente ampliado em tumores
astrociticos, em torno de 70% nos glioblastomas primarios (WATANABE, et al. 1996;
TOHMA, et al. 1998; FREDERICK, et al. 2000; MAHER, et al. 2001) e em poucos
glioblastomas secundarios (EKSTRAND, et al. 1991), e estd associado a um pior
prognostico, especialmente em pacientes jovens (SIMMONS, et al. 2001; SHINOJIMA, et
al. 2003). Tais tumores com amplificacdo do gene EGFR exibem superexpressdo tanto ao
nivel protéico quanto no nivel de RNA, sugerindo que a ativagao dessa via de sinalizagdo ¢
fundamental para a progressao maligna dos glioblastomas (FREDERICK, et al. 2000).

O EGFR ¢ uma glicoproteina de membrana com 170KDa, formada por 1.186
aminodcidos, membro da familia de quatro receptores (EGFr/ErbB-1, HER-2/HerbB-2,

HER-3/ErbB-3 ¢ HER-4/ErbB-4). O fator de crescimento epidermal (EGF) ¢ codificado
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pelo gene EGFR localizado no cromossomo 7 (SRIVASTAVA, et al. 2001; ROCHA,
2002). O EGFR ¢ um receptor transmembrana para o EGF e para o TGF-3, com atividade
tirosinaquinase, atuando num sistema de sinalizacdo fundamental na fisiologia normal da
célula e na manutengdo do estado tumorigénico (JORISSEN, et al. 2003). O receptor ¢
formado por trés dominios maiores: um dominio de ligagdo extracelular que confere um
local de ligagdo especifico, um segmento transmembrana lipofilico e um dominio
citoplasmatico tirosinaquinase (WOODBURN, 1999; ZWICK, et al. 1999; LEVITZKI,
1996).

A caracteristica principal da porgao citoplasmatica do EGFR ¢ a seqiiéncia definida
pelo dominio tirosina quinase. Préximo a terminagdo carboxila do receptor existe 4 locais
de autofosforilagao tirosina EGF-dependente. Dados sugerem que a terminacdo carboxila
(COOH-) define uma regiao autoinibitéria que pode ser exercida pela autofosforilagdao ou
pelo receptor truncado (CARPENTER e COHEN, 1990). Os EGFRs ¢ membros da familia
do receptor tornam-se ativados por dimerizagdo. O mecanismo que promove a formacao de
dimeros receptores inclui a ligagdo de ligantes, hiperexpressao do receptor e transativacao
(heterodimeriza¢do). Apds a dimerizagdo, ocorre ativagdo da atividade intrinseca da
proteina tirosina quinase resultando na autofosforilacdo da porgdo tirosina. Esses eventos
resultam na selecdo e fosforilagdo de varios substratos intracelulares conduzindo a
sinalizagdo mitogénica e outras atividades celulares, conforme ilustrado na figura 1
(MENDELSOHN E BASELGA 2003). A ativacao do EGFR ¢ acompanhada pela ativagao
de cascatas sinalizadoras intracelulares (MapKs) que resulta no aumento da divisao celular

(RAO, et al. 2003).
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FIGURA 1: Mecanismos de ativagdo do receptor do fator de crescimento epidermal

(MENDELSOHN e BASELGA, 2003).

Nas células malignas, varios mecanismos incluindo a hiperexpressao do receptor, o
aumento da concentragao dos ligantes e diminui¢ao do turnover do receptor e a presenca de
mutagdes podem contribuir para a sinalizagdo do EGFR (MUKOHARA, et al. 2003). Os
autores MUKOHARA, et al (2003) e JORISSEM, et al (2003) destacam que a presenga de
fatores de crescimento associada a um aumento na expressao dos seus receptores pode ser
interpretada como um elemento prognostico desfavoravel, particularmente nos casos de
neoplasias.

Os efeitos da expressao do EGFR em células tumorais estdo sumarizados na tabelas.
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TABELA 5: Efeitos da expressdao do EGFR em células tumorais:

Aumento da motilidade celular (WERBEEK, et al. 1998; WELLS, 2000)
Aumento da adesao celular (HAZAN e NORTON, 1998)

Alteragao na regulacao do ciclo celular (GIORDANO, et al. 1998; PERRY, et
al. 1998)

(aumento da proliferagao)

Bloqueio da apoptose (GIBSON, 1999)

Promogao da angiogénese (KERBEL, et al. 1998)

1.5.1.1 EGFR na proliferacéao celular

Varios estudos demonstraram a importancia dos fatores de crescimento na
proliferacdo celular (COHEN, 1965; CARPENTER ¢ COHEN, 1979; KERBEL, et al.
1998; GORLA, et al. 2001); uma vez que a ativacdo do EGFR gera sinais intracelulares que
culminam na proliferagao celular (WAKELING, et al. 2002).

O efeito do EGFR na proliferagdo celular ¢ mediado por ativadores mitogénicos
proteina quinases que sao capazes de ativar as proteinas a partir da adi¢ao de grupamentos
de fosfato, desencadeando cascatas sinalizadoras intracelulares (JOSEPH, et al. 2001;
BRUGGEMAN, et al. 2002) que amplificam os sinais e estimulam células quiescentes a
entrarem no ciclo celular (RAFFERTY, et al. 2001). Os fatores de crescimento ligam-se ao
receptor (EGFR) nas células epiteliais estimulando a proteina tirosina quinase a promover a
fosforilagdo do receptor com conseqiiente producdo de um sinal que altera a regulagao

genética resultando na proliferagdo destas células (MURRAY e LESSEY 1999, RAW ¢
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HO, 2000; BALARAM, et al. 2001). Um dos mais importantes sinais traduzidos a partir da
ativacdo do EGFR ¢ o caminho regulado pelas proteinas da familia Ras. As proteinas Ras
sdo reguladoras da mitogénese e atuam como intermedidrias entre o receptor tirosina
quinase da membrana citoplasmatica e a cascata serino/tirosina quinase intracelulares
(JOSEPH, 2001; et al. CARPENTER, 2003) resultando na proliferacdo celular. Essa
importante enzima mitogénica estd elevada em varias neoplasias. Sua atividade estd
altamente regulada pela sinalizacdo de receptores de fatores de crescimento como o EGFR
e o PDGFR. Embora a atuacdo direta correspondendo a mutagdo do gene Ras ocorra em
30% de todas as neoplasias; essa mutagdo ¢ rara em glioblastomas multiformes (RAO, et
al. 2003).

O EGFRVIII ¢ a mutacdo mais freqiiente do gene EGFR (TOHMA, et al. 1998;
LEARN, et al. 2004), com delecdo dos aminoécidos 6-276 (WIKSTRAND, et al. 1997).
Tal mutagdo resulta em aumento da proliferagao celular e diminui¢do da morte celular
(NAGANE, et al. 2001), motivo pelo qual os tumores com expressao positiva do EGFRvIII
tém pior prognoéstico (DIEDRICH, et al. 1995). LAL e colaboradores (2002) em estudo in
vitro utilizando linhagens celulares de glioblastomas observaram que o EGFRVIII induz um
modelo especifico de gene que fornece maior motilidade a célula tornando-a mais invasiva,
resultando na invasdo tumoral.

A sinalizacdo do EGFR ndo ¢ importante somente na proliferagao celular. Varios
estudos tém demonstrado que sinais mediados por EGFR também contribuem para outros
processos cruciais na progressao do cancer incluindo angiogénese, invasdo e inibicdo da
apoptose (WOODBURN, et al. 1999; WELLS, 2000; NOOMBERG ¢ BENZ, 2000).

Neste sentido, o aumento na expressao do EGFR tem sido correlacionado com a

progressao neoplasica, menor sobrevida, resposta limitada aos tratamentos (BRABENDER,
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et al. 2001) e com a resisténcia adquirida aos agentes citotoxicos (MEYERS, et al. 1988;
WOSIKOWSKI, et al. 1997). Niveis elevados de EGFR tém sido observados em uma
variedade de tumores incluindo: tumores de prostata, mama, célon, ovario e tumores
cerebrais (BASELGA, 2000, WELLS, 2000, SALOMON, 1995). Cerca de 30-40% dos
gliomas apresentam amplificacdo ou hiperexpressio de EGFR (COLLINS, 1993;
OHGAKI, et al. 1995). Além da expressdao aumentada e da amplificacdo do EGFR,
mutagdes no gene deste receptor tornando-o constantemente ativo (ARTEAGA, 2002), bem
como maior sintese e secre¢do do fator de crescimento epidérmico sdo observadas em

tumores cerebrais (RAYMOND, et al. 2000).

1.5.1.2 EGFR na invaséo tumoral

A transi¢do de uma neoplasia em in Situ para um tumor invasivo depende da
habilidade de células tumorais invadirem tecidos adjacentes e atravessarem as barreiras
destes (GOLDBRUNNER, et al. 1998).

Os eventos considerados criticos na invasdo tumoral sdo, principalmente as
alteragdes na adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular, a protedlise da matriz e a
migragao das células tumorais através da matriz. Esses eventos sdo fisiologicos e inerentes
a células normais, podendo ocorrer, por exemplo, na morfogénese embrionaria e no
remodelamento dos tecidos (MURRAY e LESSEY, 1999; WERB E CHIN, 1998). O
processo de invasdo das células tumorais ¢, essencialmente, resultado do descontrole destas
funcdes fisiologicas. As células tumorais invasivas apresentam desregulagdo na motilidade
celular em resposta a sinalizagdo extracelular de citoquinas e fatores de crescimento.

Alguns estudos sugerem que os receptores do fator de crescimento que estdo envolvidos na
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motilidade celular constituem uma das altera¢cdes mais comuns em células tumorais com
fenotipo invasivo (WELLS, 2000).

A perda dos mecanismos de controle da adesdo célula-célula e célula-matriz
extracelular podem ocorrer devido a alteragdes na expressao de receptores de adesdo de
superficie celular (AKIYAMA, 1996; KEELY, et al. 1998; GOLDBRUNNER, et al. 1998).
Tal evento pode levar a diminui¢do nas associagdes celulares entre si € com o0s
componentes de matriz, promovendo dissociagdo das células tumorais primarias as quais
estabelece novas interagdes a distancia (FRIXEN, et al. 1991; CLEZARDIN, 1998;
KEELY, et al. 1998; GOLDBRUNNER, et al. 1998).

Em adig¢do ao principal papel de degradacdo da matriz extracelular e invasao celular,
as MMPs exercem outras fungdes que podem mediar o crescimento tumoral. Em recentes
estudos, SCHAFER e colaboradores (2004) concluiram que a transativacdo
(heterodimerizacdao) do EGFR mediado pelas metaloproteinases ¢ um mecanismo chave
para a sinalizagdo celular que promove a ativagdo da MAPK bem como a migragdo e
invasdo celular em resposta a uma variedade de ligantes GPCR fisiologicamente relevantes.
As MMPs podem ativar receptores que sdo membros da familia de receptores de fatores de
crescimento com atividade tirosinaquinase (DONG, et al. 1999). A MMP-3 ¢ um exemplo,
a qual pode clivar o fator de crescimento epidermal heparin-binding (HB-EGF); liberando-
o da membrana celular (SUZUKI, et al. 1997). As MMPs estao envolvidas na clivagem de
membros da familia de receptores do EGF e do receptor do fator de crescimento de
hepatocitos (VECCHI, 1998; NATH, et al. 2001), enquanto que a MMP-9 libera o fator de
crescimento endotelial vascular durante a angiogénese (BERGERS, et al. 2000). A

sinalizagdo do EGFR promove a ativagdo da MMP-9 em linhagens celulares de neoplasias
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humanas (COX, et al. 2000; ELLERBROEK, et al. 2001; ALPER, et al. 2001) e
particularmente em células de glioblastomas primarios (CHOE, et al. 2002).

Outra importante enzima que compde a familia das metaloproteinases e que esta
envolvida na invasdo tumoral juntamente com o EGFR ¢ a MMP tipo 1 (MMP-1). A
ativacdo do EGFR resulta no aumento da migracao celular, o qual ¢ mediado pela regulagao
da MMP-1 (ANDL, et al. 2003). VAN METER e colaboradores (2004) em recente estudo
concluiram que um dos mecanismos de invasividade mediado pelo EGFR em gliomas pode
envolver a regulacdo das MMP-1.

NUTALL e colaboradores (2003), utilizaram 34 tipos diferentes de linhagem
celulares humanas para estudar o envolvimento de MMP e TIMP através do RNA, sendo
que neste estudo nao foi identificado um aumento significante na progressao dos gliomas.
Por outro lado, o ErbB-2 apresentou uma correlagao significativa com o grau de gliomas.
Como a producao de MMP e TIMPs esta associada a estimulacdo de VEGF (GOMEZ, et
al. 1997), foi observado uma correlacdao positiva entre os niveis de ErbB-2 e EGFR com

niveis de MMPs e TIMP.

1.5.1.3 EGFR na resisténcia ao tratamento antineoplasico

A via de sinalizacdo do EGFR parece contribuir para a resisténcia a radiagdo e a
quimioterapia de varios tumores, incluindo os gliomas (SALOMON, et al. 1995;
NICHOLSON, et al. 1999; AKIMOTO, et al. 1999; CHEN, et al. 2000). O EGFR tem sido
identificado ndo somente nos casos de resisténcia aumentada a apoptose, mas também no
aumento do potencial angiogénico, capacidade de reparagdo de DNA, invasdo celular e

imortalidade (CHAKRAVARTI, et al. 2002).
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CHAKRAVARTI e colaboradores (2002) sugerem que tanto a quimioterapia quanto
a quantidade de radiacdo podem ativar a sinalizagdo do EGFR, conduzindo a um aumento
na resisténcia cruzada entre a administragdo seqlienciada das duas modalidades
terapéuticas. A ativagdo de PI3-K/AKT foi descrita como sendo critica na resisténcia
mediada pela apoptose e pela radioterapia.

Em recente estudo, McKENNA e MUSCHEL (2003) observaram que quando o
oncogene ras estd ativado pode resultar no aumento da radioressisténcia. Em adicdo ao
EGFR e ras, o PTEN também pode regular a via PI3 quinase, identificar um sinal comum
para o EGFR, ras e PTEN que resultem na resisténcia a radiagdo pode levar a descoberta de
alvos para o desenvolvimento de radiosensibilizagdo baseada no desenvolvimento de
protocolos moleculares para tumores resistentes a radiacdo, o qual conduza & um melhor
controle local da doenca.

Os resultados descritos por CHAKRAVARTI e colaboradores (2002), sugerem que
a sinalizagdao mediada pelo receptor do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFR-I)
representa um dos mecanismos pelos quais as células tumorais podem se tornar resistentes
a terapia anti-EGFR.

O IGF-I ¢ o substrato de ligacao para o receptor do fator de crescimento semelhante
a insulina (IGFR-I), esse por sua vez, ativa a porcao intrinseca tirosinaquinase resultando
na autofosforilagdo do receptor e a apresentacdo de sitios de ligagdo para o substrato
contendo homologos Src2 ou contendo dominios de ligagdo fosfotirosina (BASELGA,
1997).

A ativacdo das vias SHC/Erb2/SOS/raf/ MEK/MAPK e IRS/PI3-K/AKT/P70 é uma
conseqiiéncia do sinal de transducdo mediado pelo IGFR-I, a qual conduz a proliferagao,

tumorigénese e inibi¢do da apoptose. Em linhagens de células de glioblastomas
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multiformes, a ativagdo do phosphoinositide 3-kinase (P13-K) mediada pelo IGFR-I resulta
num potente efeito antineoplasico e pro-invasivo. A sinalizagdo do IGFR-I através do PI3-

K representa um dos mecanismos de resisténcia ao tratamento com anti-EGFR

(CHAKRAVARTI, et al. 2002).
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2. Justificativa

A limitada eficacia das atuais modalidades de tratamento disponiveis para varios
tipos de tumores primarios do SNC, impde a busca de novas estratégias terapéuticas. A
melhor compreensdao dos mecanismos moleculares envolvidos na tumorigénese ¢
fundamental na tentativa de encontrar alternativas mais eficazes no diagnostico e manejo
dessas neoplasias. Atualmente existem varios estudos em tumores do SNC em pacientes
adultos examinando padrdes de expressdo génica em células tumorais. Tais estudos tém
permitido entender em parte os mecanismos moleculares regulados por fatores de
crescimento celular e seus respectivos receptores. Existem evidéncias de que
hiperexpressao do gene do EGFR em células de tumores do SNC parece estar associado a
progndstico desfavoravel. Apenas mais recentemente esses estudos tém sido realizados em
pacientes pediatricos € embora muitos mecanismos de tumorigénese sejam idénticos
independentemente da faixa etaria, ¢ importante investigar o perfil de anormalidades na
populagdo pediatrica j4 que o comportamento clinico e a resposta ao tratamento sio

influenciados pela idade em véarias neoplasias malignas.
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3. Objetivos

1. Analisar a expressdo do gene do EGFR em tumores do sistema nervoso central de

criangas e adolescentes.

2. Contribuir para a compreensao do perfil demografico dos pacientes pediatricos com

tumores primdrios do SNC atendidos no HCPA e HCSA no periodo de 2002 a 2004.

3. Correlacionar a sobrevida dos pacientes de acordo com a expressdo do gene do

EGFR.
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4. Pacientes e Métodos

4.1 Coleta das amostras de tumor

Para realizacdo deste estudo foram utilizadas bidpsias de tumores primarios do SNC
de pacientes pediatricos atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e
Hospital da Crianca Santo Antoénio (HCSA), no periodo de 2002 a 2004. Foram
considerados elegiveis para o estudo os pacientes com indicacdo cirurgica de ressec¢ao ou
biopsia de tumor primario do SNC os quais ndo haviam sido submetidos a tratamento
prévio com quimio e/ou radioterapia. As coletas foram realizadas apds o liberagdo do
responsavel pelo paciente através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo
1) aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa de ambos os hospitais (HCPA e HCSA).

O diagnostico de neoplasia foi feito através do exame anatomo-patologico e
confirmado por imunohistoquimica, de acordo com os critérios de classificacao de tumores
cerebrais da WHO (KLEITHUES, et al. 2002).

A coleta das amostras de tecido tumoral foi feita pelo investigador diretamente no
bloco cirtrgico. Para evitar perda de material o cirurgido entrava em contato com
investigador informando o horario da cirurgia.

A amostra de tumor era colocada imediatamente em solucao fisioldgica e entregue
ao investigador que a transportava em nitrogénio liquido para o laboratério. O tempo entre
a coleta da amostra e o congelamento em nitrogénio liquido ndo excedeu 60 minutos, para

evitar degradacdo do RNA.
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4.2 Coleta de dados clinicos

A coleta de dados clinicos foi obtida através de informagdes contidas nos
prontuarios dos pacientes. O instrumento utilizado para a coleta de dados esta detalhado no
anexo 2. Os dados demogréaficos incluem informagdes sobre diagndstico, idade, sexo, raga e
procedéncia dos pacientes. As informagdes relacionadas ao procedimento cirtrgico incluem
grau de ressecabilidade tumoral onde a biopsia corresponde a uma resseccao de até 10% do
volume tumoral, resseccdo parcial de 10-50%, ressec¢do subtotal de 50-80%, resseccao
subtotal radical quando ha ressec¢ao de até 99% e resseccdo completa onde ndo ha presencga
de lesdo macroscopica detectdvel pelo cirurgido. As informacdes sobre resultados dos
exames de anatomo-patologico e imunohistoquimica também foram incluidas. Os dados
referentes aos exames de neuro-imagem realizados por tomografia computadorizada (TC)
ou ressonancia magnética (RM) no pré e pos-operatorio foram utilizados para avaliar e
confirmar o grau de ressecabilidade tumoral descrita pelo cirurgido. Como informacao
complementar ao tratamento -cirGrgico foram incluidas informagdes referentes ao
tratamento quimioterapico utilizado no pos-operatorio e desfecho clinico que inclui a
ocorréncia de eventos como recidiva e obito.

O follow-up dos pacientes variou de 4 a 14 meses, com mediana de 6 meses entre a

data da coleta da amostra tumoral e a coleta de dados.
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4.3 Técnicas Laboratoriais

4.3.1 Extracédo de RNA

Para a obtencao do RNA total, as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e
posteriormente submetidas ao processo quimico de extragdo do RNA total com isotiocinato
de guanidina (CHOMCZYNSKI e SACCHI,1987).
A concentragdo de RNA foi estimada através de densidade optica em 260nm e a qualidade

avaliada em gel agarose 1% (figura 2).

FIGURA 2: Amostras de RNA total em gel agarose 1% de 17 pacientes.

4.3.2 Tecnica de RT-PCR semi-quantitativo

Para a sintese dos cDNAs (DNA complementar) foi empregada a técnica de RT-
PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction). Esta metodologia possibilita
avaliar os niveis relativos de expressao dos genes, uma vez que ndo ¢ possivel identificar o
nimero exato de particulas de RNAm do tecido analisado. No entanto essa técnica ¢

eficiente e permite a comparagdo da expressdo génica entre as amostras, gerando dados



Pacientes e Métodos 56

quantitativos, bem como dados qualitativos por demonstrar a fun¢do dos genes
investigados. Neste protocolo foi utilizado 5 pg de RNA total e 25 pmol de primers
antisenso (reverse) para os genes GAPDH (gliceroldeido-3-fosfato dehidrogenase) e EGFR
(tabela 6). Posteriormente as amostras foram incubadas por uma hora a 37°C com 20U de
transcriptase reversa (MMLYV - Amersham).

A utilizagdo do gene constitutivo GAPDH teve dois propdsitos: avaliar a integridade
do material genético e auxiliar na quantificacdo da expressdo do EGFR. Em geral também
sdo usadas amostras de tecidos normais como controle, entretanto no caso do SNC a
obtencao deste material torna-se impraticavel.

Para conferir maior confiabilidade aos resultados, o RT-PCR foi realizado de forma
seriada, com diluicdes do RNAm que variaram de 1/5 até 1/5°. O ntimero de diluigdes foi
estabelecido quando a concentragdo de RNAm tornou-se tdo baixa que o produto de PCR

ndo era mais visivel.

TABELA 6: Seqiiéncia de primers utilizados para obtengdo dos cDNAs e na amplificagdo

dos fragmentos.

Genes Seqiiéncia de Primers

GAPDH Forward 5’ - ATCACTGCCACCCAGAAGACT -3’
Reverse 5’ - CTGCTTCACCACCTTCTTGA -3’

EGFR Forward 5’ - AGCCATGCCCGCATTAGC TC -3’
Reverse 5’ - AAAGGAATGCAACTTCCCAA -3’
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4.3.3 Amplificacédo por PCR

O volume total da reacdo de RT-PCR (10ul) foi utilizada como molde para a
amplificacdo dos fragmentos desejados através da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction). Na tabela 6 encontram-se as concentragdes dos reagentes e as condigdes de

amplificacdo.

TABELA 7: Condigdes de PCR

Reagdo de amplificagdo Protocolo de Amplificagao
1.0 mM MgCl, 94° C — 3 min.
5.0 mM KCl 35 ciclos 94° C — 1 min.
8.5 mM dNTP 54° C — 1 min.
25 pmol dos primers forward 72° C — 1 min.
1.5 U de Taq 72° C — 4 min.

4° C - continuamente

4.3.4 Quantificacdo dos produtos de PCR

A quantificacdo dos produtos de PCR foi realizada através da técnica de eletroforese
horizontal em gel de agarose 2% (figura 3). Os fragmentos esperados para os genes EGFR e
GAPDH foram 110pb e 250pb, respectivamente. O tamanho dos fragmentos foi confirmado
através de um marcador de peso molecular (50pb a 500pb). Posteriormente, os géis foram
fotografados e analisados por um software de imagem (Scion Image), com o objetivo de

comparar a intensidade de bandas entre o gene constitutivo (GAPDH) com as do gene do
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receptor. A taxa de expressdao do gene EGFR foi determinada através da razdo entre os
valores obtidos para GAPDH e EGFR. Para determinar o status da expressdo do gene do
EGFR foi considerado o valor igual ou superior a 0.4 RNAm de EGFR indicativo de

hiperexpressao e valores inferiores a 0.4 RNAm de EGFR como ndo hiperexpressos.

FIGURA 3: Gel representativo da expressdo dos genes GAPDH e EGFR (amostra de

craniofaringeoma).

GAPDH - 252pb
EGFR - 110pb

Legenda: as canaletas de 1 a 9 indicam as seriagdes do RNAm ¢ a canaleta 10 o controle

negativo.

4.4 Analise Estatistica
A sobrevida global foi analisada de acordo com o Método Kaplan M¢éier, sendo que

o log rank foi usado para avaliar a diferenga entre os grupos analisados.
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5. Resultados

5. 1. Caracterizacdo da amostra

Dos pacientes que atenderam aos critérios de inclusdo foram obtidas 18 espécimes
de tumores primarios do SNC, sendo 15 amostras oriundas do Hospital da Crianca Santo
Antoénio e 03 amostras do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As amostras de tumores
foram histologicamente caracterizadas como: astrocitomas graus I, III e IV, ependimoma,

carcinoma de plexo coroide, craniofaringeoma e PNET.

5.2 Dados demograficos

Foram incluidos no estudo 18 pacientes, dos quais 11 eram do sexo masculino, a
mediana de idade foi de 3,5 anos (4 meses — 11 anos e 3 meses). Em relagdo a faixa etaria
dos pacientes com tumores do SNC nove pacientes (50%) eram menores de 5 anos de
idade; 7 pacientes (39%) estdo entre os 5 ¢ 9 anos de idade e apenas 2 pacientes (11%)
estavam na faixa etaria entre 10 ¢ 14 anos de idade. Dentre os pacientes com tumores de

origem glial 86% eram criangas com faixa etdria inferior aos 9 anos de idade (Tabela 8).
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TABELA 8: Grupos histolégicos de tumores do SNC de acordo com a faixa etaria.

Tumores do SNC Faixa Etaria

< 5 anos 5-9 anos 10-14 anos
Tumores Astrociticos 2 4 1
PNET 4 - -
Ependimomas - 2 1
Outros Tumores do SNC 3 1 -
(craniofaringeoma e carcinoma
de plexo cordide)
Total 9 7 2

Conforme os dados apresentados na tabela 9, na populacao estudada verificou-se
uma distribuicdo de: 39% de tumores astrociticos, 22% de PNET sendo incluido 1
pinealoblastoma e 3 meduloblastomas, 17% de ependimomas e os 22% restantes foram
constituidos por outros tumores do SNC (1 craniofaringeoma e 3 carcinomas de plexo

coroide) e 61% da amostra sdo tumores de fossa posterior.
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TABELA 9: Freqiiéncia de grupos histologicos de tumores do SNC

Sexo
Tumores do SNC N F Masc Fem
Tumores Astrociticos 7 39 5 2
PNET (meduloblastoma e pinealoblastoma) 4 22 3 1
Outros Gliomas - - - -
Ependimomas 3 17 1 2
Outros Tumores do SNC 4 22 2 2
(craniofaringeoma e carcinoma de plexo
coroide)
Total 18 100 11 7

Legenda: N: numero de individuos; F: freqiiéncia absoluta

5.3 Procedimento cirargico

Dez pacientes (55%) apresentaram lesdo residual no poés-operatorio. Dos 10

pacientes que apresentaram lesdo residual,

6 (60%) receberam tratamento com

quimioterapia e radioterapia € somente um paciente recebeu exclusivamente quimioterapia

pos-operatdria. Os demais (3 pacientes) ndo receberam tratamento apds ressec¢ado cirurgica

devido a 6bito decorrente de complicagdes pos-operatérias. Os protocolos de quimioterapia

variaram de acordo com o tipo histoldgico da lesdo. As drogas quimioterapicas utilizadas

foram: carboplatina e etoposide, vincristina, carmustina, cisplatina e metotrexate.

Conforme observado anteriormente, por se tratar de uma populagdo de criangas com

baixa faixa etaria, a radioterapia (RT) foi utilizada em 7 (39%) dos pacientes que receberam

tratamento apds resseccao cirurgica.
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Dos 18 pacientes que foram incluidos no estudo 3 apresentaram complicagdes pos-
operatorias que culminaram em 6bito, 7 estdo vivos com doenca e 8 vivos sem doenga.

Dos trés pacientes com diagndstico de ependimoma, 2 obtiveram resseccao
completa da lesdo e estdo vivos e sem doenca e 1 paciente com lesdo residual pds-
operatoria foi a dbito por complicagdes cirurgicas.

Dos 3 pacientes com carcinoma de plexo cordide, 2 ndo apresentaram lesdo residual
no pos-operatorio sendo que 1 destes apresentou recidiva apos dois meses do diagndstico e
em vigéncia de tratamento quimioterapico com carboplatina e etoposide endovenosos.

Os 3 pacientes com diagnostico de carcinoma de plexo coroide e faixa etaria inferior
aos 3 anos de idade, receberam somente quimioterapia como tratamento complementar a
ressecgao cirurgica.

O tempo transcorrido entre a cirurgia e o exame de imagem com RM ou TC para
confirmar grau de ressecabilidade cirargica e/ou avaliar evolugdo clinica pos-operatoria nao
excedeu a 7 dias.

De acordo com a tabela 10, ¢ possivel constatar que todos os pacientes com
diagnostico de astrocitoma maligno (graus III e IV), num total de 6 pacientes, apresentaram
lesdo residual pds-operatdria confirmada por TC ou RM e desfecho clinico de sobrevida
com doenca para 3 destes pacientes e 1 dbito.

O tratamento pos-operatorio com QT foi utilizado em 10 pacientes (55%), sendo
que 6 (60%) dos pacientes receberam RT adicional ao tratamento quimioterapico. Dos 4
pacientes que nao receberam outro tratamento além da cirurgia, 1 apresentou ressecgao
completa da lesdo e os demais apresentaram piora clinica pds-operatdria evoluindo para

obito.
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TABELA 10: Distribui¢do das amostras de tecido tumoral de acordo com diagndstico

histologico, exames de neuroimagem, tratamento pds-operatorio e desfecho clinico.

N° Diagnéstico Histologico  TC/RM Tratamento Desfecho Clinico
pos-operatdrio  poOs-operatorio

01 Astrocitoma grau [ Sem lesdo N Vivo sem doenca

02 Astrocitoma grau I11 Lesao residual RT + QT Vivo com doenga

03 Astrocitoma grau III Lesao residual RT + QT Vivo com doenga

04 Astrocitoma grau III Lesao residual RT + QT Vivo com doenga

05 Astrocitoma grau [V Lesao residual RT + QT Vivo com doenca

06 Astrocitoma grau IV Lesdo residual N Obito

07 Astrocitoma grau [V Lesdo residual RT + QT Vivo sem doenca

08 Carcinoma de plexo Sem lesao QT Vivo com doenga
coroide

09 Carcinoma de plexo Lesao residual QT Vivo com doenga
coroide

10 Carcinoma de plexo Sem lesao QT Vivo sem doenga
coroide

11 Craniofaringeoma Sem lesdo RT Vivo sem doenga

12 Ependimoma Lesdo residual N Obito

13 Ependimoma Sem lesao N Vivo sem doenga

14 Ependimoma Sem lesdo N Vivo sem doenca

15 PNET Lesao residual RT + QT Vivo com doenga

16 Meduloblastoma Lesao residual Nenhum Obito

17 Meduloblastoma Sem lesao QT Vivo sem doenca

18 Meduloblastoma Sem lesao N Vivo sem doencga

Legenda: TC: tomografia computadorizada, RM: ressonancia magnética,
RT: radioterapia, QT: quimioterapia, N: ndo
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De acordo com a tabela 11, o desfecho clinico dos pacientes com tumores
astrociticos foi de 1 paciente com sobrevida livre de doenca com diagndstico de
astrocitoma grau I e 4 pacientes com astrocitomas graus III e IV estdo vivos com doenga e
1 6bito para o paciente com diagnostico de astrocitoma grau IV. E possivel observar que na

medida em que aumenta o grau da classificacdo histologica ocorre piora do progndstico.

TABELA 11: Subclassificagdo dos tumores astrociticos e desfecho clinico.

Desfecho Clinico
Tumores Astrociticos N Vivo sem | Vivo com Obito
doenca doenca

Astrocitoma Pilocitico grau | 1

Astrocitoma Anaplasico grau 111 3 3

Astrocitoma grau 1V 3 1 1 1
7 4

Total
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5.4 Analise da Expressdo do EGFR

Para a andlise da expressdo do EGFR foram excluidas 3 amostras, das quais nao foi
possivel a extracdo de RNA, portanto, os valores representam a analise de 15 amostras. Os
valores descritos na tabela 12 revelam a razdo entre EGFR e o gene constitutivo nesta
investigacdo. Em todos os tumores analisados o nivel de expressdao de EGFR foi inferior ao
do gene constitutivo, uma vez que nenhum valor foi superior a um.

A menor expressao de EGFR foi verificada em um astrocitoma de grau I (0.05) e a
maior em um astrocitoma grau IV (0.71). Ao analisar os tumores de origem glial foi
identificado um aumento na expressio do EGFR nos astrocitomas de grau IV. Com
excecdo de uma amostra que mostrou um nivel de expressao menor (0.13) equivalente aos
astrocitomas de menor grau (graus I e III).

Alguns tumores que apresentam um fenotipo mais invasivo, apresentaram niveis de
expressao de EGFR mais elevados, principalmente nos tumores de origem glial. Trinta e
trés por cento da amostra apresentou hiperexpressdao do gene do EGFR, no entanto, nao foi
verificada uma correlagdo significativa entre o parametro invasdo € uma expressao
aumentada deste marcador. De acordo com a tabela 12, os tumores de origem de células
parafaringeais (carcinoma de plexo cordide) apresentaram maior expressao de EGFR
(média de 0.41) quando comparados aos tumores originados de células germinativas (0.23)

e de origem ectodérmica (meduloblastomas) com média de 0.25.
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TABELA 12: Valores da expressdao do gene do EGFR.

N° Diagnéstico Histoldgico GAPDH | EGFR | Razio entre os genes
GAPDH e EGFR
01 Astrocitoma grau | 1 20 0.05
02 Astrocitoma grau 11 1 10.5 0.09
03 Astrocitoma grau III 1 5.8 0.17
05 Astrocitoma grau [V 1 7.8 0.13
06 Astrocitoma grau [V 1 1.4 0.71
07 Astrocitoma grau IV 1 2.6 0.40
08 Carcinoma de plexo cordide 1 3.9 0.26
09 Carcinoma de plexo cordide 1 2.2 0.46
10 Carcinoma de plexo cordide 1 2.0 0.51
11 Craniofaringeoma 1 3.2 0.31
12 Ependimoma 1 4.6 0.22
13 Ependimoma 1 6.0 0.16
15 PNET 1 3.6 0.28
16 Meduloblastoma 1 2.5 0.40
17 Meduloblastoma 1 11.2 0.09

Legenda: PNET: tumor neuroectodérmico primitivo; GAPDH: gliceroldeido-3-fosfato

dehidrogenase; EGFR: receptor do fator de crescimento epidermal.
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5.5 Anélise da sobrevida dos pacientes

A sobrevida geral (SG) dos 18 pacientes incluidos na analise foi de 83%
(figura 4). Das 15 amostras analisadas foram observados hiperexpressao do gene do EGFR
em 5 delas. A SG dos pacientes com hiperexpressdo e com auséncia de hiperexpressao foi
de 80% e 78%, respectivamente, ndao houve, portanto, diferenca estatisticamente

significativa na SG dos 2 grupos (p=0,953) (figura 5).
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FIGURA 4: Sobrevida global dos pacientes.
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FIGURA 5: Comparagdo da sobrevida de pacientes com e sem hiperexpressao do gene
EGFR.
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6. Discussao

Este estudo representa a analise de uma amostra de 18 espécimes de tumores
primarios do SNC, no qual foi possivel caracterizar o perfil da populacdo pediatrica dos
pacientes atendidos nos hospitais HCPA e HCSA no periodo de 2002-2004. Esta amostra ¢
constituida de criangas de 2 a 14 anos de idade, caucasianas, predominantemente do sexo
masculino, com o diagndstico histolégico mais comum de astrocitomas e localizagdo em
fossa posterior. Embora nossa amostra seja pequena os dados demograficos ndo diferem
daqueles conhecidos literatura de acordo com RIES e colaboradores (1999). No futuro, com
a centralizacdo da assisténcia em centros de referéncia sera possivel incluir uma amostra
mais expressiva de pacientes e assim ter informagdes demograficas mais precisas sobre os
tumores do SNC da infincia no nosso meio.

O grau de ressecabilidade tumoral foi definido considerando a descri¢do do
cirurgido e de acordo com a presenga de lesdo residual nos exames de neuroimagem obtidos
no pos-operatorio.

Em mais da metade dos pacientes ndo foi possivel realizar resseccdo completa da
lesdo tumoral. Dos 10 pacientes com ressec¢do incompleta, 3 ndo receberam tratamento
adicional pois evoluiram para o6bito devido a complicagdes cirargicas no pds-operatorio
imediato; os demais tiveram indicagdo de tratamento adjuvante com quimioterapia e/ou
radioterapia.

Neste estudo, todos os pacientes que obtiveram resseccdo completa permanecem
vivos sem evidéncia de doenca, com excegdo do paciente com diagndstico de carcinoma de

plexo cordide que apresentou recidiva dois meses apos intervencao cirurgica e em vigéncia
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de tratamento quimioterapico. Estudos anteriores (ALBERT e colaboradores, 1994; LO e
colaboradores, 2001) ja haviam identificado que pacientes com lesdo residual pods-
operatdria apresentam maior risco de recidiva e 6bito quando comparados com os pacientes
sem lesdo residual. Infelizmente a ressec¢do cirirgica extensa nem sempre € possivel e
depende da localizagdo do tumor e das condigdes do paciente no momento da cirurgia
(SHAPIRO e SHAPIRO, 1998).

Apesar do tempo de seguimento dos pacientes ser relativamente curto com mediana
de 6 meses e por tratar-se de uma amostra com pequeno numero de casos, os dados sao
muito sugestivos de que a ressecabilidade cirurgica representou um importante fator
prognastico.

Em virtude de tratar-se de um grupo heterogéneo de neoplasias e de terem se
submetido a combinagdes variadas de drogas antineoplésicas ndo consideramos oportuno
realizar qualquer analise sobre o grau de resposta terapéutica. Dos 7 pacientes com lesao
residual apenas um deles encontra-se sem evidéncia de doenga apds receber quimioterapia e
radioterapia; os demais 6 pacientes encontram-se com evidéncia de doenca mesmo tendo
recebido tratamento adjuvante pos operatorio.

A quimioterapia esta desempenhando um papel progressivamente importante no
tratamento de pacientes com tumores do SNC, embora restrita a agentes que atravessam a
barreira hemato-liquorica para ganhar acesso ao tecido alvo. Os pacientes com doenca
residual apds cirurgia, assim como os pacientes com recidiva tumoral apds cirurgia,
representam no presente um verdadeiro desafio terapéutico. Apesar da relativa
inacessibilidade do SNC as drogas antineoplasicas convencionais, varios investigadores
tem sugerido modelos de otimizacdo da eficacia do tratamento quimioterapico; estes

incluem o uso de regimens com megadoses de quimioterapia seguido de transplante
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autdlogo de células tronco hematopoiéticas ou através de estudos de Fase II com novas
drogas (GILBERTSON, et al. 2003; MATAR, et al. 2004). Estas estratégias, entretanto,
devem somente ser avaliadas dentro de estudos clinicos com rigorosos critérios de inclusao
de pacientes, j& que podem estar associados a toxicidades ndo aceitdveis para muitos
pacientes. Torna-se imperativo, portanto, identificar critérios de elegibilidade, ja que
pacientes de melhor prognostico sdo provavelmente candidatos a tratamentos mais
convencionais. Como os parametros clinicos nem sempre permitem identificar candidatos a
programas terapéuticos mais agressivos, considera-se de extrema importancia identificar
critérios biologicos, que, de forma isolada, ou associados aos parametros clinicos, permitam
selecionar candidatos adequados para estudos de eficacia terapéutica. Por esta razdo nos
parece evidente que no futuro a busca de marcadores moleculares para tumores do SNC se
torne motivo de grande interesse, assim como ocorreu mais recentemente com outras
neoplasias.

A presenca de hiperexpressdo do gene do EGFR foi observada em 5 das 15
amostras, para as quais foi possivel obter RNA. Das 5 consideradas hiperexpressas, duas
apresentaram valores limitrofes, desta forma, apenas 3 amostras podem ser consideradas
com conteudo de EGFR hiperexpresso. Como um dos objetivos deste estudo era avaliar o
impacto da expressao do gene do EGFR na sobrevida dos pacientes, foi realizada a analise
comparativa dos pacientes com e sem hiperexpressdo. Embora ndo tenhamos identificado
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos, devido ao pequeno niimero de
amostras, nao foi possivel concluir o valor prognodstico do gene do EGFR para tumores do
sistema nervoso central. Por esta razdo, pretendemos prosseguir as coletas de amostras para

nova avaliacdo futura.
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No presente trabalho, a partir de 18 amostras tumorais foi possivel extrair RNA de
15 amostras. Um dos fatores que consideramos ter interferido na possibilidade de extracao
de RNA de 3 casos foi a quantidade insuficiente de material obtida pela biopsia (uma das
amostras foi extraida por bidpsia estereotaxica). Entretanto, em todas as amostras das quais
o RNA pode ser extraido foi possivel observar a expressao do gene do receptor do EGF. A
expressao aumentada ficou evidente nos tumores de origem gliais € com maior grau de
invasdo e proliferacao celular. Em analise complementar futura, sera avaliado a expressao
de metaloproteinases de matriz (MMP) tipo 2 € 9 com o intuito de acrescentar informacdes
ao perfil molecular destes tumores.

Uma das dificuldades observadas neste estudo que deve ser destacada foi a
dificuldade de obter amostra tumoral representativa com volume suficiente para ser
encaminhado tanto para o laboratorio de analise diagnostica como para laboratorios de
pesquisa basica, mesmo considerando-se que foi organizada uma estratégia de coleta
bastante rigorosa. E provavel que em uma situagdo de rotina um percentual ainda maior de
amostras ndo seja coletada adequadamente. O trabalho em equipe multidisciplinar,
contanto com o auxilio e participacdo do cirurgido torna-se fundamental para a realizagao
de estudos que necessitam de amostras coletadas no trans-operatorio, em especial aquelas
que exigem técnica de congelamento de material fresco para futura extragdo de RNA,
conferindo qualidade ao material coletado.

Em nosso estudo a metodologia utilizada para analise da expressdo do gene do
EGFR foi RT-PCR semi-quantitativo, que utiliza como alvo o RNAm. Embora ndo seja
considerado um método quantitativo, nos permitiu identificar a expressdo do EGFR no
tecido tumoral. Tal técnica supera a metodologia de imunohistoquimica por ser isenta de

subjetividade e por apresentar elevada especificidade. Além disso, fornece informagdes
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adicionais quanto ao comportamento génico do tumor em andlise. Sendo assim,
recomendavel quando se deseja conhecer as bases moleculares associadas a proliferacao
tumoral.

Ainda que nossos resultados nao nos fornecam observagdes conclusivas do papel do
EGFR na progressao maligna dos tumores cerebrais da infincia, a avaliagdo molecular
nesta populacdo deve ser encorajada, tendo em vista o reduzido numero de estudos com
esta abordagem. Portanto, a investigacdo da sinalizagdo do gene EGFR na biologia dos
tumores do SNC podera contribuir para o desenvolvimento de novos parametros de critério
progndstico e evolugdo da doenca, bem como, para o aprimoramento de modalidades
terap€uticas. A avaliacdo dos elementos envolvidos nas vias de transducdo desencadeadas
pelo EGFR ndo ¢ restrita ao fator de crescimento, uma vez que a sobreposi¢ao de vias
alternativas termina identificando uma ampla diversidade de potenciais marcadores,
representados por proteinas hiperexpressas nos tumores cerebrais. Neste sentido, num
futuro proximo, a andlise genética podera fazer parte da rotina diagnostica dos tumores

cerebrais.
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7. Conclusao

Todas as amostras apresentaram expressao de EGFR com niveis variados
mostrando a factibilidade do uso desta técnica em nosso meio. Ainda que os resultados
deste estudo nao fornecam dados que possibilitem caracterizar o EGFR como fator
prognostico, evidencia o papel deste receptor em tumores cerebrais primarios de pacientes
pediatricos e encoraja a continuidade de investigacdes que elucidem a real aplicabilidade

deste marcador.

O perfil demografico dos pacientes pediatricos atendidos no HCSA ¢ HCPA no

periodo de 2002 a 2004 ¢ semelhante aos dados descritos na literatura.

Os niveis de EGFR parecem estar mais elevados nas amostras de tumores de origem
glial e em particular para aqueles com um fendétipo mais invasivo, no entanto nao foi

verificada nenhuma relagdo com a sobrevida dos pacientes.
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Anexo 1:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A limitada eficacia das modalidades atuais de tratamento para os tumores de sistema
nervoso, conduzem a avaliagdo de novas estratégias terap€uticas. Alteragdes em elementos-
chave de vias de sinalizagdo sdo reconhecidas como as principais determinantes das
diferengas entre célula cerebral normal e maligna. Assim, a interferéncia sobre tais
componentes pode levar ao desenvolvimento de formas mais efetivas no manejo destes
tumores.

Em virtude disso, estamos realizando um estudo onde avaliaremos as alteragoes de
algumas enzimas que poderdo auxiliar no diagnostico precoce € no monitoramento dos
tumores do sistema nervoso central. Essas enzimas serdo medidas no tecido tumoral
removido durante a cirurgia.

Os pacientes serdo acompanhados durante dois anos na consulta médica.

Fica assegurado ao paciente o direito de ndo participar ou de retirar-se desta
pesquisa a qualquer momento sem que isso represente prejuizo ao seu atendimento médico
hospitalar. Também asseguramos total sigilo das informagdes obtidas.

Bl oo abaixo assinado ou

responsavel

PEIO  PACIENLE....ccciiieiieeiieeiie ettt e e declaro  ter  pleno

conhecimento:

- do objetivo desta pesquisa que visa identificar precocemente os processos de invasao
tecidual;

- que receberei respostas ou esclarecimentos a qualquer divida a cerca dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa € meu
tratamento individual;

- da liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem que isso traga prejuizo a continuagdao do meu tratamento;

- que autorizo a utilizagdo dos dados obtidos para pesquisa sem que eu seja identificado;

- que obterei informagdes atualizadas durante o estudo ainda que isto possa afetar a
minha vontade em continuar colaborando;

- que este termo ¢ assinado em duas vias.

De acordo,

Assinatura do paciente ou responsavel

Assinatura do oncologista ou neurocirurgido assistente
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ANexo 2:
FICHA CLINICA
Nome:
Prontuario: n° inscrigao:
Data de Nascimento: Idade:
Sexo: Cor:

Procedéncia: (cidade/local de origem):
Hospital de Referéncia:

TRATAMENTO PREVIO (anterior & coleta - cirurgia)

Cirurgia Prévia: ( )ndo ( )sim
Data:

Cirurgia:
Anatomo:

Quimioterapia Prévia: ( )ndo ( )sim
Inicio:

Término:
Protocolo/esquema QT:

Radioterapia Prévia: ( )nao ( )sim
Inicio:
Término:

ANAMNESE/EXAME FiSICO

e Data do inicio dos sinais e sintomas:

e Detalhar os dados de maior relevancia do exame fisico neuroldgico antes do

procedimento cirlrgico:

EXAMES DE IMAGEM (pré-operatoério):
( )RM

Data:

Laudo:

Localizacao do tumor:

( )TC
Data:
Laudo:
Localizacao do tumor:
() OUTROS:

Data:
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Laudo:
Localizacao do tumor:

PROCEDIMENTO CIRURGICO (coleta da amostra)

Data:
Grau de ressecabilidade do tumor: ()
1. biopsia (0-10%)

2. ressecgdo parcial (10-50%)

3. resseccao subtotal (50-95%)

4. ressec¢ao subtotal radical

5. ressecgdo completa
DIAGNOSTICO

Anatomo-patologico:

Imunohistoquimica: ( ) ndo realizado ( ) realizado

Metastases: ( )nao ( )sim ( ) desconhecido

EXAMES DE IMAGEM (pés-operatério):
( )RM

Data:

Laudo:

Localizacao do tumor:

( )TC

Data:

Laudo:

Localizagao do tumor:

() OUTROS:;
Data:
Laudo:

TRATAMENTO

Quimioterapico: ( )ndao ( )sim
Inicio:

Término:
Protocolo/esquema QT:

Radioterapico: ( )ndo( )sim
Inicio:
Término:
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ACOMPANHAMENTO AMBULATORIAL (Follow-up)

Data/Evolugao/Exames:

Resposta:

A~ SN AN AN

N N N N

Remissdo Completa Data:
Vivo com doenca  Data:
Progressao Data:
Obito Data:
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