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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a expressdo de genes envolvidos no processo tumorigénico € nos
mecanismos de quimiorresisténcia dos tumores astrociticos. Procedeu-se analise clinico-epidemiolégica,
avaliagdo histopatologica e estudo imuno-histoquimico das proteinas Ki-67, c-Myc, GFAP, p53, p21WAF1/CIP1,
p27""!, Bcl-2, Bax, EGFR, erbB-2, p21**, MGMT, GSTx, TS e Topolla pelo método da estreptoavidina-
biotina-peroxidase em 55 astrocitomas de diferentes gradagdes (OMS) (13 grau I, 14 grau II, 7 grau Ill e 21 grau
IV) e 05 amostras de tecido cerebral ndo-tumoral (grupo controle). A distribui¢do por idade, por sexo e pela
localizagdo tumoral dos portadores dessas neoplasias reproduziu, de um modo geral, as tendéncias mundiais. Os
achados histopatologicos avaliados segundo critérios semiquantitativos confirmaram os pardmetros de
classificacdo dos astrocitomas estabelecidos pela OMS. A marcagdo para o antigeno Ki-67 aumentou conforme a
progressdo dos tumores astrociticos, sendo que sua detecgdo em mais de 8,0% das células tumorais distinguiu os
Astrocitomas Grau IV, indices entre 1,5 e 8,0% diferenciaram os Astrocitomas Grau III e valores abaixo de 1,5%
discriminaram os tumores de baixo grau (I e II). A expressdo das proteinas Topolla e c-Myc (nuclear)
demonstraram associa¢do com a proliferagdo celular nos astrocitomas, todavia de maneira ndo exclusiva. A
positividade citoplasmatica para proteina c-Myc foi maior entre os tumores de alto grau (71,43%), com escores
de expressao maximos nos Astrocitomas Grau IV (LI médio=15,57; H médio=24,42). Em média, 76,9% das
células tumorais dos Astrocitomas Grau IV manifestaram moderada positividade para GFAP. A positividade e os
escores de marcagdo para as proteinas p53 e p27""' (nuclear e citoplasmatica) demonstraram tendéncia de
aumento conforme a progressio dos tumores astrociticos, enquanto a detec¢io do p21VAFV“™!' mostrou
orientacdo oposta (exceto no grau IV). A porcentagem de tumores positivos para Bcl-2 e Bax aumentou
conforme a gradacao dos astrocitomas, com positividade geral de 43,26% e 24,67%, respectivamente. Os escores
de marcagdo para Bcl-2 demonstraram propensdo ao acréscimo segundo a evolugao tumoral, enquanto os indices
para Bax foram semelhantes nas diversas graduagdes. A expressdo da proteina erbB2 foi evidenciada apenas
entre os Astrocitomas Grau IV (positividade=14,28%), enquanto a superexpressao da proteina EGFR destacou-
se nos tumores astrociticos dos graus I e IV, com respectivamente 46,15% e 61,90% de casos positivos. A
detecgdo da proteina p21** foi preponderante entre os Astrocitomas Grau II (positividade=37,71%), estando
ausente nos tumores de alto grau (III e IV). A superexpressao do EGFR e a mutagdo do p53 configuraram
eventos mutuamente exclusivos nos astrocitomas, assim como a superexpressio da proteina p21** e dos
receptores da familia ErbB. Constatou-se elevada positividade para as enzimas GSTx, TS e MGMT nos tumores
astrociticos. Os indices de expressio da MGMT mostraram-se elevados e constantes entre as diferentes
categorias histologicas, incluindo os espécimes ndo-tumorais (LI médio=69,43). Os escores para GSTmn
demonstraram tendéncia a redugdo de acordo com evolugdo maligna dos astrocitomas, enquanto os indices para
TS atingiram niveis mais elevados entre os Astrocitomas Grau IV (H médio=63,33). A positividade para enzima
Topolla apresentou propensdo ao aumento conforme a progressdo dos tumores astrociticos, ao passo que os
escores de marcagdo foram semelhantes nos astrocitomas dos graus II, IIT e IV (LI médio=27,71). Os resultados
obtidos pela corrente investigagdo apontaram o antigeno Ki-67 como o melhor marcador de proliferacao celular
nos tumores astrociticos. A mutagdo do p53 configurou evento inicial, relevante e potencialmente indicador de
progressio tumoral nos astrocitomas. A detecgio do supressor tumoral p21VAF'®! representou importante
recurso para a dedugdo da situagio funcional do gene p53, enquanto a ativagio funcional do p27*"' nio foi
comprometida pelo processo tumorigénico nos astrocitomas. A relagdo Bcl-2/Bax nos astrocitomas revelou a
crescente orientacdo a sobrevida celular conforme a evolugdo maligna desses tumores. A superexpressdo da
proteina p21%* destacou-se como um evento molecular tipico do grau II e virtual indicador de ndo-progressio
tumoral. O acimulo citoplasmatico da proteina c-Myc configurou fenémeno inicial e significante na
tumorigénese dos astrocitomas, sendo reflexo direto da expressdo nuclear do gene c-myc e da malignidade
tumoral. A andlise conjunta dos marcadores moleculares investigados confirmou a muta¢ao do gene p53 como a
principal via tumorigénica dos astrocitomas, ainda que a superexpressdo do EGFR tenha sido a alteragdo
predominante nos tumores do grau IV e a expressdo do gene c-myc tenha representado uma via molecular
distinta e alternativa as demais nas diferentes graduagdes tumorais. A marcante presenca das enzimas MGMT,
GSTr e TS configurou virtual indicagdo de quimiorresisténcia para diversos agentes antineoplasicos, enquanto a
elevada expressdo da Topolla revelou esta enzima como potencial alvo terapéutico nos tumores astrociticos.

Palavras-Chave: astrocitoma; imuno-histoquimica; marcadores moleculares; tumorigénese; resisténcia tumoral.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the expression of genes involved in the tumorigenic process and in the
chemoresistance mechanisms of the astrocytic tumors. A clinical and epidemiological analysis, histopathological
evaluation and immunohistochemical study of the proteins Ki-67, c-Myc, GFAP, p53, p21WVAFVCIPL - 5o 7KIP1
Bcl-2, Bax, EGFR, erbB-2, pZIRas, MGMT, GSTxn, TS and Topolla using streptoavidin-biotin-peroxidase
method were performed in 55 different graduations of astrocytomas (WHO) (13 grade I, 14 grade II, 7 grade III,
21 grade IV) and 05 samples of non-tumoral tissue (control group). The distribution by age, sex and tumoral
localization of astrocytomas patients in Fortaleza reproduced, in a general way, the worldwide trends. The
histopathological findings evaluated with semiquantitative criteria confirmed the classification parameters for
astrocytomas established by WHO. The stain for Ki-67 antigen increased as according to astrocytic tumors
progression; its detection in more than 8.0% of the tumoral cells distinguished Astrocytomas Grade IV, labeled
index between 1.5 and 8.0% differentiated Astrocytomas Grade III and values below 1.5% discriminated low-
grade tumors (I and II). The Topolla and c-Myc (nuclear) expression demonstrated association with cellular
proliferation in astrocytomas, however not in a exclusive way. The c-Myc protein cytoplasmic positive index
was bigger among high-grade tumors (71.43%), with maximum expression scores in Astrocytomas Grade IV (LI
mean=15.57; H mean=24.42). In general, 76.9% of the Astrocytomas Grade IV tumoral cells revealed moderate
positive index for GFAP. The positive index and expression scores for p53 and p27""' (nuclear and
cytoplasmic) proteins showed a tendency to increase with the astrocytic tumors progression, while the
p21VAFVEPL umor suppressor detection demonstrated opposite orientation (except in grade IV). The percentage
of Bel-2 and Bax positive tumors increased in accordance with histological grade of astrocytomas, with general
positive index of 43.26% and 24.67%, respectively. Bcl-2 staining scores demonstrated propensity to addition
according to tumoral evolution, while the scores for Bax was similar in all graduations. The erbB2 protein
expression was evidenced only between Astrocytomas Grade IV (positive index=14.28%), while the
overexpression of EGFR protein was distinguished in grade I and IV astrocytic tumors, with respectively 46.15%
and 61.90% of positive cases. p21°* protein detection was preponderant in Astrocytomas Grade II (positive
index=37.71%), being absent in high-grade tumors (III and IV). The EGFR overexpression and p53 mutation
configured mutually exclusive events in astrocytomas tumorigenesis, as well as p21%* protein and ErbB
receptors family overexpression. High positive index for enzymes MGMT, GSTxn and TS was evidenced in
astrocytic tumors. MGMT expression scores were high and constant among different histological categories,
including non-tumoral specimens (LI mean = 69.43). GSTn scores demonstrated tendency to reduction in
accordance with malignant evolution of astrocytomas, while the values for TS reached higher levels on
Astrocytomas Grade IV (H mean=63.33). Topolla positive index demonstrated inclination to augment in
agreement with the progression of astrocytic tumors, whereas the staining scores had been similar in grade II, III
and IV astrocytomas (LI mean=27.71). The results obtained by current investigation indicated Ki-67 antigen as
the best cell proliferation marker. The p5S3 mutation configured an initial and relevant event in astrocytomas, as
well as potential indicative of tumor progression. p21V*""“®! tuymor suppressor detection represented important
resource for deduction of functional situation of p53 gene, while the p27*""" functional activation was not
compromised by astrocytomas tumorigenic process. Astrocitomas Bcl-2/Bax ratio denoted increasing of cellular
survival orientation in accordance with malignant evolution of these tumors. p21** protein overexpression was
distinguished as a grade II typical molecular event and a virtual marker of tumor not-progression. c-Myc protein
cytoplasmic accumulation configured initial and significant phenomenon in astrocytomas tumorigenesis, being a
direct reflex of the nuclear expression of c-myc gene and the tumoral malignance. The combined analysis of the
investigated molecular markers confirmed p53 gene mutation as the main tumorigenic pathway of astrocytomas,
even though EGFR overexpression has been the predominant alteration in grade IV tumors and the c-myc gene
expression has represented a distinct and alternative molecular pathway to different tumor graduations. The
remarkable presence of MGMT, GSTn and TS enzymes configured virtual indication of chemoresistance for
many antineoplastic agents, while the high expression of Topolla revealed this enzyme as a potential therapeutic
target in the astrocytic tumors.

Key Words: astrocytoma; immunohistochemistry; molecular markers; tumorigenesis; tumoral resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCER

Se examinares um enfermo que padega com tumores em sua mama e verificares
que a intumescéncia alastra-se por sua mama; se puseres tua mao sobre sua mama,
por cima desses tumores, e os perceberes muito frios, ndo existindo febre naquele
lugar quando tua méao o tocar; se ndo apresentarem granulagdes, ndo formarem
fluidos, ndo gerarem secregoes liquidas e forem salientes ao teu toque. Deveras
dizer-lhe a seu respeito: “Tens tumores! Uma doenga com a qual ndo poderei lutar”.

Nao ha tratamento. (Breasted, 1980, p. 388).

Admite-se que o trecho acima, retirado do papiro egipcio de Edwin Smith (1.600 a.C.),
configure o primeiro relato histérico do cancer (do grego karkinos, caranguejo). Sua
conclusdo diagnostica revela o carater sentencial, a impoténcia e o temor que esta doenca viria

despertar pelos milénios subseqiientes.

Atualmente, mesmo apds importantes avangos no entendimento das neoplasias, o
cancer representa a segunda principal causa de mortalidade por doenga no mundo, sendo
diagnosticados cerca de 10 milhdes de novos casos a cada ano (Schottenfeld & Beebe-
Dimmer, 2005). No Brasil, para o ano de 2005, estdo previstos 467.440 novos casos de cancer
(Brasil/INCA, 2004), além de 585.000 internagdes hospitalares na rede publica e cerca de

130.000 mortes por neoplasias (Brasi/DATASUS, 2005).
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1.1.1. Defini¢des em Oncologia

Um ser humano adulto é composto de aproximadamente 10'° células. Os processos
fisiologicos necessitam que muitas destas se dividam e/ou se diferenciem como condigdo para
a manutencdo do funcionamento do organismo. A despeito da enorme producdo de novas
células, os organismos mantém rigido controle sobre a proliferacao celular e, por outro lado,
sobre a morte programada das células (apoptose) através de complexos mecanismos
moleculares (Bertram, 2001).

Qualquer fator que altere esses mecanismos no sentido da promog¢ado da proliferagao
e/ou sobrevivéncia celulares pode desencadear a neoplasia, literalmente um crescimento novo.
De forma didética, tais fatores sdo categorizados em ambientais (quimicos, fisicos e
biologicos), genéticos (mutacdes, amplificacdes, delecdes e rearranjos) e epigenéticos
(alteracdes da expressdo génica), interagindo mutuamente na promogao e progressdo tumoral
(Cotran et al., 2000).

Considera-se ainda a palavra cAncer como termo a ser empregado exclusivamente
para tumores malignos, ou seja, aqueles capazes de se implantarem de forma descontinua em
relacdo ao tumor primdrio (metastatizagdo). Assim, o termo neoplasia referir-se-ia mais
apropriadamente, de modo mais abrangente, aos distirbios da proliferacdo celular. A
expressao tumor ¢ admitida como sindnimo para neoplasia.

Dessa forma, define-se a transformacao neoplasica como um processo multicausal no
qual os controles normais da proliferacdo celular, da apoptose e da interacao célula-célula sao

perdidos (Louis & Cavenee, 1997).
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1.1.2. Bases Moleculares do Cancer

A hipdtese molecular do cancer caracteriza a lesdo genética nao-letal como o cerne
do processo tumorigénico. Usualmente, um conjunto de alteragdes moleculares em diferentes
niveis de regulacdo ¢ o responsavel pelo estabelecimento do céncer, de modo que uma
simples modificacdo numa célula normal raramente ¢ suficiente para deflagrar o surgimento
da neoplasia. Os principais alvos dessas lesdes correspondem a trés classes de genes
reguladores normais: os oncogenes, 0s genes supressores tumorais € os genes reguladores da
apoptose (Cotran et al., 2000).

Os oncogenes derivam dos proto-oncogenes — 0s genes responsaveis pelo crescimento
e diferenciacdo celulares normais. A ativagdo desses genes, secunddria a alteragdes genéticas
(delecdo, mutagdo, amplificagdo, rearranjo cromossdmico, insercdo viral, entre outras),
promovem a expressdo das chamadas oncoproteinas. Essas proteinas sdo semelhantes aos
produtos normais esperados dos proto-oncogenes, mas apresentam-se destituidas de
elementos regulatdrios efetivos e ndo dependem da liberagdo de fatores de crescimento ou de
outros sinais externos para sua expressao (Hanahan & Weinberg, 2000).

Observando os elementos implicados no fluxo normal da informagdo celular
(Figura 01), podemos facilmente perceber as possiveis repercussdes de versdes protéicas
alteradas na indugdo da proliferagdo celular e na expressao diferencial protéica. A
superexpressdo de fatores de crescimento, a superexpressao/hiperativacdo autonoma dos
receptores de fatores de crescimento, a hiperativacdo de proteinas transdutoras de sinal e a
ativagdo aberrante de fatores de transcricio sdo exemplos de alteracdes resultantes da
expressdo de oncoproteinas e que acabam por sensibilizar o processo de ativagdo do

crescimento celular (Rabenhorst et al., 1994).
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FIGURA 01 — Representacdo esquematica do fluxo “normal” da informacio celular. (1) Ligacdo do fator
de crescimento ao seu receptor especifico na membrana celular; (2) Ativagdo transitoria e limitada do receptor
do fator de crescimento que, por sua vez, induz a (3) liberagdo de proteinas transdutoras de sinal na parte interna
da membrana citoplasmatica; (4) Ativagdo de fatores de transcri¢do nucleares que podem levar a (5) expressao

de proteinas necessarias para o funcionamento celular e/ou a (6) replicagdo, com conseqiiente divisdo celular.

O resultado final de todos esses estimulos consiste na ativagdo das células quiescentes
(fase GO), promovendo a progressao das células através das diversas fases (G1, S, G2 e M) do
ciclo celular. Durante a fase G1 (de gap 1), a célula estd responsiva a sinais inibitdrios ou
ativadores do crescimento. Logo depois, segue-se a fase S (de synthesis), onde ocorre a
replicacdo do DNA. Esta ¢ imediatamente seguida pela fase G2 (de gap 2), na qual a
integridade do DNA ¢ verificada. Por fim, a célula entra na fase M (de mitosis), dando origem
a duas células filhas (Sandhu & Slingerland, 2000).

A entrada e o seguimento no ciclo celular, por sua vez, sdo regulados por familias de

proteinas denominadas quinases dependentes de ciclinas (CDK, de cyclin-dependent kinase),

ciclinas e inibidores das CDKs. As CDKs compdem-se de um grupo de proteino-quinases do

tipo serina-treonina, nomeadas de 1 a 9, que s@o expressas de modo constitutivo na célula,

porém na forma inativa. Estas sdo ativadas através da ligacao as ciclinas (A, B, C e D) que, ao
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contrario das CDKs, s3o sintetizadas somente durante fases especificas do ciclo celular.
Enquanto as ciclinas estimulam as CDKs, seus inibidores as silenciam e, por conseguinte,
exercem efeito inibitdrio no controle do ciclo celular (Cotran et al., 2000).

Embora todas as fases do ciclo celular sejam cuidadosamente monitoradas (Figura 02),
a transi¢do G1-S representa um importante marco regulatorio, visto que aquelas células que
atravessam esse ponto de checagem estdo definitivamente comprometidas com a progressao a
fase S. Apos o recebimento dos sinais que promovem seu crescimento, ocorre sintese de
ciclinas do tipo D, que se ligam as CDK4 e CDK®6 (inicio de G1). Um pouco depois ocorre a
sintese de ciclina E que, por sua vez, liga-se a CDK2. Os complexos ciclina D/CDK4 ou
CDK6 e ciclina E/CDK2 fosforilam a proteina do retinoblastoma (pRb). Trata-se de uma
reacdo critica: a pRb ndo fosforilada retém os fatores de transcricdo da familia E2F, todavia
sua fosforilagdo promove a liberacdo desses fatores. As proteinas E2F ativam a transcri¢do de
varios genes cujos produtos sdo essenciais para a progressao das células através da fase S
(DNA-polimerases, dihidrofolato-redutase, timidilato sintase, entre outros) (Kamb, 1995).

A progressao S-G2 ¢ facilitada pela ativacdo da CDK2 e CDKI1 pela ciclina A. Os
alvos da fosforilacdio promovida pelos complexos ciclina A/CDK2 ou CDK6 ndo sdo
completamente conhecidos. No inicio da fase G2 surge a ciclina B que, ao formar complexos
com a CDKI1, ajuda a progressdao G2-M através da fosforilagdo de varias proteinas essenciais
para a mitose (Malumbres & Barbacid, 2001).

A atividade das CDKs ¢ regulada por duas familias de inibidores do ciclo celular: a

INK4b 6INK4a p 1 7INK4C
b

familia INK4 (de inhibitor of CDK4), composta pelas proteinas p15 e

, pl

8™k que inibem seletivamente os complexos ciclina D/CDK4 ou CDK6, ¢ a familia

pl
CIP1/KIP1 (de CDK?2 interacting protein 1/kinase inhibitory protein 1), composta pelas

proteinas p27<"', p57%"! ¢ p21“™', que inibem as CDKs de um modo geral. A proteina
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p2 I WAFVCIPL ¢ oo dificada pelo gene WAF1 (de wild-type p53 activated fragment I), sendo

produzida mediante ativagao do fator de transcricdo p53 (Sandhu & Slingerland, 2000).

p27
p18 p57
X7
p19
—»_‘]
- p21
familia INK4
~ p27
A~ ps7
P21 4 ---emmmmoees pS3
familia CIP/KIP

FIGURA 02 — Representacio esquematica da regulagio do ciclo celular. Os complexos ciclina/CDK atuam
de forma especifica quanto as fases do ciclo celular, conforme ilustrado pelas setas maiores (em tons de azul). O
principal evento da transi¢do G1-S ¢ representado pela fosforilagdo da pRb, com conseqiiente liberagdo dos
fatores de transcri¢do E2F. A familia CIP/KIP de inibidores de CDKs pode atuar em todas as fases do ciclo,
enquanto a familia INK4 age somente na fase G1. A proteina p53 atua como ativadora transcricional da proteina

p21. Adaptado de Cotran ef al. (2000).

A partir desses conceitos, torna-se facil perceber que as alteragdes que promovem a
ativagdo das CDKs favorecem a proliferagdo celular. Sabidamente, muitos tipos de cancer
demonstram hiperexpressdo dos genes das ciclinas ou mesmo das CDKs. H4 também a
constatacdo da menor expressdo ou auséncia dos inibidores das CDKs contribuirem para a
instalacdo do processo neoplasico, visto que os sinais impeditivos da progressdo do ciclo
celular estariam comprometidos. Por esta atividade, os genes dos inibidores de CDKs compde

a classe dos supressores tumorais, as quais somam-se os genes p53 ¢ Rb (MacLeod, 2000).
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As vias inibitorias do crescimento sdo menos compreendidas do que aquelas
implicadas na sua promocdo, sendo sugerido que estas seguiriam passos semelhantes as
cascatas mitogénicas (Figura 01). O estimulo proviria do ambiente extracelular, atuaria
através receptores de superficie celular especificos [como o receptor do fator de crescimento
tissular (TGF-B, de tissue growth factor,)], modulando a expressdo de proteinas transdutoras
de sinal [como a neurofibromina (produto do gene NF-1)], que regulariam a expressdo das
moléculas controladoras do ciclo celular, descritas anteriormente, coibindo a transcricdo ou a
replicagdo do DNA (Malumbres & Barbacid, 2001).

A identificagdo de novos genes supressores tumorais, assim como o melhor
delineamento das fung¢des de varios outros genes que atuam virtualmente como tal, tende a
aumentar quantitativa e qualitativamente o entendimento das complexas e intrincadas vias
inibitorias ativadas pelos supressores tumorais. A detec¢do de delecdes cromossomicas, 0s
estudos de perda de heterozigose (LOH, de loss of heterozigozity) e a andlise de mecanismos
de regulacdo pods-transcricional em células neoplasicas sdo exemplos de abordagens que
freqiientemente apontam potenciais genes supressores tumorais (MacLeod, 2000).

O conjunto das proteinas supressoras tumorais ¢ responsavel pela regulacdo rotineira
da atividade proliferativa. Por outro lado, situacdes onde estdo presentes mecanismos
impeditivos da expressdo ou da atuacdo dessas moléculas podem resultar no descontrole da
fun¢do proliferativa, desencadeando o processo neoplasico (Louro et al., 2002).

A ativacdo dos supressores tumorais ocorre frente a constatacao de lesdes no material
genético das células e objetiva a promocdo dos sistemas de reparo. Caso os danos sejam
inexoraveis, sdo ativadas vias indutoras de morte celular programada — a apoptose. A
maquinaria bioquimica responsavel pela apoptose depende de uma familia de proteases
denominadas caspases. Estas sdo sintetizadas a partir de seus precursores inativos, ou

procaspases. Uma vez ativadas, as caspases clivam (e assim ativam) outras procaspases,
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resultando na amplificacdo da cascata proteolitica. Este mecanismo, além de destrutivo e
autopropagado, ¢ também irreversivel (Alberts et al., 2002)

A ativacdo das caspases pode ser deflagrada ndo so6 através de estimulos intracelulares,
conforme ja descrito, como também por incentivos extracelulares (Figura 03). Células
normais, como os linfécitos T killer, podem induzir a apoptose de células tumorais pela
producdo de FAS (também conhecido por APO-1, de apoptosis inducing protein 1), um
ligante especifico dos receptores CD95. A ligacdo FAS-CD95 ativa o receptor, que se acopla
a proteina FADD (de FAS-associated death domain), uma carreadora da procaspase
iniciadora tipo 8. Essa interacdo permite a libera¢do das procaspases que, apds sofrerem auto-
ativagdo, desencadeiam a liberagdo de caspases executoras (Pelengaris ef al., 2002).

A caspase-8 também pode ativar proteinas pro-apoptoticas (Bax, Bid, Bad, entre
outras) que promovem a formagdo de poros na membrana externa mitocondrial, denominada
fendmeno MOMP (de mitochondrial-outer-membrane permeabilization). Isto ativa a
liberagdo do citocromo ¢ no citoplasma que, associado ao APAF1 (de apoptotic protease-
activating factor 1) e a procaspase-9, formam o chamado apoptosomo. Na presenga de ATP, a
procaspase-9 ¢ ativada, levando a liberagdo em cadeia de caspases executoras, incluindo a
caspase-3. A proteina anti-apoptdtica Bcl-2 inibe o fendmeno MOMP, modulando a ativagdo
em série das caspases (Amarante-Mendes & Green, 1999).

A morte celular mediada por caspases difere da necrose em diversos aspectos,
principalmente por suas caracteristicas morfologicas. Ao receber o sinal apoptotico, a célula
encolhe de tamanho, degrada sua cromatina e entra em colapso estrutural, mas sem ruptura
brusca da membrana, evitando o surgimento de edema e a ativa¢do do processo inflamatério —

as principais peculiaridades do processo necrdtico (Cotran ef al., 2000).
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FIGURA 03 — Representacio esquematica das vias apoptoticas mediadas pela ativacio do receptor
CDY5/FAS. A liberagdo de caspases executoras pode se dar através de indugdo [a] direta, pela caspase-8
(procaspase-8 auto-ativada), ou [b] indireta, pelo surgimento do fendmeno MOMP, secundario a ativagdo de

proteinas pro-apoptoticas também pela caspase-8. Adaptado de Pelengaris et al. (2002).

1.2. TUMORES PRIMARIOS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

1.2.1. Epidemiologia

Os tumores primarios do Sistema Nervoso Central (SNC) correspondem a menos de
2% de todas as neoplasias humanas. A incidéncia anual desses tumores varia entre 4,9 a
16/100.000, sendo os maiores indices geralmente verificados em paises desenvolvidos devido
a maior cobertura em saude e tecnologia (neuroimagem de alta resolucdo), além de
organizados e confidveis registros de cancer (Pekmezovic et al., 2002). No Brasil ndo existem
registros epidemioldgicos especificos para os tumores originarios do SNC. Os tnicos dados
disponiveis dizem respeito ao municipio de Sdo Paulo, onde se estima uma incidéncia de
5,4/100.000 para as mulheres e 6,7/100.000 para os homens a cada ano (Mirra et al., 2001).
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Nos Estados Unidos da América (EUA), a prevaléncia dos tumores do SNC aproxima-
se de 130/100.000, sendo diagnosticados anualmente cerca de 40.000 novos casos de tumores
benignos (42,5%) e malignos (57,5%) do SNC. Os caucasianos representam o grupo étnico
mais freqiientemente afetado, em comparacdo aos descendentes de origem africana ou
asiatica. Ainda nesse pais, cerca de 13.000 mortes foram catalogadas no ano de 2002
decorrentes somente dos tumores malignos (CBTRUS, 2002).

A despeito da baixa incidéncia, os tumores primarios do SNC representam os mais
freqiientes tumores so6lidos da infancia e a segunda causa de mortalidade por neoplasias nesta
faixa etaria, ficando atrds somente das leucemias. Nos adultos, a sobrevida média apos cinco
anos do diagnostico de tumor maligno primério do SNC ¢ de 32%, constituindo a terceira e
quarta causa de mortalidade por cancer entre homens e mulheres, respectivamente

(Schottenfeld & Beebe-Dimmer, 2005).

1.2.2. Etiologia

Apesar dos enormes esfor¢cos empreendidos na tentativa de se detectar correlagdes
epidemiologicas entre exposicdo ocupacional, dieta e héabitos de vida dos pacientes e o
surgimento de tumores do SNC, nenhum destes fatores demonstrou significancia estatistica. A
etiologia dos tumores originados no SNC ainda ¢ pouco compreendida, a excecdo do impacto
das sindromes neoplasicas hereditarias (Neurofibromatose, Li-Fraumeni, Turcot, entre outras)
(Greenberg et al., 1996).

Intimeros trabalhos sugerem a possibilidade de substancias quimicas (formaldeido,
cloreto de vinil, solventes organicos), campos eletromagnéticos (telefones moveis, linhas de

transmissdo), alimentos (conservantes nitrosos), traumatismos cranianos, tabagismo, drogas
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(barbituratos) desencadearem a formagdo de tumores no SNC, entretanto todos estes carecem
de consisténcia epidemioldgica e comprovagdo multicéntrica (Adams ef al., 1998).

O tnico fator ambiental inequivocamente associado ao maior risco de
desenvolvimento de tumores do SNC consiste na exposicdo a radiacdo (radiografias,
radioterapia). Estudos experimentais apontam ainda alguns virus como potenciais agentes
etioldgicos, todavia ndo se observa aumento da incidéncia de tumores do SNC em populagdes
sabidamente mais expostas aos patdgenos relacionados. Relata-se ainda que estados de
imunossupressdo (sindrome da imunodeficiéncia adquirida, pds-transplantados) predisporiam
a manifestacdo de tumores proprios do SNC, contudo essa correlagdo s6 foi comprovada no

caso dos linfomas primarios do SNC (Lantos et al., 2002).

1.2.3. Classificacao Histopatologica

Os tumores primarios do SNC exibem diversas apresentacdes histoldgicas e origens
citologicas, refletindo a complexidade tecidual e a variedade de tipos celulares caracteristicas
do sistema nervoso. A multiplicidade morfolégica dessas neoplasias acrescenta-se ainda a
diversidade de manifestagdes radioldgicas e de comportamentos bioldgicos. Todos esses
fatores explicam as grandes dificuldades encontradas para a formatacdo de uma classificacdo
dos tumores do SNC com linguagem e aceitagdo universais (Kleihues & Cavenee, 2000).

O arduo trabalho na elaboragdo de critérios para classificagdo dos tumores primarios
do SNC, iniciado ainda no século XIX por Virchow, culminou com a Classificag¢do
Histologica dos Tumores do Sistema Nervoso Central, parte integrante da Classificagdo

Histologica Internacional dos Tumores, publicada em 1979 pela Organizacio Mundial da
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Satude (OMS). Este sistema adotou o principio basico da tipificacio histologica: as entidades
tumorais seriam definidas primariamente pela morfologia das células e pela sua disposi¢ao
tecidual (Ziilch, 1979).

Os novos conhecimentos sobre a histogénese do sistema nervoso e a genética do
cancer, obtidos principalmente a partir do emprego de técnicas imuno-histoquimicas e/ou
moleculares, suscitaram revisdes a classificacdo original nos anos de 1993, 1997 e 1999.
Assim, os grandes debates internacionais acerca da classificagdo da OMS resultaram no seu

aprimoramento e consolidaram sua ado¢ao mundial (Kleihues & Cavenee, 2000).

1.3. ASTROCITOMAS

Os astrocitomas constituem o principal tipo histologico dentre os tumores primarios do
SNC (Figura 04). O termo astrocitoma foi cunhado por Virchow (1863) para designar os
tumores compostos predominantemente por astrocitos atipicos (nlcleos aumentados,
alongados ou hipercromaticos com citoplasmas escassos, poucos definidos), porém sé foi
empregado definitivamente na classificagdo proposta por Bailey e Cushing, em 1926.

Os astrocitos fazem parte das células gliais (Figura 05) — elementos celulares
responsaveis pelo suporte tecidual, nutricdo, equilibrio i6nico, metabolismo de
neurotransmissores e defesa imunologica dos neurdnios. Estas células sdo representadas, além
dos astrocitos, pelos oligodendrocitos, pelos ependimécitos e pelas células da micréglia (Gray

et al., 2004).
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FIGURA 04 - Distribuicdo percentual dos tumores primarios do SNC diagnosticados nos EUA no periodo
de 1995 a 1999 segundo a histopatologia (n=37.788). Fonte: CBTRUS - Central Brain Tumor Registry of the
United States (2002).

Recentes evidéncias sugerem ainda que as células astrociticas, nove vezes mais
numerosas que os neurdnios, comunicam-se entre si através de sinais quimicos, formando
uma rede independente e paralela a neuronal. Esta comunica¢do neurdnio-glia influenciaria a
formagdo de sinapses e indicaria quais conexdes neuronais se fortaleceriam ou
enfraqueceriam com o tempo — fatores determinantes na fisiologia do aprendizado e do

armazenamento da memoria duradoura (Fields & Stevens-Grahan, 2002).

OLIGODENDROCITO

DENDRITO

FIGURA 05 — Ilustragio representativa da interacao entre as células gliais (astrocitos e oligodendrocitos)
e os neurénios. Os astrocitos nutrem os neurdnios, além de envolver e regular as sinapses. Os oligodendrocitos

produzem a mielina que recobre os axonios. Adaptado de Fields (2004).
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1.3.1.Classificacdo e Graduacio dos Astrocitomas

Na recente classificagdo histopatologica da OMS para os tumores proprios do SNC,
admite-se que as diversas apresentagdes histologicas dos astrocitomas possam ser divididas

em diferentes graus de malignidade, variando de I a IV (Tabela 01).

TABELA 01 — Tumores de origem neuroepitelial - representagio parcial
(tumores astrociticos e correlatos) da classificacao segundo a OMS

TUMORES DE ORIGEM NEUROEPITELIAL e °°';i':‘|’:;':;"‘°
Tumores Astrociticos
GRAU | Astrocitoma Pilocitico 9421 1
Astrocitoma Difuso 9400 3
GRAU Il Astrocitoma Fibrilar o 9420 3
Astrocitoma Protoplasmico 9410 3
Astrocitoma Gemistocitico 9411 3
GRAU Il Astrocitoma Anaplasico 9401 3
Glioblastoma (Multiforme) 9440 3
GRAU IV Glioblastoma de Células Gigantes 9441 3
Gliossarcoma 9442 3
Outras Variantes
Xantoastrocitoma Pleomérfico (Grau Il ou Ill) 9424 3
Astrocitoma Subependimario de Células Gigantes (Grau ) 9384 1
Gliomas Mistos
Oligoastrocitoma (Grau Il) 9382 3
Oligoastrocitoma Anaplasico (Grau III) 9382 3
Tumores Neuronais e Neuro-Gliais
Astrocitoma Infantil Desmoplasico (Grau I) ‘ 9412 ‘ 1

' Codigo adotado pela Classificagio Internacional de Doencas para Oncologia (ICD-O) e pela Nomenclatura
Sistematizada em Medicina (SNOMED). > O comportamento bioldgico tumoral é qualificado em (0) benigno, (1)

malignidade baixa, limitrofe ou incerta, (2) lesdes in situ e (3) maligno. Adaptado de Kleihues et al. (2002).

Essa graduacdo resulta do reconhecimento, através da andlise histoldgica rotineira por
microscopia Optica, de indicadores de anaplasia (atipia nuclear, pleomorfismo, atividade
mitdtica, hiperplasia endotelial e necrose) tipicos de cada variante tumoral. Como regra geral,

o grau tumoral ¢ baseado nas areas de maior atipia, assumindo que esta populacdo de células ¢
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a que determina o curso da doenga. Além de manifestar o comportamento bioldgico tumoral,
permitindo inferéncias prognosticas, o acumulo de achados anaplasicos parece refletir a
progressdo das alteragdes moleculares adquiridas durante o processo de transformacao
neoplasica (Kleihues & Cavenee, 2000).

No esquema de graduagdo adotado pela OMS, a presenga de atividade mitotica define
os tumores de alto grau (III e IV). A presenca de necrose tumoral, acompanhada ou ndo por
hiperplasia endotelial, delimita o grau IV. A deteccdo unicamente de atipia citologica
(pleomorfismo celular e/ou atipia nuclear) estabelece o grau II. Os tumores do grau I
consistem em entidades distintas: além da auséncia de anaplasia, tem sua gradacdo definida
ainda por parametros clinicos (idade do(a) paciente, localizagdo tumoral, aspecto radiolégico)

(Burger et al., 2002).

1.3.2. Caracterizaciao dos Astrocitomas

ASTROCITOMAS GRAU I (OMS) — ASTROCITOMA PILOCITICO. Sio tumores de
crescimento lento, geralmente de origem cerebelar (>80%). Macroscopicamente, apresentam-
se como massas bem delimitadas, na maioria das vezes cisticas, sem infiltragdo dos tecidos
subjacentes. Microscopicamente, sdo constituidos por células pildides bipolares que se
organizam numa densa rede fibrilar, muitas vezes com microcistos de conteudo mucinoso. A
distribuicdo radial do tecido tumoral ao redor de vasos sanguineos origina o aspecto de
“pseudo-rosetas” perivasculares. A degeneragdo dos processos fibrilares resulta na deposigao
de corpos eosinofilicos brilhantes, classicamente descritos como em “forma de salsicha” — as
fibras de Rosenthal, tipicas desses tumores. Pode haver consideravel pleomorfismo nuclear,

todavia este ndo estd associado com fendmenos anapldsicos ou aumento de celularidade.

37



Mitoses sdo raras, comumente ausentes. A proliferacdo vascular pode ser extensa, contudo sua
presenca nao representa malignidade nesses tumores (Figura 06[b]) (Louis & Cavenee, 1997).

ASTROCITOMAS GRAU II (OMS). Sao neoplasias com alto grau de diferenciacio
celular, baixo crescimento e potencial infiltrativo sobre estruturas contiguas. Podem ser
localizados em qualquer parte do SNC. Mostram-se como massas homogéneas, de bordos
mal-definidos, ocasionalmente com a formacdo de cistos. A histopatologia demonstra
aumento irregular da densidade celular com atipia nuclear e pleomorfismo proeminentes. Nas
areas mais compactas, os processos citoplasmaticos formam uma rede fibrilar, de aspecto
microcistico. Usualmente, ndo sdo visualizadas figuras mitoticas. De acordo com o tipo
celular predominante, trés variantes podem ser distinguidas: (1) Fibrilar, a mais freqiiente,
com citoplasma escasso e nucleos hipercromaticos andmalos; (2) Gemistocitico, onde
predominam células de citoplasma abundante e eosinofilico, com nucleos excéntricos,
repousando sobre denso fundo fibrilar (denominadas por gemistocitos) e (3) Protoplasmico, a
mais rara, formada por pequenos astrocitos neopldsicos com discretos processos filamentosos
(Figura 06[c e d]) (Ironside et al., 2002).

ASTROCITOMAS GRAU III (OMS) — ASTROCITOMA ANAPLASICO. Apresentam-
se como tumores de contornos irregulares com tendéncia infiltrativa. Surgem em qualquer
local do SNC e demonstram rapido crescimento. Microscopicamente, observa-se aumento da
celularidade (multifocal ou difuso) associado a marcante pleomorfismo e atipia nuclear.
Detectam-se ainda células astrociticas pouco diferenciadas e freqiientes figuras mitoticas.
Podem ocorrer pequenos focos de necrose e de proliferacdo endotelial, indicando potencial
progressao ao grau IV (Figura 06 [e]) (Vinters ef al., 1998).

ASTROCITOMAS GRAU IV (OMS) — GLIOBLASTOMA MULTIFORME.
Representam os mais malignos neoplasmas de origem astrocitica. Podem se desenvolver a

partir de astrocitomas grau II ou III, quando sdo designados de “secundarios”, ou surgirem de
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novo, sem evidéncias de lesdes precursoras, sendo denominados de “primarios”. Localizam-se
preferencialmente nos hemisférios cerebrais, particularmente nas regides fronto-temporal e
parietal. A despeito do rapido crescimento e do grande potencial infiltrativo, raramente
invadem o espaco subaracndéideo e, assim, dificilmente produzem metéstases.
Histologicamente, demonstram grande heterogeneidade. O exuberante pleomorfismo celular
manifesta-se através de células bipolares, fusiformes, fasciculadas, pequenas (indiferenciadas)
ou gigantes, contendo inclusdes lipidicas e granulacdes citoplasmaticas. Os nucleos sao
comumente aberrantes, por vezes multiplos. A presenca de necrose (secunddria ao insuficiente
suprimento sanguineo tumoral) ocorre de duas formas distintas: em grandes areas necroéticas,
com focos hemorragicos dispersos, ou em pequenas clareiras irregulares, multiplas, rodeadas
por pequenas células tumorais fusiformes. Esta ultima, designada como necrose geografica ou
em pseudopalicada, configura achado tipico dos glioblastomas. A proliferacdo microvascular
¢ outra marca histologica dos tumores do grau IV, aparecendo como tufos de aspecto
glomeruldide rodeando as dreas necroticas. Admite-se que a hiperplasia endotelial resulta de
estimulos neoangiogénicos sobre capilares pré-existentes e/ou do remodelamento vascular,
através da mobilizacdo de pericitos e células musculares lisas. Podem ainda ocorrer focos de
metaplasia epitelial, exibindo rolhas queratinicas, bem como aglomerados de linfocitos
perivasculares. As duas variantes histoldégicas desses tumores sdo (1) o glioblastoma de
células gigantes, com o predominio de células gigantes multinucleadas bizarras assentadas
sobre estroma rico em reticulina, e (2) o gliossarcoma, com 4reas tumorais variando entre o
aspecto gliomatoso e o mesenquimal, manifestando diferenciacdo condroide, ostedide,
rabdodide, entre outras (Figuras 06[f] e 07) (Lantos et al., 2002).

OUTROS TIPOS HISTOLOGICOS. O Xantoastrocitoma Pleomérfico é uma variante
rara, caracterizada pela presenca de células pleomorficas com inclusdes lipidicas, geralmente

envolvidas por fibras reticulinicas. O Astrocitoma Subependimario de Células Gigantes
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constitui entidade benigna, derivada das lesdes hamartomatosas associadas a esclerose
tuberosa, sendo caracterizada pela mistura de populacdes celulares heterogéneas sobre uma
matriz fibrilar. Os Tumores Mistos (oligo-astrociticos) representam a “colisdo” entre fendtipos
tumorais astrociticos e oligodendrociticos. Ja o Astrocitoma Infantil Desmoplasico ¢ formado

por um agregado de células pouco diferenciadas, com predominio de astrocitos neoplasicos,

distribuido sobre abundante matriz conjuntiva (Taillibert et al., 2004).

FIGURA 06 — Histopatologia dos tumores astrociticos (HE, 400X). [a] Caso n°. 0.3 - Cortex Cerebral Nio-
Tumoral: observam-se corpos celulares de neurdnios piramidais, de formato triangular (seta amarela); astrocitos
normais, com nucleos grandes, arredondados ¢ mais “frouxos” (setas pretas); células da microglia, de ntcleos
densos, alongados e em forma de virgula (seta vermelha) e oligodendrécitos, com nucleos redondos (menores
que os dos astrdcitos), densos e circundados por um halo claro, resultado da tumefagio artefatual tipica desses
componentes gliais (seta azul). [b] Caso n°. 04 - Astrocitoma Pilocitico Cerebelar, grau II (OMS): percebe-se
proliferagdo de astrocitos discretamente atipicos sob densa matriz fibrilar, com areas de degeneracdo
microcistica, onde figuram fibras de Rosenthal (setas azuis). O tecido tumoral desenvolve-se entre o tecido
cerebelar ndo-tumoral, sendo visualizadas células de Purkinje (setas pretas). [c] Caso n°. 16 - Astrocitoma
Fibrilar, grau II (OMS): evidencia-se baixa celularidade, com nucleos ovais e hipercromaticos sob fundo fibrilar.
[d] Caso n°. 15 - Astrocitoma Gemistocitico, grau II (OMS): predominam células de citoplasma abundante e
eosinofilico, com niicleos excéntricos, repousando sobre compacta matriz fibrilar. [¢] Caso n°. 30 - Astrocitoma
Anaplasico, grau III (OMS): nota-se moderada celularidade, composta por astrocitos atipicos, pleomorficos, com
nucleos irregulares e hipercromaticos. Ha ainda discreta proliferacdo endotelial, raras mitoses e degenerago
microcistica. [f] Caso n°. 54 - Glioblastoma Multiforme, grau IV (OMS): percebe-se marcante pleomorfismo
celular, com nucleos gigantes, hipercromaticos (por vezes multiplos), sendo observadas figuras mitoticas,

proliferagdo micro-vascular e areas de necrose. Para maiores detalhes sobre os casos, consultar Anexo IV.

40



FIGURA 07 — Caracteristicas histopatolégicas dos Astrocitomas Grau IV (Glioblastoma Multiforme). [a]
Visdo Geral. Ha significante aumento da celularidade, expressivo pleomorfismo celular, areas de proliferacdo
endotelial e abundante necrose (Caso n°. 45, HE, 200X); [b] Area de necrose em pseudopali¢ada (Caso n°. 53,
HE, 200X); [c] Proliferagdo endotelial de aspecto glomeruldide (Caso n°. 45, HE, 400X); [d] Células gigantes

multinucleadas (Caso n°. 35, HE, 1.000X). Para maiores detalhes sobre os casos, consultar Anexo IV.

Apesar das distingdes entre os diferentes graus dos astrocitomas serem também
sugeridas por particularidades epidemioldgicas (Tabela 02) e radiologicas (Figura 08), a
rotina diagndstica histopatologica permanece extremamente laboriosa, sendo marcada pela
subjetividade e pela imprecisao.

TABELA 02 — Dados epidemiolégicos referentes aos tumores astrociticos diagnosticados nos
EUA no periodo de 1995 a 1999, distribuidos de acordo com a graduacao histologica da OMS

Grau Percentual (%) Percentual (%) Média de Proporcdo  Percentual médio Incidéncia anual
Histologico entre os tumores entre os idade ao Masculino/ (%) de sobrevida (por 100.000
(OMS) primarios do SNC  astrocitomas diagnéstico Feminino em 5 (cinco) anos habitantes)

| 2,10 6,08 13 1,09 88,90 0,29

| 5,50 15,80 44 1,36 39,10 0,77

i 3,70 10,76 52 1,20 28,00 0,51

v 23,00 67,36 65 1,26 2,90 3,24

TOTAL 34,30 100,00 43 1,26 32,00 4,81

Fonte: CBTRUS - Central Brain Tumor Registry of the United States (2002).
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FIGURA 08 — Estudos tomograficos por Ressonidncia Magnética Nuclear (RMN) representativos dos
tumores astrociticos. [a] Caso n°. 06 - Astrocitoma Pilocitico, grau I (OMS): corte sagital em T1 com contraste
paramagnético (gadolinio) demonstrando massa cistica cerebelar isointensa com nodulagdes discretamente
captantes; ha deslocamento anterior do tronco cerebral e hidrocefalia obstrutiva. [b] Caso n°. 24 - Astrocitoma
Fibrilar, grau IT (OMS): corte axial em T1 revela lesdo frontoinsular hipointensa a direita, mal-definida, com
componentes cisticos; percebe-se deslocamento e compressdo do lobo frontal direito. [c] Caso n°. 31 -
Astrocitoma Anaplasico, grau III (OMS): corte axial em T1 mostra massa fronto-parietal hipodensa, mal
delimitada; observa-se edema peritumoral com deslocamento da linha média. [d] Caso n°. 49 - Glioblastoma
Multiforme, grau IV (OMS): corte axial em T1 apos contraste paramagnético (gadolinio) exibindo les@o frontal
bilateral (predominio a direita), irregular, com captac@o de contraste (aspecto anelar multifocal); as 4reas centrais

hipointensas correspondem a necrose. Para maiores detalhes sobre os casos, consultar Anexo I'V.
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1.3.3. Aspectos Clinicos dos Astrocitomas

Enquanto a duragdo da histéria clinica e as perspectivas de sobrevida estdo mais
diretamente relacionadas ao comportamento biolégico do tipo tumoral, os sintomas
determinados pelos astrocitomas dependem primariamente da localizagdo dessas neoplasias
no SNC (Greenberg et al., 1996).

Os astrocitomas cerebelares geralmente cursam com ataxia, nauseas e disfun¢des dos
pares cranianos. Nos gliomas do nervo optico podem ser observadas reducdo da acuidade
visual e irregularidades no campo visual. Neoplasias do tronco cerebral promovem déficits
relacionados aos nervos cranianos. O acometimento neoplasico hipotalamico ¢ tipicamente
associado a sindromes endocrinas (puberdade precoce, diabetes insipidus, entre outras),
desequilibrio hidro-eletrolitico e desregulacdo autondmica (Lantos et al., 2002).

Entre os tumores supratentoriais, aqueles que se manifestam nos lobos frontais e/ou
parietais costumam ocasionar epilepsia, hemiparesia e transtornos de personalidade. Ja os
temporais, além de crises convulsivas, favorecem o aparecimento de distirbios da fala e da
linguagem. Qualquer uma dessas lesdes que promova oclusdo ou obstrugdo das vias de
drenagem do fluido cérebro-espinhal pode desencadear aumento da pressdo intracraniana,

levando ao aparecimento de cefaléia, papiledema e vomitos (Adams et al., 1998).

1.3.4. Terapéutica dos Astrocitomas

A remocdo cirurgica, total ou parcial, continua sendo a principal abordagem
terapéutica contra os tumores do SNC. A maxima extirpagdo do tecido tumoral, o mais

precocemente possivel, pode resultar em cura. Outros beneficios da terapia cirurgica
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consistem na possibilidade de definicdo precisa do diagnostico histopatoldgico, na reversao
dos déficits neuroldgicos instalados e na minimizagdo dos riscos de progressdo tumoral.
Contudo, o potencial infiltrativo da maioria dos astrocitomas, bem como a capacidade de
migracdo local das células tumorais, pode tornar a intervengdo cirurgica inexeqiiivel ou
ineficaz. Além disso, a cirurgia pode agravar ou mesmo desencadear morbidades neurologicas
(Ellison et al., 2004).

A radioterapia ¢ usualmente empregada no tratamento dos astrocitomas de alto grau
(IIT e 1IV), ao passo que seus beneficios no tratamento de tumores de baixo grau (I e II)
despertam controvérsia. Considerando os efeitos deletérios da radiacdo sobre tecidos sadios, a
pratica atual restringe o uso da radiacdo focal somente para tumores de limites precisos,
utilizando em média 60 Grays como dose total (Zalutsky, 2004).

A quimioterapia tem demonstrado importante papel adjuvante no tratamento de
tumores astrociticos de baixo grau em criangas (Castello et al., 1998). Todavia, agentes
quimioterapicos isoladamente ou associados a radioterapia ndo tém revelado aumentos
significativos na sobrevida dos pacientes. As principais drogas utilizadas em esquemas contra
os astrocitomas constam de nitrosuréias (ACNU; BCNU; CCNU), demais alquilantes
(procarbazina; temozolomida), alcaldides (vincristina), compostos platinicos (carboplatina;
cisplatina) e inibidores da Topoisomerase I (topotecano; irinotecano). A pouca eficacia da
quimioterapia no tratamento dos tumores do SNC tem sido apontada como resultado da baixa
penetracdo dos fArmacos nos tecidos (causada pela seletividade da barreira hematencefalica e
pela coesdo dos conjuntos celulares adjacentes aos tumores), bem como pela resisténcia
priméaria ou adquirida aos diferentes quimioterapicos (Stupp & Regg, 2003).

Ha ainda uma significante propor¢ao de pacientes portadores de astrocitomas de baixo
grau que sao seguidos conservadoramente, sendo tratados unicamente com anticonvulsivantes

e acompanhados por neuro-radiologia.
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Quanto aos tumores de alto grau reicidivantes, 20% dos pacientes sdo candidatos a
nova cirurgia. Novas radiagdes sdo limitadas pela toxicidade, mas os pacientes podem ser
conduzidos a radiocirurgia por esterotaxia (gamma knife, implantes radioativos) ou
braquiterapia intersticial (Nwokedi et al., 2002).

No Estado do Ceara, a abordagem cirlrgica prevalece ainda mais sobre a radioterapia
e a quimioterapia no tratamento dos tumores astrociticos. O dificil acesso aos servigos
especializados, assim como aos métodos de neuroimagem, resultam em freqiiente
retardamento diagnéstico. Por sua vez, este atraso corrobora para reducao das possibilidades
quanto ao uso da radiagdo ou mesmo da ressecabilidade tumoral. Raros casos sdo designados
a quimioterapia devido ao insucesso e, por vezes, a indisponibilidade das drogas especificas
dos esquemas contra tumores do SNC. Recursos mais avangados, como radiocirurgia e

neuronavegacao, sao atualmente indisponiveis.

1.4. ALTERACOES GENETICAS NOS ASTROCITOMAS

Os recentes avangos na area da biologia molecular apontam as distingdes entre os
diferentes graus dos astrocitomas como reflexo de alteracdes genéticas especificas. Tais
eventos moleculares seriam responsaveis ndo s6 pela promocdo, mas também pela progressao
tumoral em malignidade, conduzindo fenotipos de baixa gradagdo a categorias mais elevadas.

Os Astrocitomas Grau I exibem irregularidades genéticas distintas dos demais graus, o
que reforca a teoria de rara progressdo para fenotipos mais malignos. Estudos citogenéticos
demonstram variag¢do cariotipica de normal a aberrante, com ganho dos cromossomos 7, 8 e
22 e ganho ou delecdo do cromossomo 19. Ocasionalmente, detectam-se perdas no

cromossomo 17q, incluindo a regido codificadora do gene NF1. A neurofibromina, produto do
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gene NF1, possui fungdes supressoras tumorais, fazendo crer que a desregulacdo desse gene
poderia assumir papel relevante na evolugdo para o astrocitoma pilocitico (Kleihues &
Cavenee, 2000).

A formacdo do Astrocitoma Grau II ¢ associada a, pelo menos, trés alteracdes:
inativacdo do gene supressor tumoral p53, perda do cromossomo 22q e ativa¢do do fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF, de platelet-derived growth factor) e/ou do seu
receptor (Torsten & Wiestler, 1997).

A alteragcdo do p53 foi um dos primeiros eventos identificados na tumorigénese dos
astrocitomas, sendo considerada uma etapa inicial. O gene p53 (cromossomo 17p) codifica o
fator de transcricdo homonimo que participa de inimeros programas celulares, incluindo a
regulacdo do ciclo celular, a resposta aos danos ao DNA e a apoptose. Sua inativacao,
usualmente por mutagdo de uma copia e perda cromossdmica do alelo restante, ¢ descrita em
aproximadamente 60% de todos os tumores astrociticos (Chosdol et al., 2002).

A perda do cromossomo 22q ¢ detectada em 20-30% dos astrocitomas, sugerindo a
possivel localizagdo de um gene supressor tumoral neste cromossomo. Andlises com
hibridagdo gendmica comparativa (CGH, de comparative genomic hybridisation) destacam
outras alteracdes cromossdmicas (ganho do 7q, amplificagdo do 8 e delecdo do 6) como
potencialmente envolvidas no surgimento dos astrocitomas (Louis & Cavenee, 1997).

Dos varios fatores de crescimento expressos pelos astrocitomas, o PDGF ¢ o mais
claramente implicado no processo tumorigénico, especialmente nos tumores do grau II. O
mecanismo de superexpressao do PDGF, bem como de seu receptor (PDGFR), ainda ndo foi
totalmente esclarecido, embora alguns tumores demonstrem amplificacdo do gene codificador
do PDGFR subtipo alfa. A expressdo de PDGF também se correlaciona com a inativa¢do do

p53 (Louis, 1997).
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A transicdo para o Astrocitoma Grau III ¢ vinculada a inativacdo de genes supressores
tumorais nos cromossomos 9p e 13q, bem como a amplificagdo do cromossomo 12q. Todas
essas alteragcdes parecem convergir no sentido da ndo-expressdo ou da ativagdo por
fosforilagdo proteina Rb (pRb), provocando a liberacdo de fatores de transcricido E2F
(promotores da transicdo G1-S) (Korshunov et al., 2002).

A perda do cromossomo 13q ¢ observada em um terg¢o dos astrocitomas, sendo o sitio
13q13 o local do gene codificador da pRb. A perda ou mutagdo dos genes supressores
tumorais pl6 (CDKN2A) e p15 (CDKN2B) (localizados no cromossomo 9p21), bem como o
aumento da expressdo ou amplificacdo do gene da CDK4 (situado no cromossomo 12q),
resultam no aumento da fosforilacdo da pRb (Figura 02).

Outro gene associado a progressdo para o grau III consiste num suposto supressor
tumoral localizado no cromossomo 19q. A perda do cromossomo 19q parece ocorrer
exclusivamente em tumores gliais, sendo detectada em todos os graus dos astrocitomas,
especialmente no Astrocitoma Grau III (44%) (Chosdol et al., 2002).

Distintas vias moleculares podem caracterizar a progressao para o Glioblastoma: uma
comumente observada em pacientes jovens, a partir dos astrocitomas grau II ou III
(Astrocitoma Grau IV Secundéario), e outra tipica em pacientes idosos, sem historia de
astrocitoma de baixo grau precedente, originada diretamente das células precursoras
(Astrocitoma Grau IV Primario). Todavia, a perda do cromossomo 10 ¢ relatada como um
evento comum a todos os Astrocitomas Grau IV, sendo encontrada em 60-85% desses
tumores (Hilton & Melling, 2004).

O Astrocitoma Grau IV Secundério demonstra perda de heterozigose em grandes
regides do cromossomo 10 (10p, 10923 e 25-26). O gene supressor tumoral PTEN/MMACI1
(de phosphatase and tensin homology / mutated in multiple advanced cancer 1), situado no

cromossomo 10qg23, também pode aparecer mutado nos tumores grau IV. O gene DCC (de
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deleted in colon cancer), outro supressor tumoral localizado no cromossomo 18q21, estéd
ausente em 7% dos astrocitomas de baixo grau e em 53% dos glioblastomas, sugerindo sua
participagdo na génese desses tumores. O gene DMBT1 (de deleted in malignant brain
tumours 1), situado no cromossomo 10q25-26, encontra-se deletado em 23-38% dos
astrocitomas grau IV secunddrios, sendo considerado mais um candidato a supressor tumoral
(Kleihues & Cavenee, 2000).

No Astrocitoma Grau IV Primdrio ocorre a amplificacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR, de epidermal growth factor receptor) na maioria dos casos,
simultaneamente a perda do cromossomo 10. O EGFR consiste num receptor de membrana do
tipo tirosino-quinase envolvido no controle da proliferagdo celular (Louis ef al., 2002).

Julga-se que menos de 10% dos glioblastomas primarios exibam mutacio do p53, ndo
sendo verificada concomitancia entre esta e a superexpressdo de EGFR. Tal fato indica que
esses eventos sdo mutuamente exclusivos, reiterando a diferenga entre a progressdo para os
tumores de novo e para os secundarios, sendo nestes tltimos tipicamente detectada a mutacao
do p53. Entretanto, a atividade transcricional da proteina p53 nos astrocitomas grau IV
primarios esta algumas vezes abolida, visto a forma¢do de complexos com a proteina MDM?2
(de murine double minute clone 2). O gene MDM2, encontrado no cromossomo 12q13-14, ¢
descrito como superexpresso em 50% dos glioblastomas primarios (Chosdol ef al., 2002).

Ainda quanto a progressao para os tumores grau IV, a desregulacdo do gene CDKN2A
ocasiona a perda da expressdo do supressor tumoral pl6 o que, por sua vez, promove a
superexpressao/amplificacdo de CDKs e a ativacdo da pRb. A promog¢do destas vias ¢
observada em 36% dos astrocitomas grau IV primdrios, contrastando com 4% nos tumores
secundarios. Outro subconjunto dos glioblastomas ¢ formado por aqueles provenientes da
evolugdo de oligodendrogliomas e oligoastrocitomas, caracterizados pela perda dos

cromossomos 19q e 1p, além do 10 (Louis & Gusella, 1995).
48



Resumidamente, os astrocitomas malignos podem se originar através de diferentes
caminhos moleculares: a partir de astrocitomas de baixo grau, via inativacao do p53; de novo,
no decurso da ativagdo do EGFR; de neoplasmas oligodendrogliais; ou ainda por direcdes até

entdo ndo definidas (Figura 09).

ASTROCITOS DIFERENCIADOS / CELULAS PRECURSORAS NEUROEPITELIAIS

mutagae do p53
ganho dos cromossomos 7 e 8 perda do cromossomo 17
ganho/perda do cremossomo 19 superexpressio do PDGF / PDGFR
ganho do cromossome 22 perda dos cromossomeoes 6, 10p e 22q
perda do cromossomo 17q (NF1) ganho do cromossemo 7q
L w amplificagdo do cromossomo 8q
[ ASTROCITOMA GRAU I |.....p | ASTROCITOMA GRAU Il |

delecdo do p16 e p15
perda do cromossomo 9p

desregulagio do Rb
perda do cromossomo 13q

amplificagao da CDK4
ganhe do cromossome 129

w perda do cromossomo 199
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= superexpressio do MDM2
mutagio do PTEN/MMACT amplificagao do MDM2

perda do cromossomo 10q desrequlagio da CDKN2A (p16)
delegiio do DCC ativagao da CDK4 e Rb

perda do cromossomo 18q perda do cromossome 10

perda do cromossomo 10 (10p e10q)
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ASTROCITOMA GRAU IV ASTROCITOMA GRAU IV
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FIGURA 09 - Diagrama representativo das alteracdes genéticas envolvidas na progressao maligna dos

astrocitomas. Adaptado de Kleihues & Cavenee (2000).

1.5. MARCADORES MOLECULARES

Apesar das recentes descobertas sobre os eventos moleculares implicados na
tumorigénese dos astrocitomas, a analise histopatologica convencional permanece como o

melhor método diagnodstico e razodvel indicador progndstico para esses tumores. Tal fato
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deve-se a auséncia de correlagdo clinica direta entre as alteragdes genéticas detectadas e o
comportamento bioldgico dos tumores astrociticos, especialmente na definicao de conjecturas
prognosticas (Dietrich & Tribolet, 1997).

Um dos principais desafios da neuro-oncologia quanto ao estudo dos astrocitomas,
portanto, consiste na identificacdo de marcadores moleculares especificos, que efetivamente
caracterizem os diversos tipos de neoplasias, possibilitando o entendimento funcional das vias
tumorigénicas e fornecendo informagdes relevantes acerca do diagnostico, da resposta
terapéutica e do progndstico desses tumores (Grzybicki & Moore, 1999).

Neste contexto, marcadores de proliferacdo celular (Ki-67, Topoisomerase Ila, c-
Myc), diferenciagdo astrocitica (GFAP), supressores tumorais (p53, p21, p27), apoptose (Bax,
Bcl-2, c-Myec), receptores de membrana (EGFR, ErbB-2), transdutores de sinal (p21™) e
enzimas relacionadas & quimiorresisténcia (O°-Metilguanosina-DNA-Metiltransferase,
Glutationa-S-Transferase m, Timidilato Sintase, Topoisomerase Ila) mostram-se como
potenciais ferramentas a serem utilizadas na investigacdo das modificagdes moleculares
resultantes do processo tumorigénico nos astrocitomas, demonstrando virtual valor

diagnostico e progndstico.

1.5.1. Proliferacao Celular

A atividade proliferativa de um tecido, sadio ou tumoral, ¢ resultado do balanco entre
a fracdo de células em duplicacdo, o tempo dispensado durante o ciclo celular e as perdas por
apoptose. A despeito da complexidade concernente ao crescimento celular, a medida do
potencial proliferativo das neoplasias tem demonstrado forte correlagio com o grau de

malignidade, principalmente nos tumores solidos (Brown & Gatter, 2002).
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O progresso no reconhecimento dos mecanismos reguladores do ciclo celular
propiciou a descoberta de moléculas expressas diferencialmente em células proliferantes.
Dentre essas, destacam-se o antigeno Ki-67 e a enzima Topoisomerase la.

O antigeno Ki-67 ¢ expresso durante todas as fases do ciclo celular (G1-S-G2-M).
Este consiste numa proteina nuclear do tipo ndo-histona, formada por cadeias polipeptidicas
com pesos moleculares variando entre 345 e 395kDa (Gerdes et al., 1991). O gene codificador
do antigeno Ki-67 foi localizado no cromossomo 10g25. A fungdo dessa proteina permanece
desconhecida, embora sua estrutura sugira que sua expressdo seja regulada por vias
proteoliticas (Fonatsch et al., 1991). Cattoretti et al., em 1992, padronizou a detec¢do imuno-
histoquimica do Ki-67 em tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina, utilizando
pela primeira vez o anticorpo monoclonal de camundongo designado MIB-1 (de Molecular
Immunology Borstel 1).

As topoisomerases, por sua vez, sdo enzimas que regulam as interconversdes
topologicas do DNA através da quebra reversivel da fita simples (tipo I) ou dupla (tipo II) do
DNA. A topoisomerase II revela-se essencial em varios processos celulares, incluindo a
replicacdo do DNA, a segregacao dos cromossomos, a manutengdo da estrutura cromossdmica
e a prevencao do superenovelamento do DNA (Bakshi ef al., 2001).

Recentemente, duas isoformas da topoisomerase II foram identificadas: a alfa (a) e a
beta (), com 170 e 180kDa respectivamente. Apesar do alto grau de homologia, essas duas
variantes sdo diferentemente reguladas. A Topoisomerase Ila (subtipo predominante) ¢
descrita como expressa somente em células proliferantes, no intervalo entre o desfecho da

fase S e a conclusdo da fase M. (Taniguchi ef al., 1999).
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1.5.2. Diferenciacio Astrocitica

A proteina acida glio-fibrilar (GFAP, de glial fibrillary acidic protein) participa da
constituicdo do citoesqueleto dos astrocitos, conferindo-lhes estabilidade estrutural e
mobilidade. Até o presente momento, a GFAP ¢ considerada o marcador mais especifico para
deteccdo de células de origem astrocitica (Figura 10) (Rutka et al., 1997).

Traumatismos no SNC, doengas neurodegenerativas, infecgdes, intoxicacdes quimicas
e radiacdo podem induzir a proliferagdo astrocitica, elevando a expressao de GFAP. Tumores
mistos oligo-astrociticos sdo distinguidos pela deteccdo diferencial da GFAP nos astrécitos
neoplasicos (Eng et al., 2000).

A marcagdo para GFAP tende a diminuir com a progressdo maligna dos astrocitomas.
Nos glioblastomas, a extensdo e o aspecto da imuno-expressdo dessa proteina ¢ altamente
variavel. Células gigantes multinucleadas exibem marcagdo heterogénea. Células correlatas
aos astrocitos, como os gemistocitos, demonstram forte positividade, enquanto células
indiferenciadas mostram propensio a negatividade ou a fraca expressdo de GFAP (Lantos et

al., 2002).

FIGURA 10 — Expressio de GFAP detectada por imuno-histoquimica (400X). [a] Caso n°. 0.5 - Cortex
Cerebral Nao-Tumoral. [b] Caso n°. 40 — Astrocitoma Grau IV (OMS): percebe-se aumento da celularidade, com
atipia nuclear e pleomorfismo significantes; a expressdo de GFAP ¢ visualizada somente em cerca da metade dos

astrocitos neoplasicos. Para maiores detalhes sobre os casos, consultar Anexo I'V.
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1.5.3. Supressores Tumorais

O gene supressor tumoral p53 estd localizado no cromossomo 17pl13.1, sendo
constituido por onze exons. Seu produto protéico consiste numa nucleoproteina fosfatada de
53kDa, formada por trés regides distintas: a extremidade amino-terminal (exons 2, 3 e 4),
reguladora da ativagdo transcricional; a por¢do central (exons 4, 5, 6, 7 e 8), responsavel pela
ligagdo ao DNA e a extremidade carboxi-terminal (exons 9, 10 e 11), importante na
oligomerizacao tetramérica e na fixagcdo nuclear da estrutura protéica (Lane, 1992).

A proteina p53 atua basicamente como um fator de transcri¢do, ativando moléculas
reguladoras de diversos programas celulares incluindo o ciclo celular, a resposta ao dano ao
DNA, a apoptose, a diferenciacdo celular e a angiogénese. Na resposta as lesdes genéticas,
por exemplo, a p53 pode induzir a expressdo da proteina GADD-45 (de growth arrest and
DNA damage 45), que (1) promove a parada do ciclo celular na fase G2, provavelmente pela
associacdo com o complexo ciclina B/CDK1, (2) impede a replicagdo, através da formagao de
complexos inibitérios com o PCNA (de proliferation cell nuclear antigen) e (3) desestabiliza
as interagdes DNA-histonas, permitindo assim o reparo ao DNA (Bertram, 2001).

A proteina p53 selvagem (wild-type, funcional) ¢ discretamente expressa em todas as
células normais, tendo curta meia-vida (20 a 30min). Entretanto, sua versdo mutante (inativa)
¢ altamente estavel, provocando seu acimulo celular e, dessa forma, tornando possivel sua
deteccdo. Por esta razdo, o método imuno-histoquimico tem sido proposto como uma forma
simples e rapida de investigacdo da mutagdo do gene p53 (Louis et al., 1993).

O principal alvo transcricional da p53 ¢é representado pelo gene WAF1 (também
conhecido como CIP1, SDI1, mda-6 ou CDKNI1A), localizado no cromossomo 6p21.1. Este,
por sua vez, codifica uma proteina fosfatada de 21kDa, que também exibe atividade

supressora tumoral, denominada p21VA*/™' A proteina p21 atua como reguladora negativa
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do ciclo celular, inibindo a atividade das CDKs ativadoras da transicdo G1-S (Figura 02) e
controlando a sintese do DNA (fase S) através do bloqueio do PCNA (Ono et al., 1997).

A regulacdo direta da expressio do WAF1 pelo p53 implica que, na presenca da
mutacao do p53, os niveis de p21 estariam dramaticamente reduzidos ou totalmente ausentes.
Deste modo, a expressdo do p21 refletiria o status funcional do gene p53 de modo simples e
adicional a constatacdo da existéncia da proteina p53 mutada.

Outra proteina supressora tumoral da familia CIP/KIP corresponde a p27%"",
codificada pelo gene situado no cromossomo 12pl13. A proteina p27 apresenta 42% de
homologia estrutural com a p21, o que justifica a similaridade na a¢do destas proteinas no
bloqueio da progressdo do ciclo celular através da inibicdo dos complexos ciclina D/CDK4,
ciclina E/CDK2 e ciclina A/CDK2 (Lloyd et al., 1999)

Fato curioso ¢ a detec¢do da proteina p27, de atuacdo eminentemente nuclear, no
compartimento citoplasmatico de células neoplasicas. Recentes evidéncias sugerem que a
expressdo oncogénica de PKB (de protein kinase B) provocaria a fosforilacdo da proteina p27,
resultando na sua redistribuicdo citoplasmatica (Coqueret, 2003). A presenca da p27 no
citoplasma desencadearia seu processo de degradacdo através de ubiquitinagdo seguida de
degradacdo por complexos proteossomicos. O seqiiestro e a destruicdo da proteina p27

tornariam entdo possivel a formag¢do dos complexos ciclina/CDK, promovendo a ciclagem

celular (Bloom & Pagano, 2003).

1.5.4. Apoptose

A apoptose apresenta-se como o término de uma cascata de eventos moleculares

desencadeados por diversos estimulos, convergindo finalmente para a ativacdo de enzimas

54



proteoliticas (caspases) responsaveis pela morte celular. O processo de ativagdo das caspases,
embora ainda ndo completamente elucidado, ¢ regulado predominantemente pela familia de
proteinas bcl-2 (Cotran ef al., 2000).

Os membros da familia bcl-2 podem ser divididos em moléculas pro-apototicas (Bax,
Bak, Bcl-xg, Bad, Bid, Bik, Hrk, Bim e Bok) e anti-apoptoticas (Bcl-2, Bel-xi, Bel-w, Bfl-1,
Brag-1, Mcl-1, Al, E1B19K, LMW5-HL ¢ EBV BHRFI). O balango relativo entre as
diferentes proteinas, refletindo a formag¢do de homodimeros e heterodimeros (neutralizagdo),
define a via de atuag@o sobre o mecanismo de morte celular programada (Zornig et al., 2001).

A proteina Bax (de bcl-2 associated protein X) representa o protdtipo das proteinas
pro-apoptdticas. Na presenga de um sinal apoptotico, a Bax ¢ translocada do citoplasma para a
as proximidades das mitocondrias, onde sofre ativagdo e modificagdo conformacional,
aderindo a membrana mitocondrial externa. Pequenas unidades de proteinas Bax ativadas
tendem ao agrupamento, formando oligdmeros que acabam por penetrar a membrana
mitocondrial externa. Essa integracdo possibilita a rapida liberacdo do citocromo ¢, um
potente ativador de caspases (Figura 11) (Antonsson & Martinou, 2000).

Por outro lado, a proteina Bel-2 (de B-cell lymphoma 2), codificada pelo gene
localizado no cromossomo 18q21, favorece a sobrevida celular. Esta impede o escape do
citocromo ¢, possivelmente pela formacdo de heterodimeros com moléculas pro-apoptéticas

como a proteina Bax (Amarante-Mendes & Green, 1999).

1.5.5. Receptores da Familia ErbB

A resposta a diversos sinais extracelulares se inicia com a ativacdo de receptores

especificos na membrana citoplasmatica. Os receptores com dominios tirosino-quinase
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destacam-se como os mais numerosos receptores celulares ligados a enzimas, compreendendo
dezesseis familias. Dentre estas, situa-se a familia dos receptores ErbB (de erythroblastic

leukemia viral oncogene) (Alberts et al., 2002).
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FIGURA 11 — Representaciao simplificada da atuacio das proteinas da familia bcl-2 na regulacio da
cascata apoptotica mitocondrial. O sinal apoptético ativa a caspase 8 e mobiliza a proteina Bax do citoplasma
para a mitocondria. A caspase 8 cliva a proteina Bid, formando o tBid (fragmento C-teminal da Bid). O tBid
ativa a Bax, induzindo sua alteragdo conformacional e adesdo & membrana externa mitocondrial. As proteinas
Bax ativadas oligomerizam-se e integralizam-se a membrana, possibilitando a liberagdo do citocromo c. A
ativacdo da Bax pode ser prevenida pela heterodimerizagdo com a proteina Bcl-2. Adaptado de Desagher &

Martinou (2000).

Os receptores ErbB consistem em proteinas transmembranares com um dominio de
ligagdo extracelular e outro citoplasmatico, onde se encontra a por¢do tirosino-quinase. Estes
podem ser formados a partir de quatro unidades monoméricas: ErbB-1, também conhecido
como HERI (de homolog erythroblastic 1) ou EGFR (de epidermal growth factor receptor),
uma proteina de 170kDa codificada pelo gene localizado no cromossomo 7pl12; ErbB-2
(HER2/neu), uma proteina com 185kDa codificada pelo gene situado no cromossomo 17q12-

21.32; ErbB-3 (HER3) e ErbB-4 (HER4) (Figura 12-I) (Arteaga, 2003).
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A funcionalidade dos receptores ErbB se da através da formag¢do de homo ou
heterodimeros induzida pelo contato com fatores de crescimento especificos. Segue-se entdo
da ativacdo do dominio tirosino-quinase, que promove a auto-fosforilacdo da cadeia de
tirosina dos receptores. Uma vez fosforilados, os dominios citoplasmaticos dos receptores
recrutam e ativam proteinas de sinalizagdo intracelular que irdo atuar em multiplas cascatas
regulatorias (Figura 12-11). As versdes oncogénicas desses receptores resultam de sua
superexpressdo ou estdo associadas a dimerizagdo e a ativagdo persistentes, mesmo na
auséncia de ligantes, produzindo estado de estimulacdo continua das vias mensageiras

celulares (Meldensohn & Baselga, 2000).
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FIGURA 12 — Representacio esquematica dos subtipos e do mecanismo de ativacdo dos receptores ErbB.
(I) Estrutura basica e ligantes especificos. (II) Mecanismo de ativagdo normal: [a] contato com o ligante, [b]
altera¢@o conformacional - dimerizacdo, [c] auto-fosforilagio e [d] ligagdo e ativac@o de proteinas sinalizadoras.

Baseado em Arteaga (2003).
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1.5.6. Sinalizacao Intracelular

As proteinas Ras (de rat sarcoma) foram inicialmente descritas como produto de
oncogenes virais, sendo identificados trés subtipos: H-Ras (de Harvey), K-Ras (de Kirsten) e
N-ras (de neuroblastoma). A descoberta dos genes homologos humanos nos cromossomos 11,
12 e 1, respectivamente, revelou a mutacdo desse conjunto como a anormalidade genética
mais freqiiente em tumores humanos (Malumbres & Barbacid, 2003).

As proteinas Ras demonstram alto grau de homologia estrutural, apresentando 188
amino4cidos ¢ peso molecular de 21kDa (dai p21**). Tais proteinas pertencem a grande
familia das proteinas monoméricas ligadas ao GTP (de guanosine 5’-triphosphate), sendo
fundamentais na transdug¢do intracitoplasmatica de sinais (Shapiro, 2004).

Apds contato com moléculas de ancoragem (como a SH2, de Src homology region 2)
recém-sensibilizadas pela estimulacdo dos receptores da membrana citoplasmatica, as
proteinas Ras tornam-se ativas trocando o GDP (de guanosine 5’-diphosphate) pelo GTP. A
Ras ativada pode excitar inuimeros mensageiros, incluindo o Raf-1 (de Ras associated factor
1). Este, por sua vez, sensibiliza a cascata de proliferacdo e diferenciagdo celular promovida
pela importante via MAPK (de mitogen-activated protein kinase). Duas classes de enzimas
regulam a atividade da Ras: (1) as GEFs (de guanine nucleotide exchange factors)
possibilitam sua ligacdo ao GTP e (2) as GAPs (de GTPase-activating protein) promovem a
hidroélise do GTP ligado a Ras, inativando-a (Figura 13-A) (Alberts et al., 2002).

As formas mutantes das proteinas Ras exibem alteracdes moleculares que as tornam
ativas, mesmo na auséncia de estimulos extracelulares. Além disso, estas variantes também
podem demonstrar refratariedade a acdo das GAPs, mantendo o GTP aprisionado e, assim,

prolongando seus periodos de ativacdo (Figura 13-B). A superexpressdo das proteinas Ras,
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por sua vez, ocasiona a maior sensibilizagdo das vias transdutoras de sinal, tornando a

detec¢do dessas proteinas num importante indicador de malignidade (Marshall, 1999).
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FIGURA 13 — Modelo esquematico da atuacio das proteinas Ras “normal” (A) e mutante (B) na

sinalizac¢fo intracelular. Adaptado de Cotran ef al. (2000).

1.5.7. O Fator de Transcri¢do c-Myc

Em 1911, Peyton Rous evidenciou que um sarcoma tipico de aves poderia ser
transmitido através de extratos tumorais ndo-celulares, sugerindo que virus poderiam ser os
possiveis agentes etiologicos dessas neoplasias. Baseado nesse trabalho, Sheiness & Bishop
(1979), estudando um subgrupo de retrovirus causadores da mielocitomatose em aves,
identificaram o oncogene v-myc (de viral avian myelocytomatosis). Subseqlientemente, o
gene c-myc (de cell) foi identificado como o homodlogo celular deste oncogene retroviral,
sendo sua superexpressao demonstrada em varios tumores humanos e animais (Dang, 1999).

O gene c-myc esta localizado no Jocus 8q24.1, compreendendo trés exons. Seus

produtos protéicos Myc-1 (67kDa) e Myc-2 (64kDa) consistem em fosfoproteinas nucleares
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altamente conservadas, expressos em quantidades variaveis de acordo com o tecido avaliado.
Uma terceira isoforma da proteina c-Myc, denominada de Myc-S (do inglés short) ou Myc-3,
foi descrita recentemente (Spotts et al., 1997).

Logo depois da descoberta do gene c-Myc, dois outros genes relacionados foram
encontrados amplificados em canceres humanos: o N-myc (nos neuroblastomas) e o L-myc
(nos carcinomas do pulmlo, do inglés [ung). Adicionalmente, dois novos genes foram
identificados, contudo somente em roedores: o B-myc e o S-myc. O conjunto desses genes ¢
denominado genericamente como familia de oncogenes myc (Melkoumian et al., 2002).

A proteina c-Myc contém duas seqiiéncias de localizacdo nuclear (NLS) e dominios
estruturais que a caracterizam como um fator de transcricdo. Os primeiros 143 aminoécidos
da por¢do N-terminal compreendem o dominio de transativacdo (TAD), que contém as
regides chamadas Myc boxes (Mb) I e II. Estas ultimas sdo intrinsecamente ligadas as
atividades bioldgicas exercidas pela c-Myc e altamente conservadas entre os membros da
familia. A por¢do C-terminal contempla trés importantes dominios: [1] a regido basica (BR),
implicada no reconhecimento especifico da seqiiéncia do DNA, [2] a helix-loop-helix (HLH) e
[3] o zipper de leucina (LZ), estas ultimas responsaveis pela formag¢do de heterodimeros
especificos entre a c-Myc e seus ligantes (Figura 14) (Pelengaris et al., 2002).

Um dos ligantes reconhecido como essencial para a maioria das atividades biologicas
exercidas pela c-Myc ¢ a proteina Max. Esta, quando dimerizada com a proteina c-Myc,
funciona como ativadora transcricional. Praticamente toda c-Myc celular estd complexada
com a proteina Max que, ao contrdrio da c-Myc, ¢ expressa constitutivamente. A Max
também interage com outras proteinas com dominios HLH-LZ, como as proteinas da familia
Mad. O complexo Max/Mad forma-se do mesmo modo como o Myc/Max, entretanto atua

predominantemente como repressor transcricional (Baudino & Cleveland, 2001).
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FIGURA 14 — Estrutura, funcdes e ligantes da proteina c-Myc. Os maiores dominios funcionais e os sitios de
fosforilagdo estdo representados na estrutura protéica central nas cores azul e amarela, respectivamente. As
regides responsaveis pelas atividades biologicas sdo indicadas acima da estrutura protéica e as envolvidas na
ligagdo com outras proteinas sdo enumeradas logo abaixo. A faixa azul descontinua indica os dominios
relacionados a repressao transcricional, ainda ndo completamente definidos. Exemplos de proteinas ligantes que
promovem a fun¢do da proteina c-Myc sdo mostradas na cor verde e as inibidoras na cor vermelha. BR, regido
basica; HLH, helix-loop-helix; LZ, zipper de leucina; Mbl, Myc Box 1; Mbll, Myc Box 1I; NLS, seqiiéncia de
localizaco nuclear. Adaptado de Facchini & Penn (1998).

Viérias pesquisas tém sido realizadas na tentativa de compreender o mecanismo dual
de transativagdo pelos complexos Myc/Max e Max/Mad. Recentes evidéncias sugerem que,
pelo menos em parte, Myc e Mad regulam a transcricdo através do recrutamento de,
respectivamente, acetilases e desacetilases de histonas (Frank ez al., 2001).

A expressdo do c-myc, bem como de outros membros da familia myc, ¢ indispenséavel
durante o desenvolvimento embrionario normal. A atividade do c-myc em células normais ¢
regulada por sinais externos, como fatores de crescimento e componentes da matriz
extracelular, bem como por sinais internos, como a maquinaria de ativagdo do ciclo celular.
Células diferenciadas normalmente expressam baixos niveis de c-Myc, embora possam

potencialmente transcrever a proteina c-Myc quando estimuladas (Gardner et al., 2002).
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Embora a ligag@o entre c-myc e cancer esteja bem estabelecida, tanto in vitro quanto in
vivo, 0s mecanismos moleculares que promovem a transformac¢do maligna mediada pelo c-
myc ndo sao completamente conhecidos. Muitos esfor¢os tém se concentrado na identificagao
dos programas genéticos induzidos pelo c-myc, através da identificacdo dos seus potenciais
alvos diretos e indiretos.

O impacto do c-myc no ciclo celular tem sido atribuido principalmente a promocao da
transicao G1-S através da ativacdo do complexo ciclina/CDK, do incentivo a transcrigdo E2F-
dependente e do fomento ao crescimento celular (Beier ef al., 2000).

Quanto a ativagdo das CDKs, especialmente do complexo ciclinaE/CDK2, a proteina

KIP1 r
, através do

c-Myc atua em, pelo menos, trés vias distintas: [1] inativa¢do funcional do p27
estimulo a sua degradacdo ou através do seu seqliestro pelo complexo ciclinaD2/CDK4, [2]
indugdo da cdc25A, uma fosfatase de CDKs e [3] ativagdo indireta da expressao de ciclina E.
Nesses processos, as CDKs ficam livres para fosforilar as proteinas da familia Rb,
desencadeando a liberagdo dos fatores de transcricdo E2F. Estes, por sua vez, ativam a
transcricdo de mais ciclinas e de outros genes promotores do ciclo celular, incentivando
sobremaneira a progressao G1-S (Figura 15) (Amati et al., 1998).

Especula-se que o c-myc também poderia atuar em outras vias, desde a inibicdo da
transcricdo de outros supressores tumorais até a cooperagdo com a oncoproteina transdutora
de sinal Ras, atuando de modo complementar e sinérgico na ativagdo das CDKs por estimulos
mitogénicos (Lutz et al., 2002).

A superexpressdo de c-myc, mesmo que transitoriamente, parece também induzir
instabilidade cromossémica, caracterizada por amplificagdes, aneuploidias e poliploidias.

Outros estudos sugerem que a c-Myc induz a producdo de radicais livres pelas mitocondrias,

acarretando em danos ao DNA e, assim, irregularidades gendmicas (Gardner et al., 2002).
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FIGURA 15 — Representacio parcial e simplificada da atuacio do c-myc nas vias moleculares reguladoras
do ciclo celular em organismos superiores. A proteina c-Myc atua inativando os supressores tumorais (linhas
vermelhas), embora algumas vias ainda ndo tenham sido totalmente elucidadas (linhas descontinuas). O sinal de
interrogacdo (?) ilustra a participagdo de mediadores ainda ndo estabelecidos. A inibi¢do do pl5 promove a
“liberagdo” do complexo ciclinaD/CDK4, que atua seqiiestrando o p27. A auséncia do p27 torna o complexo
ciclinaE/CDK2 mais disponivel, o que por sua vez promove a transi¢do G1-S (linhas verdes). A disponibilidade
dos complexos ciclina/CDK promove a fosforilagdo das proteinas da familia Rb, desencadeando a liberacdo de
E2F, que ativa a transcri¢do de mais ciclinas e de outros fatores transcricionais, dando impulso a ciclagem
celular. O c-myc também atua diretamente como fator de transcrigdo de ativadores do ciclo celular (linhas azuis),
como as ciclinas e a cdc25a, ou indiretamente, ativando outros elementos de transcricdo (linhas cinzas).

Adaptado de Amati et al. (1998), Cotran et al. (2000) e Lutz ef al. (2002).

A proteina c-Myc também apresenta importante papel na diferenciacio celular.
Demonstrou-se que a baixa expressdo de c-myc ¢ acompanha de diferenciagdo precoce e
parada permanente da ciclagem celular. Por outro lado, a expressdo ectdpica de c-myc ¢é
suficiente para bloquear os mecanismos de diferenciagdo celular (Canelles et al., 1997).

Historicamente, observa-se uma tendéncia em classificar o c-myc como um gene
responsavel pela imortalizacio celular. Tal vocagdo ¢ reforcada quando se percebe o c-myc
como o gene-chave na inducdo da atividade da telomerase, bem como na expressdo de suas

subunidades cataliticas TERT (de telomerase reverse transcriptase) (Wang et al., 1998).
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Paradoxalmente, evidenciou-se que, em certas circunstancias, o c-myc poderia atuar
induzindo a apoptose. Muitos genes envolvidos na morte celular programada, como o p53,
p21 e Bax contém regides responsivas a c-Myc em seus promotores. Entre as possiveis vias
pro-apoptoticas mediadas pelo c-myc destaca-se a ativagio do pl19"°*". Esta proteina
supressora tumoral atuaria reprimindo o MDM-2 (regulador negativo do p53), induzindo a

disponibilizacdo da p53 e, assim, desencadeando a promoc¢do dos mecanismos apoptoticos

(Figura 16) (Lutz et al., 2002).
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FIGURA 16 — Vias apoptéticas mediadas pela proteina c-Myec. [a] Ativa¢do da proteina Bax. [b] Ativagdo
indireta do supressor tumoral p53 via p19***. [c] Ligagdo ao receptor CD95/FAS. [d] Bloqueio da apoptose
mediada pela proteina c-Myc. A sinalizagdo via receptor IGF-1 e/ou a ativacdo da proteina Ras promovem a
ativacdo da serina/treonina quinase PKB e, subseqiientemente, a fosforilagdo da proteina pro-apoptdtica Bad. A

Bad fosforilada ¢ “seqiiestrada” e inativada pelas proteinas 14-3-3. Adaptado de Pelengaris ef al. (2002).

O aumento da proliferacdo celular requer insumos energéticos e disponibilidade de
substratos especificos, resultando na necessidade do incremento no metabolismo celular. A
regulacdo do volume celular ¢ diretamente relacionada ao ciclo celular, embora a base

molecular dessa modulagdo nio seja completamente conhecida. Recentes pesquisas sugerem
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que superexpressdo de c-Myc resultaria no aumento da expressdo de genes codificadores de
proteinas ribossomais que, por sua vez, contribuiriam para o crescimento celular. Além disso,
genes importantes para o metabolismo do DNA [como os que codificam a carmamoil-fosfato
sintase (CAD), a ornitina descarboxilase (ODC), a dihidrofolato redutase (DHFR) e a timidina
quinase (TK)] sdo igualmente apontados como alvos transcricionais da c-Myc (Dang, 1999).
A proteina c-Myc também ¢ descrita como capaz de ativar os promotores de enzimas
glicoliticas frente aos sinais de hipdxia tecidual. Nos tumores, a vascularizagdo escassa € o
alto perfil proliferativo resultam num status hipoxico (conhecido como efeito Warburg) capaz
de induzir a expressdo do c-myc, que atua promovendo o refor¢o energético através da
glicolise (Gardner et al., 2002). Nessa perspectiva, cogita-se que a c-Myc possa atuar
adicionalmente na supressdo de fatores anti-angiogénicos, como a trombospondina, ativando a
angiogénese na tentativa de contrapor a hipoxia e promover o suprimento metabdlico exigido

pela neoplasia (Knies-Bamforth ez al., 2004).

1.5.8. Enzimas relacionas a Quimiorresisténcia

Um dos cendrios mais desafiadores da pratica oncoldgica consiste no surgimento de
resisténcia a quimioterapia antineoplasica. Diversos fatores, pré-existentes ou secundarios ao
processo neopldsico, parecem contribuir para esse fenomeno. Condi¢des fisiologicas
(suprimento sanguineo, pH e oxigenagdo tumoral) e biologicas (heterogeneidade celular e
fendtipo metastatico) sdo implicadas como indutoras de refratariedade a terapéutica
antitumoral. Contudo, o termo quimiorresisténcia ¢ tradicionalmente empregado em alusdo a
mecanismos bioquimicos, onde moléculas especificas sdo diretamente relacionadas a

ineficacia de esquemas quimioterapéuticos (Ringborg & Platz, 1996).
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Recentemente, algumas enzimas proprias do metabolismo celular normal foram
identificadas como promotoras de resisténcia a drogas antineopldsicas. Superexpressas nos
tecidos tumorais, ou mesmo em quantidades fisiologicas, essas enzimas parecem desencadear
sistemas de detoxificacdo, de restabelecimento de vias metabolicas e de reparo ao DNA
capazes de frustrar os mais variados regimes antineoplasicos (Nutt ez al., 2000).

A conjugacdao de moléculas citotoxicas com a glutationa (tripeptideo formado por
residuos de glicina, glutamato e cisteina) representa um importante mecanismo de
detoxificacdo celular (fase II). Os conjugados resultantes mostram-se menos toxicos € mais
hidrossoluveis, sendo geralmente excretados das células por transporte passivo. Pequenas
moléculas reagem espontaneamente com a glutationa, todavia as maiores necessitam da

interagcdo com enzimas catalizadoras do tipo Glutationa-S-Transferase (GST) (Figura 17).
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FIGURA 17 — Modelo esquematico da regulacdo e do mecanismo de acio da Glutationa-S-Transferase
(GST). A ativagdo de mensageiros intracelulares e de radicais livres como resposta aos agentes citotoxicos e/ou
seus metabolitos desencadeia a expressdo de moléculas das familias Fos e Jun. Estas formam heterodimeros que
atuam como fatores de transcrigdo das proteinas GST (o, W, ®© ou 7). As enzimas GST operam adicionando
grupos GSH (glutationa) & estrutura dos agentes toxicos e, assim, determinando sua exclusdo da célula.

Adaptado de Bergelson et al. (1994).
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As GSTs abrangem um grupo de quatro isoenzimas [a (alfa), p (mu), 7w (pi) e T (tau)]
divididas de acordo com a especificidade para diferentes substratos. Diversos carcindégenos,
agentes mutagénicos, quimioterdpicos (exs.: alquilantes, antibidticos, podofilotoxinas),
metabolitos toxicos e produtos reativos do oxigénio tém suas taxas de detoxificagdo celular
acentuadas pela ativacdo dessas enzimas (Wrensch et al., 2004). Assim, sugere-se que a
expressao diferencial das GSTs em células neoplasicas possa representar um importante

mecanismo de quimiorresisténcia tumoral (Mattern & Volm, 1992).

A enzima Timidilato Sintase (TS) exerce papel central na constru¢do do DNA através
do fomento a sintese de nucleotideos Timidina. Drogas que inibem a atividade dessa enzima,
como o S-fluorouracil, provocam o bloqueio da replicacdo celular, demonstrando grande
aplicabilidade na terapéutica antineopldsica (Figura 18). Estudos clinicos revelam correlagdo
inversa entre a expressdo de TS e a resposta aos seus agentes inibidores. Cogita-se que o
aumento da TS possa suplantar a acdo dessas drogas, assegurando a sintese de nucleotideos na

célula tumoral e, dessa forma, possibilitando sua prolifera¢do (Peters et al., 2002).

A maioria das drogas antineoplasicas interage direta ou indiretamente com o DNA,
podendo atuar em vérios sitios dessa molécula. A metilagdo da posicio O° da guanina,
promovida por agentes alquilantes (ex.: nitrosuréias) e outros compostos genotoxicos, acarreta
interrupgdes na fita do DNA que, dependendo da quantidade e extensdo, ativam mecanismos
apoptoticos. A enzima O°-Metilguanosina-DNA-Metiltransferase (MGMT) consiste numa
proteina de 22kDa reparadora do DNA, atuando através da remog¢ao de grupamentos metil da
porcao 0° da guanina (Figura 19). A detec¢do de niveis elevados de MGMT indicaria
tendéncia a restauracdo eficiente do DNA e, portanto, insucesso na aplicacdo dessas

substancias (Ueda et al., 2004).
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FIGURA 18 — Mecanismo de inibicdo da Timidilato Sintase pelo 5-Fluorouracil. A enzima TS (timidilato

sintase) cataliza a conversio de dUMP (de deoxyurdine monophosphate) em timidilato (dTMP, de
deoxythymidine monophosphate), tendo o CH,THF [metileno(CH,-)tetrahidrofolato) como doador do
grupamento metil. O dTMP ¢ metabolizado até o nucleotideo timidina (dTTP, de deoxythymidine triphosphate),
fundamental para a sintese e reparo do DNA. O FAUMP (de fluorodeoxyurdine monophosphate), metabolito
ativo do SFU (5-fluorouracil), acopla-se aos sitios ligantes do dUMP no homodimero TS-TS. A formacao do
complexo ternario TS- CH,THF-FAUMP inibe a sintese de dTMP e induz a produgdo de moléculas toxicas a
partir do FAUMP. O desequilibrio na formag¢do dos dNTPs (deoxinucleotideos) e aumento de dUTP (de
deoxyurdine triphosphate) acarreta em danos ao DNA. A extensdo das lesdes ao DNA causadas pelo dUTP
depende também dos niveis da pirofosfatase dUTPase e da enzima UDG (de uracil-DNA glycosylase). O dTMP
pode ser ainda conduzido a sintese de timidina por uma via acesséria mediada pela enzima TK (de thymidine

kinase). Adaptado de Longley et al. (2003).

A DNA Topoisomerase II (Topoll) consiste em alvo para muitos quimioterapicos,
como os compostos antraciclicos e as podofilotoxinas. Estes agentes estabilizam o complexo
de clivagem formado entre a Topoll e o DNA, resultando no aumento e/ou perpetuagdo das
rupturas no material genético (Figura 20). Nesse contexto, o estimulo a destrui¢do celular
desencadeado pelas lesdes estruturais no DNA mostra-se proporcional ao nivel de Topoll,
sugerindo que a redug¢do na quantidade dessa enzima poderia constituir um importante

mecanismo de quimiorresisténcia (Tanaka et al., 2001).
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FIGURA 19 — Representacio esquematica do mecanismo de acio da O°-Metilguanosina-DNA-
Metiltransferase (MGMT). A MGMT atua removendo grupamentos metil “anormais”, transferindo-os para o
radical sulfidrila da molécula de cisteina presente em seu sitio ativo. A enzima metilada perde a capacidade
catalitica, todavia atua como potente indutor para expressdo de MGMT e de outras enzimas reparadoras do DNA

codificadas pelos genes ada (de alkylation damage). Adaptado de Komine et al. (2003).

FIGURA 20 — Representa¢ido do mecanismo de descompactacio das fitas de DNA catalisada pela enzima
DNA Topoisomerase II (Topoll). (1) Estrutura dimérica da Topoll: A’ — dominio estrutural, B’ — dominio
ATPase; (2) Ligagdo covalente reversivel ao segmento G (DNA fita dupla); (3) Captacdo do segmento T apods
altera¢@o conformacional dependente de ATP, seguida da quebra do segmento G; (4) Passagem do segmento T
por entre a abertura do segmento G; (5) Reparo da ruptura do segmento G e liberagdo do segmento T. Adaptado

de Alberts ef al. (2002).
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Esses mecanismos demonstram a necessidade ndo somente da busca por alvos
terapéuticos mais precisos, como também da identificacdo do espectro de resisténcia nas
diversas neoplasias humanas. Espera-se que a conjun¢do destes fatores permita a construgdo
de um perfil biomolecular para cada espécime tumoral, proporcionando a predicdo e o

desenvolvimento de tratamentos individualmente direcionados.

1.6. A BIOLOGIA MOLECULAR COMO FERRAMENTA FARMACOLOGICA

A identificacdo das principais alteragdes moleculares envolvidas no processo
neoplasico desvenda a possibilidade da elaboracdo de estratégias terapéuticas dirigidas
especialmente para o bloqueio desses fendmenos. As terapias alvo-direcionadas prometem
significantes avangos no tratamento do cancer através do desenvolvimento de agentes mais
especificos, menos toxicos, menos indutores de resisténcia e, portanto, mais efetivos.

Uma das novas abordagens consiste na inibicdo da expressdo e/ou da atividade das
CDKs nas células tumorais, impedindo a progressdo do ciclo celular e, assim, ativando
mecanismos apoptoticos. O Flavopididol, um inibidor sintético ndo-especifico de CDKs,
aparece como um promissor exemplo dessa classe, ja figurando em estudos clinicos (Shapiro,
2004). Outra alternativa seria a restauracdo ou a reintroducdo dos inibidores naturais das
CDKs (genes supressores tumorais) quando estes estivessem mutados. A terapia genética com
o gene p53, introduzido através de vetores virais ou lisossomos catidnicos, tém demonstrado
sucesso no bloqueio da ciclagem celular e reativacdo da apoptose, melhorando a resposta de
algumas neoplasias (inclusive os astrocitomas) a quimioterapia convencional (Chang et al.,

2000).
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Outro potencial alvo molecular ¢ representado pelo conjunto de receptores de
superficie celular do tipo tirosino-quinase. Multiplos agentes, compreendendo anticorpos
monoclonais, moléculas inibitorias e imunotoxinas, t€ém sido desenvolvidos na tentativa de
coibir os subtipos especificos desses receptores envolvidos na transformagdo e progressao
neoplasicas (Mendelsohn & Baselga, 2000). O Imatinib foi a primeira droga produzida a
partir desse conceito, atuando no bloqueio do dominio tirosino-quinase das proteinas abl-bcr
na leucemia mieldide cronica (Thiesing et al., 2000).

O impacto positivo do Trastuzumab (um anticorpo monoclonal recombinante
bloqueador do receptor ErbB2) no tratamento do cancer de mama avangado abriu caminho
para a geracdo dos agentes especificos contra os receptores da familia ErbB (Cobleigh ef al.,
1999). O Gefitinib, um inibidor seletivo do EGFR j& em uso no carcinoma de pulmdo
metastatico, vem apresentando bons resultados experimentais na sensibilizacdo de gliomas
malignos a radio e a quimioterapia (Stea ef al., 2003). Novas preparacdes como o Erlotinib
(inibidor do dominio intracitoplasmatico do EGFR), o Cetuximab (anticorpo monoclonal
contra a por¢do extracelular do EGFR) e o Canertinib (inibidor irreversivel pan-ErbB)
encontram-se em adiantadas fases de diversos ensaios clinicos (Hamid, 2004).

Ainda com relacdo as vias de sinalizacdo nas células tumorais, surge também a
possibilidade do bloqueio das moléculas transdutoras intracelulares. A inibicdo da enzima
farnesil-transferase tem se mostrado promissor artificio de inativagcdo das proteinas Ras. A
farnesilacdo (adigdo pds-traducional de residuos de 15 a 20 carbonos no dominio C-terminal)
promove a ativacdo e ancoragem a membrana citoplasmatica desse grupo de proteinas,
tornando-as responsivas aos estimulos por parte dos receptores de membrana (Crul et al.,
2001). Nesse sentido, drogas que suprimem a atividade catalitica das enzimas farnesil-
transferases, como o lIonafarnib e o Tipifarnib, tém mostrado eficdcia no tratamento de

tumores solidos com mutagdo da proteina Ras (Sebti, 2003). Ensaios com portadores de
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tumores astrociticos ndo detectaram respostas objetivas a terapia com esses agentes, embora
alguns pacientes tenham demonstrado estabiliza¢do da doenga (Delmas et al., 2002).

A inibi¢do dos fatores implicados na angiogénese tumoral representa mais uma nova
tendéncia no tratamento do cancer. O reconhecimento de distirbios moleculares e de
mecanismos fisiologicos ativadores dos fendmenos angiogénicos delimitou alvos terapéuticos
especificos, possibilitando a elaboragdo de diversas abordagens. Dentre as terapias anti-
angiogénicas atualmente em avaliacdo clinica, destacam-se os inibidores de proteases (ex.:
Velcade), os antagonistas dos fatores/receptores VEGF (de vascular endothelial growth
factor) (exs.: Bevacizumab, Semaxanib), os inibidores das integrinas (exs.: Talidomida,
Cilengitide), as toxinas endoteliais (ex.: Atrasentan), os inibidores das metaloproteinases
(exs.: Marimastat, Prinomastat), os supressores naturais da angiogénese (ex.: Angiostatina) e
os inibidores da ciclooxigenase-2 (ex.: Celecoxib) (Tremont-Lukats & Gilbert, 2003).

Outra vertente terapéutica aponta para o direcionamento do sistema imunolégico no
sentido do reconhecimento e eliminag¢do de células tumorais. Esta tarefa apresenta-se como
um grande desafio, visto os versateis mecanismos de escape imunoldgico desenvolvido pelas
neoplasias. Todavia, a expressdo diferencial de antigenos nas células cancerosas como
resultado de mutacdes ou alteracdes regulatérias nos proto-oncogenes tem possibilitado
consideraveis progressos (Mariani, 2003). As propostas imunoterdpicas abrangem a
imunizagdo passiva com anticorpos monoclonais (ex.: Rituximab), a imunizagdo passiva com
células T ou natural killer ativadas, o uso de citocinas imunomoduladoras (ex.: IL-2), a
transfeccdo com os genes das citocinas (ex.: IL-12), a reversdo da imunossupressdo tumoral
(ex.: bloqueio do TGF-B2), bem como o uso de vacinas anti-cancer desenvolvidas a partir de

peptideos tumorais ou com células dendriticas ativadas (Liu et al., 2003).
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Uma das mais recentes promessas na terapia molecular do cancer € representada pelas
ferramentas de silenciamento genético pos-transcricional. Nestas, a inibi¢do se dé através ndo
mais da proteina oncogénica, mas sim do seu transcrito (RNA mensageiro, RNAm). O
principio da técnica consiste na introdugdo de moléculas de RNA complementar (RNA
antisense) ou pequenos fragmentos de RNA (RNA interference) em células neoplasicas.
Estes, por sua vez, reconhecem seqiiéncias especificas de transcritos oncogénicos, formando
RNAs dupla-fita hibridos que sdo em seguida degradados por ribozimas (Hannon, 2002). A
constatagdo do livre acesso dos RNAs antisenso e de interferéncia através da barreira
hematencefélica desperta ainda mais o interesse nessa estratégia como uma potencial

abordagem contra tumores do SNC (Fan & Weiss, 2005).

Dessa forma, a conjungdo entre o conhecimento dos distiirbios moleculares ativadores
do processo tumorigénico, a deteccdo dos mecanismos de quimiorresisténcia, o uso racional
da quimioterapia classica e a aplicagdo das novas estratégias alvo-direcionadas sugere um
novo tempo na pratica oncoldgica, onde a abordagem individualizada e molecularmente

guiada definird a terapéutica antineoplasica.

73



2. OBJETIVOS

GERAL
Investigar a expressdo de genes envolvidos no processo tumorigénico € nos

mecanismos de resisténcia dos tumores astrociticos.

ESPECIFICOS
= Descrever alguns indicadores clinico-epidemiologicos (incidéncia anual, distribui¢ao
por idade e sexo dos pacientes, localizacdo tumoral) referentes aos astrocitomas
diagnosticados no municipio de Fortaleza;
= Avaliar a influéncia dos achados histopatolégicos na determinagdo do diagndstico dos
tumores astrociticos, especialmente aqueles que consistem em critérios de graduagao;
= [dentificar altera¢des moleculares implicadas na tumorigénese dos astrocitomas;
*= Examinar a expressdo de enzimas relacionadas a mecanismos de quimiorresisténcia
em tumores astrociticos;
= (Correlacionar as alteracdes moleculares observadas a graduacdo histologica e aos
achados histopatologicos relativos aos tumores astrociticos;
= Estabelecer as possiveis vias tumorigénicas dos astrocitomas através da analise
combinada das alteragdes moleculares detectadas;
= Identificar potenciais alvos terapéuticos baseados na expressdo diferencial de
moléculas nos tumores astrociticos;
= Determinar o melhor indicador de proliferacdo celular para os tumores astrociticos

dentre os marcadores estudados.
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3. MATERIAL E METODOS

REAGENTES E SOLUCOES

Anticorpos Primarios:

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para antigeno Ki-67 - clone
MIB-1 — diluigdo utilizada: 1:80 (Immunotech®, Franga)

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para BCL2 - clone 124 —
diluigao utilizada: 1:80 (DakoCytomation®, EUA)

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para c-myc - clone 9E10.3 —
diluigdo utilizada: 1:100 (Labvision”, EUA)

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para EGFR - clone H11 —
diluigdo utilizada: 1:100 (DakoCytomation”, EUA)

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para GFAP (Proteina Acida
Glio-Fibrilar) - clone 6F2 — diluigdo utilizada: 1:100 (DakoCytomation™, EUA)
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para GSTzn (Glutationa-S-
Transferase ) - clone 353-10 — diluigo utilizada: 1:50 (DakoCytomation®, EUA)
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para MGMT (O°-
Metilguanina-DNA-Metiltransferase) - clone MT3.1 — diluigdo utilizada: 1:50
(DakoCytomation®, EUA)

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para p21™ - clone NCC-
RAS-001 — diluigdo utilizada: 1:100 (DakoCytomation”, EUA)

ipl
IVAFVERL - clone

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para p2
4D10 — diluigio utilizada: 1:50 (Novocastra®, Reino Unido)
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para p27°"' - clone SX53G8
— diluigio utilizada: 1:50 (DakoCytomation”, EUA)

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para p53 - clone DO-7 —
diluigao utilizada: 1:80 (DakoCytomation®, EUA)

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para Timidilato Sintase -
clone TS106 — diluigio utilizada: 1:80 (Chemicon®, EUA)

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo para Topoisomerase Ila -

clone Ki-S1 — diluigdo utilizada: 1:80 (DakoCytomation®, EUA)
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- Anticorpo policlonal anti-humano de coelho para Bax — dilui¢ao utilizada: 1:400
(DakoCytomation®, EUA)
- Anticorpo policlonal anti-humano de coelho para oncoproteina erbB-2 — dilui¢do
utilizada: 1:100 (DakoCytomation®, EUA)
Acido Cloridrico 2% (Synth®, Brasil)
Albumina Bovina 5% (Sigma®, EUA)
Bélsamo do Canada (QEL", Brasil)
Eosina (Nuclear”, Brasil)
Etanol 95% (Synth®, Brasil)
Hematoxilina de Harrys 40% (Nuclear®, Brasil)
Kit de detecgio LSAB+ System-HRP (DakoCytomation®, EUA)
Kit de revelagio DAB+ liquido (DakoCytomation™, EUA)
Peroxido de Hidrogénio 3% (Dinamica®, Brasil)
Silano 4% (Sigma®™, EUA)
Tampéo Citrato 10mM pH=6,0 (Sigma®, EUA)
TBS pH=7,6 (50mM Tris-HCI; 150mM NaCl) (Sigma®, EUA)
Xileno (Synth®, Brasil)

EQUIPAMENTOS

Balanga de Precisdo (Filizola® ID-1500, Brasil)
Banho-Maria (FANEM®, Brasil)

Camara Umida (Erviegas”, Brasil)

Camera Fotografica Digital 2200 (Nikon®, Japdo)
Capela com Exaustor (Quimis”, Brasil)

Contador de Células Manual (Herka”™, Alemanha)
Estufa 25-70°C (FANEM", Brasil)

Forno de Microondas 700watts (Electrolux®, Brasil)
Geladeira (Electrolux”, Brasil)

Medidor de pH (Digimed”, Brasil)

Micropipetas 0,5-10uL; 20-200uL; 100-1000pL (Gilson®, EUA)
Microscopio Optico 100-1000X (Nikon®, Japio)
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Micrétomo (Quimis®, Brasil)
Pinga de Dissec¢do Anatdmica 12cm (Webber Stainless”, Brasil)

Suporte de Laminas para Histologia (Projecta”, Brasil)

VIDRARIA

Béquer 500mL (Pyrex”, Brasil)

Cubas para Histologia (Duralex”, Brasil)
Erlenmeyer 500mL (Pyrex”, Brasil)
Proveta 1000mL (Pyrex”, Brasil)

PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

CART - Classification and Regression Trees 5.0 (Salford Systems”, EUA)
Microsoft Excel 2000 (Microsoft”, EUA)

Microsoft Word 2000 (Microsoft®, EUA)

SPSS — Statistical Package for Social Science 13.0 (SPSS® Inc., EUA)

OUTROS MATERIAIS

Caixas para Laminas (Projecta”, Brasil)

Caneta Hidrofobica (DakoCytomation”, EUA)

Etiquetas (Pimaco®, Brasil)

Laminas para Microscopia (26,0x76,0x1,0mm”) (Bioglass”, Brasil)
Laminulas (24,0x32,0mm?) (Bioglass”, Brasil)

Luvas de Procedimento (Blowtex”, Brasil)

Papel de Filtro (Ripax”, Brasil)

Termémetro (BD®, Brasil)
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CASUISTICA

Realizou-se levantamento dos tumores astrociticos humanos fixados em formalina
e incluidos em parafina provenientes do arquivo do Laboratério BIOPSE® - Biomédica,
Pesquisas e Servicos Ltda. (Fortaleza-Ceara-Brasil) referentes aos exames
histopatologicos rotineiros realizados no periodo entre 1999 e 2003, totalizando 354
(trezentos e cinqiienta e quatro) casos. Admitiram-se como critérios de inclusdo a
existéncia de mais de uma amostra (bloco) para cada caso, o bom estado de conservacao
dos blocos e a adequagdo da graduacdo histologica utilizada quando do diagndstico em
relacdo a padronizada pela OMS (Kleihues et al., 2002). Dessa forma, 55 (cinqgiienta e
cinco) astrocitomas foram selecionados: 13 (treze) grau I, 14 (catorze) grau II, 07 (sete)
grau Il e 21 (vinte e um) grau IV, configurando uma amostragem nao-probabilistica.

Como parametro de normalidade, 05 (cinco) amostras de tecido cerebral ndo-
tumoral fixadas em formalina e incluidas em parafina foram obtidas do material de rotina
do Setor de Necropsia do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de
Medicina — UFC. Foram selecionados casos em que a causa imediata da morte e a doenga
de base em nada remetessem a presenga de neoplasia intra ou extracerebral.

A coleta das amostras foi autorizada pelos responséaveis de cada instituicao, sendo
o Projeto de Pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Ceara sob protocolo 32/04 (Anexo I), dentro das
normas que regulamentam a pesquisas em seres humanos segundo as Resolu¢des 196/96 e

251/97 do Conselho Nacional de Satilde — Ministério da Saude/Brasil.
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PREPARO DAS LAMINAS E DOS CORTES HISTOLOGICOS

As laminas para microscopia foram limpas em acetona e tratadas com silano a 4%.

Seguiu-se manufatura de cortes histologicos a Sum. Uma ldmina de cada bloco foi

destinada a coloracdo pela Hematoxilina/Eosina para reavaliacdo histopatologica e as

restantes para o estudo protedmico in situ (imuno-histoquimica).

IMUNO-HISTOQUIMICA

No presente ensaio, foram estudadas as proteinas GFAP, TS, MGMT, GSTmn,

Topolla, Ki-67, c-Myc, p21™, Bel-2, Bax, p27<™", p21VA*V!*!1 53 EGFR ¢ erbB-2.

Utilizou-se o método imuno-histoquimico da estreptoavidina-biotina-peroxidase, descrito

por Hsu et al. (1981) com modificagdes, conforme o procedimento a seguir:

1.

2.

Passagem das laminas em estufa pré-aquecida a 70°C por 120 minutos;
Desparafinizacdo e hidratacao em gradiente xileno-alcool-agua;
Recuperacdo antigénica em forno de microondas utilizando tampao
citrato 10mM pH=6,0 (+ 99°C) por 15 minutos;

Incubagdo das laminas com o anticorpo primario (diluicdo previamente
padronizada) na geladeira (+ 4°C) por 16 horas;

Detecgao pelo sistema LSAB+ conforme orienta¢des do fabricante;
Revelagao pelo sistema DAB+ conforme orientagdes do fabricante;
Contra-coloracdo com hematoxilina de Harrys a 40%;

Desidratacdo em gradiente dgua-alcool-xileno;

Montagem com laminula e balsamo do Canada.
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ANALISES HISTOPATOLOGICA E IMUNO-HISTOQUIMICA

As avaliagdes histopatologica e imuno-histoquimica foram realizadas por trés
analistas experientes de forma independente. Os eventuais resultados conflitantes foram

revisados pelos mesmos, agora em conjunto, para defini¢do consensual da analise.

Analise Histopatologica

Ap6s a confirmacdo do diagndstico histoldgico (variante e graduacdo, segundo
critérios da OMS), procedeu-se reavaliagdo geral das laminas coradas pela
hematoxilina/eosina para andlise de pardmetros histopatologico especificos (atipia nuclear,
pleomorfismo celular, hiperplasia endotelial, presenca necrose, indice mitdtico,
celularidade, presenca de gemistocitos e existéncia de células gigantes). Foram atribuidos

escores de acordo com os achados qualitativos, conforme descrito na Tabela 03.

Analise Imuno-Histoquimica

Considerou-se marcacdo a coloracdo distinta em marrom (castanho), em
contraposicdo ao azul/violeta da contra-coloracdo (hematoxilina), no(s) local(is)
previsto(s) para a deteccdo do antigeno estudado (Tabela 04).

A expressdo dos marcadores foi quantificada através da contagem manual por
microscopia Optica de pelo menos 1.000 (mil) células astrociticas, em diferentes campos
representativos, utilizando magnificacdo de 400X. Procedeu-se entdo o calculo do indice

de marcacgdo LI (de labelling index) (Landberg & Ross, 1993), segundo a féormula:

LI (%) = (mimero de células imuno-positivas)/(nimero total de células contadas) X 100
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TABELA 03 — Significado dos escores utilizados na analise dos parametros histopatologicos

PARAMETRO ESCORE SIGNIFICADO
Atipia Nuclear* 0 ausente
Pleomorfismo Celular* 1 discreto(a)
Hiperplasia Endotelial* 2 moderado(a)
Necrose* 3 intenso(a)

0 auséncia de figuras mitoticas
indice Mitotico* ! = 2 mitoses / campo

2 3 a 4 mitoses / campo

3 > 5 mitoses / campo

0 normal
Celularidade 1 baixa

2 moderada

3 alta

0 ausentes
Gemistocitos
Células Gigantes 1 poucos(as)

2 numerosos(as)

(*) critérios de graduagdo histopatologica dos astrocitomas segundo classificagdo da OMS.

TABELA 04 — Sitio(s) de expressao celular das diferentes proteinas estudadas

PROTEINA | SITIO(S) DE EXPRESSAO CELULAR
GFAP membrana citoplasmatica e citoplasma
TS citoplasma
MGMT nucleo (citoplasma*)

GSTm nucleo (citoplasma*)

Topolla nucleo

Ki-67 nucleo

c-Myc nucleo e citoplasma

p21® citoplasma

Bcl-2 citoplasma

Bax citoplasma

p27<F nucleo e citoplasma
p21WAF1/CIP1 nUC|eo

p53 nucleo

EGFR membrana citoplasmatica e citoplasma
ErbB-2 membrana citoplasmatica e citoplasma

(*) padrdo de marcagdo pouco freqiiente nos astrocitomas (Ali-Osman et al., 1997; Yuan et al., 2003).
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Admitiu-se como critério de positividade a presenca dos antigenos pesquisados
em no minimo 5% das células analisadas (LI = 5), exceto no caso do marcador Ki-67,
onde se considerou positiva a sua detec¢ao para qualquer valor diferente de zero (LI > 0).

Para os marcadores expressos na membrana citoplasmatica e/ou citoplasma foi
também realizada contagem semiquantitativa da mesma amostragem celular, levando-se
em consideracdo a intensidade de marcagdao. Foram atribuidos os valores 0 (ausente), 1+
(fraca), 2+ (moderada) e 3+ (intensa) de acordo com a intensidade observada. Tais valores
configuram indices aos quais foram multiplicados os valores percentuais (%) da fracao
células que representam a respectiva categoria de intensidade, sendo calculado o H-Score

(McCarty et al., 1985):

H=(%0)*0+ (% 14)* 1 +(%2+) * 2 + (% 3+) * 3

O mesmo procedimento ndo foi aplicado a marcacdo nuclear devido a grande
variabilidade de intensidades de coloracdo promovida pela inconstancia de volume e

formas nucleares (pleomorfismo nuclear) observadas em uma mesma amostra tumoral.

ANALISE ESTATISTICA

Os escores referentes as andlises histopatologica e imuno-histoquimica, bem
como os dados acerca da localizagdo tumoral, da idade e do sexo dos pacientes, foram
tabulados utilizando-se o programa Microsoft Excel® 2000 (Anexo IV).

Empregou-se o programa SPSS® 13.0 para comparagio dos dados através de

abordagens ndo-paramétricas (teste de Shapiro-Wilk, teste H de Kruskal-Wallis e teste U
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de Mann-Whitney), sendo os resultados expressos como Média + 2 E.P.M. (erro padrao da
média). Foram considerados significantes valores de p < 0,05.

Aplicou-se também a metodologia CART (Classification and Regression Trees)
de aprendizagem automdtica (inteligéncia artificial) para construcdo de arvores de
decisdo com complexidade limitada através do programa CART 5.0 (Breiman et al.,
1984). Arvores de decisio (Figura 21) sdo estruturas que se assemelham a arvores
invertidas, nas quais as folhas representam as conclusdes (diagnosticos), os nds expressam
as variaveis (sinais, sintomas, achados) e os ramos distinguem os valores assumidos pelas

variaveis. O primeiro n6 ¢ denominado raiz.

V1 V2

(D) B

V3 V4

(02 (3,

FIGURA 21: Modelo esquematico de uma arvore de decisdo. A ¢ B (retingulos): nés; V1, V2, V3 e V4

(tragos): ramos; D1, D2 e D3 (circulos): folhas; Regras diagnosticas: A = V1 implicaem D1, A=V2eB=
V3 implicam em D2 e A = V2 e B = V4 implicam em D3.

O CART inicia sua abordagem gerando uma arvore de tamanho maximo a partir
dos dados descritos na casuistica original. Assim, cada “caminho” que segue da raiz as
folhas representaria um unico caso. Posteriormente, procede-se a poda dos ramos,
gerando arvores cada vez menores, até a escolha da melhor estratégia de decisdo através

de multiplos processos estatisticos (Carvalho-Gomes & Gascuel, 1994).
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Quando a quantidade de casos disponiveis para a constru¢do da arvore ¢
pequena, ndo possibilitando a divisdo da amostra em um conjunto de aprendizagem e
outro conjunto teste, o CART emprega a valida¢do cruzada. Este procedimento utiliza
sub-amostras disjuntas de mesmo tamanho para a formatacao de sub-arvores, utilizando o
mesmo processo de desbaste. Dessa forma, estima-se o erro real contido nas sentengas de
decisdo a partir da comparacdo entre as sub-arvores e a arvore principal, construida com a

totalidade dos dados. A associagdo entre a poda e a validacdo cruzada fornece uma arvore

de decisdo de complexidade reduzida e com taxas de erro real satisfatorias.
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISE CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

O levantamento dos tumores astrociticos registrados no Laboratério BIOPSE™
(referéncia local para diagndstico de neoplasias do SNC) no periodo de 1999 a 2003 permitiu
a estimativa da incidéncia anual média dos astrocitomas na cidade de Fortaleza em
3,08/100.000 habitantes, tendo como base de célculo o conjunto populacional da capital
cearense corrigido para o ano de 2004 (IBGE, 2005).

Dentre os casos selecionados para o estudo (Figura 22), a maioria (35%) era
representada por Astrocitomas Grau IV (OMS), refletindo a maior incidéncia deste subtipo
histologico sobre os demais. A distribui¢do dos casos de acordo com a faixa etaria dos
pacientes (Figura 23) demonstrou que 83,33% dos Astrocitomas Grau I acometeram pacientes
jovens (4 a 19 anos), 71,43% dos Astrocitomas Grau II ocorreram em individuos adultos (23 a
48 anos), 42,86% dos Astrocitomas Grau III manifestaram-se no terceiro decénio (22 a 28
anos), ao passo que 45% dos Astrocitomas Grau IV surgiram na sexta década de vida. Apesar
destas duas ultimas gradacdes mostrarem predominios especificos pelas faixas etarias
descritas, observou-se que a ocorréncia do grau III prolongava-se até pacientes adultos e
idosos (40 a 71 anos) e o aparecimento do grau IV estendia-se desde criangas até idosos (5 a
81 anos).

A divisao por sexo dos pacientes portadores dos tumores astrociticos avaliados (Figura 24)
indicou relagdo masculino/feminino de 1,89, sendo esta relagdo de 1,28 quando contabilizados todos
os pacientes detectados no levantamento geral (n=354). Quanto a localizagdo tumoral (Figura 25),
prevaleceram os sitios frontal, cerebelar e parietal. A maior parte (75%) dos tumores Grau I estava

situada nos hemisférios cerebelares, enquanto cerca da metade (55%) dos tumores grau IV encontrava-

se nos lobos cerebrais frontais.

85



O NAO-TUMORAL

@ ASTROCITOMA GRAU | (OMS)
O ASTROCITOMA GRAU Il (OMS)
0 ASTROCITOMA GRAU il (OMS)
m ASTROCITOMA GRAU IV (OMS)

7 14

FIGURA 22 - Distribui¢io quantitativa dos casos (ndo-tumoral e astrocitomas) selecionados para o estudo

segundo a classificacio histolégica (n=60).
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FIGURA 23 - Distribuicido quantitativa dos casos (ndo-tumoral e astrocitomas) selecionados para o estudo

segundo a faixa etaria dos pacientes (n=60).
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FIGURA 24 - Distribui¢io percentual dos astrocitomas avaliados segundo o sexo dos pacientes (n=55).
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FIGURA 25 - Distribui¢ao percentual dos astrocitomas avaliados segundo a localiza¢ao tumoral (n=33).

4.2. ANALISE HISTOPATOLOGICA

A reavaliacdo dos parametros histopatologicos nos astrocitomas (Figuras 26 e 27),
evidenciou significantes aumentos na celularidade, na atipia nuclear e na presenca de necrose
conforme a progressdo tumoral. A atividade mitdtica e a detec¢do de células gigantes
acompanharam esta mesma tendéncia somente nos graus III e IV, enquanto a hiperplasia vascular
manifestou-se de forma significante unicamente nos Astrocitomas Grau IV. O pleomorfismo
celular e a existéncia de gemistocitos demonstraram propensdao ao acréscimo, embora nao-
significante, de acordo com a gradacdo tumoral. Nenhuma alteracdo quanto aos paradigmas
avaliados foi constatada nas amostras nao-tumorais. A soma dos escores referentes apenas aos
critérios de graduagdo dos astrocitomas adotados pela OMS (Tabela 05) proporcionou clara
distingdo entre as categorias histologicas.

A analise conjunta de todos os parametros histopatoldgicos pela metodologia CART
(Figura 28) indicou que a simples alteracao na celularidade definiu a presenca do tumor. O intenso
pleomorfismo celular determinou o grau IV. A associagdo entre niveis moderados ou intensos de
atipia nuclear e de atividade mitotica discriminou os tumores grau III. A conjungdo entre atipia
nuclear moderada ou intensa com figuras mitdticas discretas ou ausentes € com a inexisténcia de
necrose diferenciou o grau II. Os tumores do grau I representaram a combinagdo entre a discricao
ou a auséncia dos indices referentes a atipia nuclear, ao pleomorfismo celular e a ocorréncia de

figuras mitoticas.

87



| 7] CELULARIDADE
| [] PLEOMORFISMO CELULAR
3] | M ATIPIA NUCLEAR
| [H ATIVIDADE MITOTICA
| W NECROSE *
| I HIPERPLASIA ENDOTELIAL
*
2_
Qo
S
o
(&)
(7))
(<1}
1 —
0_
| | | | |
nao-tumoral | ] ]| v

GRAU (OMS)

FIGURA 26 — Médias dos escores atribuidos aos parimetros histopatologicos segundo a classificacio

histolégica dos casos avaliados. (*) p<0,05 em relagdo ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).
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FIGURA 27 — Médias dos escores atribuidos a presenca de células gigantes e de gemistécitos segundo a
classificaciio histologica dos casos avaliados. (¢ ) p<0,01 em relacdo ao grupo anterior (teste U de Mann-

Whitney).
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TABELA 05 — Valores referentes ao somatorio dos escores atribuidos aos parametros
histopatoldégicos adotados como critérios para graduacio tumoral dos astrocitomas pela
OMS (pleomorfismo celular, atipia nuclear, indice mitdtico, hiperplasia vascular e necrose)

segundo a classificacio histologica dos casos avaliados

Classificagao Histolégica | Média do Total * Desvio Padrao
nao-tumoral 0
GRAU | 2,38+1,98"*
GRAU I 5,50+ 1,50 *
GRAU Il 7,43+0,97"*
GRAU IV 13,05+ 1,56 *

(¢) p<0,01 em relagdo ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).

CELULARIDADE

<1 =1
NAO-TUMORAL PLEOMORFISMO
S$=1,00 E=1,00 CELULAR
<3 >3

ATIPIA NUCLEAR

<2 >2
PLEOMORFISMO INDICE
CELULAR MITOTICO
/ <2 >2
INDICE NECROSE GRAU Il
MITOTICO $=0,71 E=1,00
GRAU | GRAUII
S$=1,00 E=1,00 $=0,71 E=1,00

FIGURA 28 — Arvore de decisio fornecida pelo método CART referente 4 anilise dos parimetros

histopatolégicos de acordo com a classificaciio histologica dos casos avaliades. Custo relativo total: 0,192;

S (sensibilidade); E (especificidade).
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4.3. ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA
4.3.1. Prolifera¢ao Celular

O padrao da marcacdo imuno-histoquimica para Ki-67 e Topoisomerase Ila, marcadores
classicos de proliferacao celular, estd ilustrado na Figura 29. O potencial impacto do fator de
transcricdo c-Myc nos eventos proliferativos (Figura 30) acarretou a inclusao dos dados referentes
a sua expressao nuclear (funcional) entre os indicadores de multiplicagdo celular, assim como os
escores relacionados ao indice mitdtico verificado pela histopatologia.

A positividade para Ki-67, Topolla ¢ c-Myc (Figura 31) demonstrou tendéncia de
aumento com a progressao maligna, estando ausente nos tecidos ndo-tumorais e apresentando
valores maximos nos astrocitomas de alto grau. A média dos escores atribuidos a esses
indicadores (Figura 32) revelou a significante marcagdo para c-Myc nos Astrocitomas Grau IV.
Observou-se ainda aumento gradual da expressdo do Ki-67 conforme o indice mitdtico e a

classificacao histologica, ndo sendo o mesmo evidenciado quanto & detec¢ao da Topollo.

i . oian sl g e Cae MRS e o

FIGURA 29 — Expressiao dos marcadores de proliferacio celular Ki-67 [a, b, ¢, d] e Topoisomerase Ila [e,
f] detectada por imuno-histoquimica (400X). [a] Caso n°. 03 — Astrocitoma Grau I (OMS): marcagéo discreta;
[b] Caso n°. 17 — Astrocitoma Grau II (OMS): marcagdo moderada; [c] Caso n°. 35 — Astrocitoma Grau IV
(OMS): marcagdo intensa; [d] Caso n°. 0.5 — Cortex Cerebral Ndo-Tumoral: auséncia de marcagdo nuclear,
todavia percebe-se background no citoplasma dos neurénios; [e] Caso n°. 31 — Astrocitoma Grau III (OMS):
marcagdo moderada; [f] Caso n°. 32 — Astrocitoma Grau III (OMS): marcagéo intensa. Para maiores detalhes

sobre os casos, consultar Anexo IV.
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FIGURA 30 — Expressido de c-Myc detectada por imuno-histoquimica (400X). Caso n°. 36 — Astrocitoma
Grau IV (OMS): dentre as células tumorais positivas, destacam-se aquelas que exibem figuras mitoticas (setas).

Para maiores detalhes sobre o caso, consultar Anexo IV.

1204
O Ki-67 .
O Topolla
100+ m cMye (nuclear) ] ]
= 80
3
o 00—
=
= ]
=
E 40—
&
20—
(1=
| | | | |
nao-tumeoral | I m \")
GRAU (OMS)

FIGURA 31 - Percentuais de positividade imuno-histoquimica para os marcadores relacionados a
proliferacido celular Ki-67, Topolla e c-Myc (nuclear) segundo a classificacido histologica dos casos

avaliados. (¢ ) p<0,01 em relacdo ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).
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FIGURA 32 — Médias dos escores atribuidos aos parametros relacionados a proliferacio celular [indice
mitético, Ki-67 (LI), Topolla (LI), c-Myc nuclear (LI)] segundo a classificacdo histologica dos casos
avaliados. LI (de Labelling Index); (¢ ) p<0,01 e (*) p<0,05 em relagdo ao grupo anterior (teste U de Mann-
Whitney).

Os valores médios referentes a expressio do antigeno Ki-67 nas classes histologicas
examinadas encontram-se na Tabela 06. A Figura 33 demonstra que os indices acima de 8,0%
distinguiram os tumores grau IV, ao passo que os escores entre 1,5 ¢ 8,0% designaram os tumores do
grau IIl. Contagens abaixo de 1,5% compreenderam indiscriminadamente as demais categorias

histologicas analisadas.

4.3.2. Diferenciagiio Astrocitica *
O aspecto da marcag@o imuno-histoquimica para GFAP pode ser visto na Figura 09. Em
média, 76,9% das células tumorais nos Astrocitomas Grau IV avaliados manifestaram positividade
para GFAP com intensidade moderada (2+), contrastando com os indices maximos (LI=100 e H=300)

verificados nos astrocitos das amostras nao-tumorais (Figura 34).

* A expressdo de GFAP foi avaliada somente nas amostras nio-tumorais (controle) e nos Astrocitomas Grau IV,
notadamente os mais anapldsicos, objetivando confirmar a origem astrocitica e identificar o nivel de
diferenciagdo desses tumores.
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TABELA 06 — Valores referentes aos escores atribuidos a expressao do antigeno Ki-67 (LI)

detectada por imuno-histoquimica segundo a classificaciio histolégica dos casos avaliados

Classificagao Histolégica Média * Desvio Padrao
nao-tumoral 0
GRAU | 0,23+0,60°
GRAU Il 1,43+2,20°
GRAU Il 528 +4,50"*
GRAU IV 19,8 +12,72"*

LI (de Labelling Index); (¢ ) p<0,01 em relag@o ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).

KI-67 (LI)

KI-67 (LI)

>8

NAO-TUMORAL,
GRAU | ou GRAU 11

$=0.85

GRAU Il
E=0.86

$=0,81 E=0,96

FIGURA 33 — Arvore de decisio fornecida pelo método CART referente a analise da expressio do

antigeno Ki-67 detectada por imuno-histoquimica de acordo com as diferentes gradacdes dos astrocitomas

avaliados. Custo relativo total: 0,595; S (sensibilidade); E (especificidade); LI (de Labelling Index).
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FIGURA 34 — Médias dos escores atribuidos a expressio de GFAP detectada por imuno-histoquimica

segundo a classificacio histolégica dos casos avaliados. LI (de Labelling Index); H (de H-Score).

93



4.3.3. Supressores Tumorais

A deteccdo imuno-histoquimica das proteinas p53, p21 e p27 ¢ retratada na Figura 35.
Nao foi evidenciada a expressdao destas moléculas em astrocitos ndo-tumorais. A positividade
(Figura 36) e a média dos escores (Figura 37) para p53 demonstraram discreta propensao ao
aumento com a evolugdo dos tumores astrociticos. A porcentagem de casos positivos para p27
nuclear (funcional) apresentou significante ascensao conforme a progressao maligna, embora com
importante reducdo nos Astrocitomas Grau IV. J& os valores referentes a sua expressdao
mantiveram a orientagdo de crescimento de acordo com a seqiiéncia tumoral, com notavel
marcagao nos tumores grau IV: cerca de 40% dos casos exibiram positividade em mais de 70%
das células tumorais (LI > 70). As marcagdes para p53 e p27 (nuclear) correlacionaram-se de
forma significante com a classificacao histologica (p<0,01; teste H de Kruskal-Wallis).

Por outro lado, os indices para p21 manifestaram tendéncia de redu¢do com a sucessdao
tumoral até a gradacdo III, contrastando com os significantes aumentos em positividade e em
expressao nos tumores do grau IV. A relacdo entre a expressdo imuno-histoquimica dos
supressores tumorais pS3 e p21 (alvo transcricional do p53) ¢ apresentada na Figura 38, onde se
percebe pequena fracao (16,36%) funcionalmente discordante [representada por p53(+)/p21(+)],
principalmente nos Astrocitomas Grau IV. A positividade para p53, p21 e p27 (nuclear) no
conjunto dos tumores astrociticos estudados foi de 54,98%, 34,61% e 80,72%, respectivamente.

A marcacao citoplasmatica de p27 foi observada em 32,96% dos astrocitomas avaliados,
apresentando-se mais freqiientemente nos tumores de alto grau (I1I e IV) do que nos de baixo grau
(I e ) (Figura 39). A concomitincia (+/+) entre a deteccdo nuclear e citoplasmatica de p27
demonstrou inclinagao semelhante, sendo de 42,86% nos tumores de alto grau e 22,22% nos de
baixo grau. Verificou-se sutil disposi¢do ao acréscimo da expressdo citoplasmadtica para p27

conforme a progressao tumoral (Figura 40).
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FIGURA 35 — Expressao dos supressores tumorais p53 [a, b], p21 [c] e p27 [d] detectada por imuno-
histoquimica (400X). [a] Caso n°. 15 — Astrocitoma Grau II (OMS): marcagéo discreta; [b] Caso n°. 29 —
Astrocitoma Grau III (OMS): marcagido intensa; [c] Caso n°. 52 — Astrocitoma Grau IV (OMS): marcagio

intensa; [d] Caso n°. 17 — Astrocitoma Grau II (OMS): marcagdes nuclear e citoplasmatica moderadas. Para

maiores detalhes sobre os casos, consultar Anexo IV.
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FIGURA 36 — Percentuais de positividade imuno-histoquimica para os supressores tumorais p53, p21 e

p27 (nuclear) segundo a classificacio histolégica dos casos avaliados. (*) p<0,05 em relagdo ao grupo

anterior (teste U de Mann-Whitney).
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FIGURA 37 — Médias dos escores atribuidos a expressiao dos supressores tumorais [p53 (LI), p21 (LI) e
p27 nuclear (LI)] detectada por imuno-histoquimica segundo a classificacdo histolégica dos casos

avaliados. LI (de Labelling Index); (*) p<0,05 em relacdo ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).
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FIGURA 38 — Distribuicdo percentual das diferentes gradacdes dos astrocitomas segundo a relacio entre

a expressio imuno-histoquimica das proteinas p53 e p21. (+) presenca da expressdo; (—) auséncia da

expressao.
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FIGURA 39 — Percentuais de positividade imuno-histoquimica para o supressor tumoral p27 (nuclear e

citoplasmatico) segundo a classificaciio histologica dos casos avaliadoes. (*) p<0,05 em relagdo ao grupo

anterior (teste U de Mann-Whitney).
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FIGURA 40 — Médias dos escores atribuidos a expressiao de p27 nuclear (LI) e citoplasmatico (LI e H)
detectada por imuno-histoquimica segundo a classificacfo histologica dos casos avaliados. LI (de Labelling

Index); H (de H-Score); (*) p<0,05 em relagdo ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).
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Curiosamente, pdde se observar ainda a expressdo de p21 e p27 na microglia contigua
as células tumorais em aproximadamente 70% dos casos positivos para p53, notadamente nos

astrocitomas de alto grau (Figura 41).
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FIGURA 41 - Expressio dos supressores tumorais p53 [a], p21 [b] e p27 [c] detectada por imuno-
histoquimica (400X). Caso n°. 01 — Astrocitoma Grau I (OMS): a marcagdo para p53 nos astrocitos tumorais é
acompanhada pela positividade para p21 e p27 nas células microgliais adjacentes (setas). Para maiores detalhes

sobre o caso, consultar Anexo IV.

4.3.4. Apoptose

Exemplos de reagdes imuno-histoquimicas para Bcl-2 e Bax estdo ilustrados na Figura
42. O percentual de positividade (Figura 43) e a média dos escores (Figura 44) referentes a
marcagdo para a proteina Bcl-2 mostraram tendéncia ao acréscimo com a evolugdo tumoral.
Em relacdo a proteina Bax, evidenciou-se propensdo ao aumento da positividade e a
constancia nos niveis de sua expressdo de acordo com a progressdo maligna, exceto pela
redugdo desses indices observada nos Astrocitomas Grau II. A positividade para Bel-2 e Bax
na totalidade dos tumores astrociticos investigados foi de 43,26% e 24,67%, respectivamente.
Tais proteinas ndo foram evidenciadas entre as amostras ndo-tumorais pesquisadas.

98



FIGURA 42 — Expressao dos marcadores relacionados a apoptose Bax [a, b, ¢] e Bcl-2 [d, e, f] detectada
por imuno-histoquimica (400X). [a] Caso n°. 0.1 — Cortex Cerebral Ndo-Tumoral: auséncia de marcagéo; [b]
Caso n°. 11 — Astrocitoma Grau I (OMS): marcagdo moderada; [c] Caso n°. 52 — Astrocitoma Grau IV (OMS):
marcagdo intensa; [d] Caso n°. 0.3 — Cortex Cerebral Nao-Tumoral: auséncia de marcagio; [e] Caso n°. 29 —
Astrocitoma Grau II1 (OMS): marca¢do moderada; [f] Caso n°. 02 — Astrocitoma Grau I (OMS): marcagdo

intensa. Para maiores detalhes sobre os casos, consultar Anexo IV.
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FIGURA 43 — Percentuais de positividade imuno-histoquimica para Bcl-2 e Bax segundo a classificacio

histolégica dos casos avaliados.
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FIGURA 44 — Médias dos escores atribuidos a expressido de Bcl-2 e Bax (LI e H) detectada por imuno-

histoquimica segundo a classificacido histolégica dos casos avaliados. LI (de Labelling Index); H (de H-

Score).

As marcagdes para Bel-2 (LI) e Bax (LI) manifestaram significante correlacdo com a
graduacdo dos astrocitomas (p<0,05; teste H de Kruskal-Wallis), sendo mais freqiiente a
detec¢do destas moléculas nos tumores do grau IV do que nos tumores do grau I e II (p<0,05;
teste U de Mann-Whitney). A avaliagdo da tendéncia a sobrevida celular nos tumores
astrociticos, calculada através do balanco entre Bcl-2 (estimulo anti-apoptotico) e Bax

(estimulo pro-apoptotico), revelou sua ampliagdo conforme a progressdo tumoral (Figura 45).
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FIGURA 45 — Distribuicio percentual das diferentes classificacdes histolégicas segundo a tendéncia a

sobrevida estimada pelo balanco entre a expressio de Bcl-2 e Bax detectada por imuno-histoquimica.

4.3.5. Receptores da Familia ErbB

Aspectos da marcacdo imuno-histoquimica para EGFR e ErbB2 nos astrocitomas
podem ser vistos na Figura 46. Nao houve expressdo destes receptores nos astrocitos nao-
tumorais. A positividade para EGFR e ErbB2 no conjunto dos tumores estudados foi de
32,37% e 3,57%, respectivamente.

Os percentuais de positividade (Figura 47) e os valores médios do escore H (Figura
48) relativos ao EGFR foram significantes nos tumores astrociticos dos graus I e IV. Apesar
dos Astrocitomas Grau IV terem demonstrado o maior indice de casos positivos para EGFR, a
média de expressdo mostrou-se inferior a constatada nos tumores do grau I devido a menor
intensidade da marcacdo verificada. A proteina ErbB2 foi detectada somente em 14,28% dos
tumores do grau IV, apresentando média de 41,66% de células marcadas (LI médio [142) com

intensidade moderara (H médio [175).
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FIGURA 46 — Expressao dos receptores de membrana EGFR [a, b, ¢] e ErbB2 [d] detectada por imuno-
histoquimica. [a ¢ b] Caso n°. 43 — Astrocitoma Grau IV (OMS): (a) marcacdo intensa (400X), (b) detalhe
evidencia algumas células positivas exibindo figuras mitdticas (1.000X); [c¢] Caso n°. 13 — Astrocitoma Grau [
(OMS): marcagdo intensa, predominante em gemistocitos; [d] Caso n°. 49 — Astrocitoma Grau IV (OMS):

marcagido moderada. Para maiores informagdes sobre os casos, consultar Anexo I'V.

100—
O EGFR

80— [ c-erbB2
S
o 60
g ¢
S
=
.(7, 40_
o
o

20

o_

[
nao-tumoral

FIGURA 47 — Percentuais de positividade imuno-histoquimica para EGFR e ErbB2 segundo a

classificaciio histologica dos casos avaliados. (¢ ) p<0,01 em relacdo ao grupo anterior (teste U de Mann-

Whitney).
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FIGURA 48 — Médias dos escores atribuidos a expressdo de EGFR (H) e ErbB2 (H) detectada por imuno-
histoquimica segundo a classificacio histologica dos casos avaliados. H (de H-Score); (¢) p<0,01 e (*)

p<0,05 em relagdo ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).

Apoiando-se na expressdo imuno-histoquimica das proteinas EGFR e p53/p2l,
projetou-se o perfil funcional dos seus respectivos genes nos tumores astrociticos pesquisados
(Figura 49). Nos Astrocitomas Graus I e II, a maior parte dos casos (38,46% e 50%,
respectivamente) ndo demonstrou indicios de alteracdes simultaneas nos genes EGFR e p53.
Todavia, consideravel fracdo de tumores astrociticos do grau I (30,77%) apresentou aumento
na expressao do gene EGFR associadas a normalidade no gene p53, ao passo que importante
por¢do dos tumores do grau II (28,57%) exibiu modificagdes no gene p53 na auséncia de
desordens no gene EGFR. Este tltimo panorama ilustrou a principal tendéncia verificada nos
tumores do grau III (71,43%). Quanto aos tumores do grau IV, observou-se maior freqiiéncia
(42,86%) da superexpressdo do gene EGFR em conjun¢do a inexisténcia da mutacao do gene
p53. Cerca de 14,54% dos astrocitomas avaliados manifestaram a presenca de alteracdes em

ambos os genes EGFR e p53.
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FIGURA 49 - Distribuicio percentual das diferentes gradacdes dos astrocitomas segundo a situacio
funcional dos genes p53 e EGFR estimada pela detec¢io imuno-histoquimica de suas respectivas
proteinas. wt* (selvagem, de wild-type); mut (mutado); + (presenga da expressdo); — (auséncia da expressio).

* considerou-se o gene selvagem quando se constatava a auséncia de expressdo para p53 [p53(-)] ou a presenca

da expressdo para p53 associada a significativa positividade para p21 [p53(+)/p21(+)].

4.3.6. Sinalizacao Intracelular

A deteccdo imuno-histoquimica da proteina Ras ¢ ilustrada na Figura 50. Percebeu-se
significante positividade para p21%* nos Astrocitomas Grau II em relagio as demais classes
histologicas (Figura 51), conquanto a média dos escores referente a expressdao dessa proteina (Figura
52) tenha se destacado nos tumores do grau I (p<0,01; teste H de Kruskal-Wallis). A porcentagem de
casos positivos para a proteina Ras entre os tumores astrociticos investigados foi de 10,90%, ndo

sendo observada marcaco entre as amostras nao-tumorais.

. [a] ", 5 ¥ Tty

FIGURA 50 — Expressio de Ras detectada por imuno-histoquimica (400X). [a] Caso n°. 0.2 — Cortex

Cerebral Nado-Tumoral: auséncia de marcagdo; [b] Caso n°. 11 — Astrocitoma Grau I (OMS): marcagio

moderada. Para maiores detalhes sobre os casos, consultar Anexo IV.
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FIGURA 51 — Percentual de positividade imuno-histoquimica para p21** segundo a classificacio

histologica dos casos avaliados. (*) p<0,05 em relacdo ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).
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FIGURA 52 — Médias dos escores atribuidos a expressio de Ras (LI e H) detectada por imuno-

histoquimica segundo a classificacido histologica dos casos avaliados. H (de H-Score); LI (de Labelling

Index).
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4.3.7. O Fator de Transcricio c-Myc

A Figura 53 retrata diferentes padroes de marcacdo imuno-histoquimica para a
proteina c-Myc. O percentual de positividade (Figura 54) e o valor médio dos escores (Figura
55) referentes a expressdo nuclear de c-Myc apresentaram tendéncia ao aumento com a
sucessdo tumoral dos astrocitomas.

Quanto a detecgdo citoplasmatica de c-Myc, observou-se maior nimero de casos
positivos entre os tumores astrociticos de alto grau (III e IV) do que entre os de baixo grau (I e
IT). Semelhante diferenciacdo foi constatada de modo significante através dos valores
relativos as médias do escore H, com maiores indices para os tumores de alto grau em relagao
aos de baixo grau. J4 em relagdo a porcentagem de células positivas (escore LI), evidenciou-
se significante marcagdo a partir dos tumores do grau I, mantendo-se constante até a discreta

ampliagdo registrada nos tumores do grau IV.
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FIGURA 53 — Expressio de c-Myc detectada por imuno-histoquimica (400X). [a] Caso n°. 0.2 — Cértex
Cerebral Nao-Tumoral: auséncia de marcagdo; [b] Caso n°. 14 — Astrocitoma Grau II (OMS): marcagio
citoplasmatica moderada, predominante em gemistocitos; [c] Caso n°. 28 — Astrocitoma Grau III (OMS):
marcagdes citoplasmatica (detalhe superior) e nuclear (detalhe inferior) moderadas. Para maiores informagdes

sobre os casos, consultar Anexo IV.
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FIGURA 54 — Percentuais de positividade imuno-histoquimica para o fator de transcricio c-Myc (nuclear

e citoplasmitico) segundo a classificacio histolégica dos casos avaliados.
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FIGURA 55 — Médias dos escores atribuidos a expressio de c-Myc detectada por imuno-histoquimica
segundo a classificacio histolégica dos casos avaliados. LI (de Labelling Index); H (de H-Score); (*) p<0,05

em relagdo ao grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).
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A concordancia entre as expressdes nuclear e citoplasmatica para c-Myc mostrou-se
similar nas diferentes gradacdes dos tumores astrociticos (em média 65,45%), enquanto a
concomitancia demonstrou consideravel acréscimo conforme a progressdo maligna (Figura
56). A positividade geral para c-Myc dentre os astrocitomas avaliados foi de 50,27% e
54,12% para os sitios nuclear e citoplasmatico, respectivamente. Nao ocorreu positividade

entre os exemplares ndo-tumorais averiguados.
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FIGURA 56 — Percentuais de concordancia (+/+ ou -/-) e concomitincia (+/+) entre as marcacgdes nuclear e
citoplasmatica para c-Myc detectadas por imuno-histoquimica segundo a classificagdo histologica dos

astrocitomas avaliados.

4.3.8. Vias Tumorigénicas
A constatacdo da maior freqiiéncia de alteragdes na expressao dos genes pS3, EGFR e
c-myc nos tumores astrociticos, bem como as evidéncias do impacto dessas variagdes na
graduagdo tumoral, suscitou a subdivisdo simplificada dos astrocitomas avaliados
considerando-se agora a alteracdo molecular preponderante (quantitativa e qualitativamente)

em cada caso. O resultado destas inferéncias encontra-se representado na Figura 57.
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Nos Astrocitomas Grau I constataram-se semelhantes indices entre os tumores que
exibiram a mutagdo do p53 e a superexpressao do EGFR como principal desordem molecular.
Nos Astrocitomas Graus II e III observou-se predominio da mutagcdo do p53, especialmente
nesta ultima gradacdo, logo seguida pela expressdo do c-myc. Nos Astrocitomas Grau IV,
prevaleceu a superexpressdo do EGFR, sucedida pela mutacdo do p53 e pela expressao do c-

myc, respectivamente.

60
5714
34,14 B GRAU | (OMS)

50 « O GRAU Il (OMS)
< O GRAU Ill (OMS)
< @ GRAU IV (OMS)
[72]
S 40+
1]
o
@ 30,77 30,46
3 304 8,57 28,57
g,’ 23,8
3 21,43
c 20 -
3 15,38
]
a 9,52

10 < 7,14

0
0 - T L)
p53 EGFR c-myc

FIGURA 57 — Distribuicdo percentual das diferentes gradacées dos astrocitomas segundo o principal
evento tumorigénico (mutacio do p53, superexpressio do EGFR, expressio de c-Myc) estimado pela

detecciio imuno-histoquimica das proteinas correlatas.

4.3.9. Enzimas relacionadas a Quimiorresisténcia
Exemplos da deteccdo imuno-histoquimica para Topolla, MGMT, GSTn e TS podem
ser vistos nas Figuras 29 [e, f] e 58. Os percentuais de positividade e os escores médios de
expressdo dessas enzimas nas diferentes classifica¢des histologicas sao mostrados nas Figuras
59 e 60, respectivamente.
A presenca da MGMT foi evidenciada em todos os espécimes avaliados (tumorais e
nao-tumorais), ocorrendo predominantemente no nicleo das células astrociticas. Os indices
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médios de marcagdo para essa enzima foram elevados (LI médio = 69,43), demonstrando
aparente nivelamento entre as distintas categorias histologicas pesquisadas.

A GSTr foi detectada basicamente entre os astrocitomas, com elevada positividade
(média de 92,44%) nas diferentes gradacdes tumorais, ao passo que os escores de expressao
(LI) para essa enzima apresentaram tendéncia a redu¢do conforme a progressao maligna.

Quanto a Topolla, constatou-se tendéncia a ampliacdo das porcentagens de amostras
positivas de acordo com a evolug@o tumoral dos astrocitomas (média de 62,02%), enquanto os
indices de marcagdo revelaram-se similares nas diversas graduac¢des (LI médio = 22,93).

J4 a TS manifestou-se preponderantemente nos tumores astrociticos, com semelhantes
valores de positividade (média de 79,16%) e escores de expressdo (LI médio = 23,95;
H médio = 38,20) nas diferentes gradacdes. Os Astrocitomas Grau IV configuraram exceg¢ao,
visto que exibiram significante aumento do indice médio de marcagdo (LI médio = 63,33),

mesmo diante da redu¢do no percentual de casos positivos para essa enzima.
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FIGURA 58 — Expressido das enzimas relacionados 2 quimiorresisténcia GSTx [a, b], TS [c, d] e MGMT

[e, f] detectada por imuno-histoquimica (400X). [a, c, ¢] Caso n°. 0.4 — Cortex Cerebral Nao-Tumoral:
auséncia de marcacdo para GSTn e TS, porém intensa marcacao das células astrociticas para MGMT; [b] Caso
n°. 06 — Astrocitoma Grau I (OMS): marcagio intensa; [d] Caso n°. 30 — Astrocitoma Grau III (OMS): marcagio
moderada; [f] Caso n°. 33 — Astrocitoma Grau III (OMS): marcagéio intensa. Para maiores detalhes sobre os

casos, consultar Anexo IV.
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FIGURA 59 — Percentuais de positividade imuno-histoquimica para as enzimas MGMT, GSTx, Topolla e
TS segundo a classificacdo histologica dos casos avaliados. (¢ ) p<0,01 em relag@o ao grupo anterior (teste U
de Mann-Whitney).
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FIGURA 60 — Médias dos escores atribuidos 2 expressido das enzimas relacionadas & quimiorresisténcia
[MGMT (LI), GSTn (LI), Topollo (LI) e TS (LI e H)|] detectada por imuno-histoquimica segundo a
classificaciio histologica dos casos avaliados. LI (de Labelling Index) H (de H-Score); (*) p<0,05 em relagio ao

grupo anterior (teste U de Mann-Whitney).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo analisou o perfil clinico-epidemioldgico, histopatoldogico e imuno-
histoquimico de 55 (cinqiienta e cinco) tumores astrociticos e de 05 (cinco) exemplares de
tecido cerebral ndo-tumoral (grupo controle), todos procedentes de material de arquivo fixado
em formalina e incluido em parafina. A proposta de avaliagdo protedmica in situ de 15
(quinze) marcadores relacionados a diferentes funcgdes celulares em uma mesma amostragem

de astrocitomas apresenta-se, até este momento, sem paralelo na literatura mundial.

5.1. ANALISE CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

A incidéncia anual dos astrocitomas evidenciada na cidade de Fortaleza (3,08/100.000
habitantes) mostrou-se semelhante as observadas em regides subdesenvolvidas (2,86/100.000)
(Kleihues & Cavenee, 2000) e inferior as verificadas em areas mais desenvolvidas, como o
municipio de Sao Paulo (4,15/100.000) (Mirra et al., 2001) e os EUA (4,81/100.000)
(CBTRUS, 2002). Conforme indicado, essa diferenca parece remeter somente a razdes s6cio-
econdmicas, visto que ndo se detectam fatores etiologicos especificos para o surgimento de
tumores astrociticos entre os diferentes povos/territérios mundiais (Lantos et al., 2002).
Acredita-se que as dificuldades enfrentadas pelos pacientes no acesso aos servigos de saude
publica (profissionais especializados, recursos de imagem, oportunidade cirargica)
contribuam para o atraso no diagnostico e/ou na conduta terapéutica, resultando na auséncia
de perspectiva cirurgica ou mesmo no 6bito dos portadores dessas e de outras neoplasias

primarias do SNC.
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Embora seja pouco provavel, ndo se pode descartar a possibilidade de sub-notificacdo
dos casos de astrocitomas em Fortaleza, ja que a referéncia do material histologico para o
Laboratério BIOPSE® nio ocorre de forma invariavel. Além disso, a caréncia de abordagens
terapéuticas pos-cirtirgicas por vezes desestimula os pacientes a se certificarem do diagnostico
histopatolégico (fonte dos dados). Esse panorama reforca a necessidade da implementagdo de
um servigo oficial confidvel para o registro dos tumores primarios do SNC diagnosticados no
Brasil, objetivando o reconhecimento endémico e o planejamento de estratégias eficientes
para o seguimento clinico-cirurgico dessas neoplasias.

A distribuicdo etaria dos pacientes da amostra avaliada (n=55) refletiu de modo
fidedigno as peculiaridades descritas nos estudos epidemiologicos multicéntricos, com o
predominio dos astrocitomas de baixo grau (I e II) entre os individuos mais jovens e dos
astrocitomas de alto grau (III e IV) entre os mais idosos (Louis, 1997). A classificacdo por
sexo entre os casos da amostragem revelou a preponderancia do género masculino, todavia a
relacdo masculino/feminino observada no levantamento geral (1,28) retratou melhor a
propensao mundial (1,02) (Kleihues & Cavenee, 2000).

A localizacdo dos tumores astrociticos estudados também reproduziu os achados
internacionais, com predominédncia dos tumores grau I na regido infratentorial e dos tumores
grau II, III e IV em sitios supratentoriais (Ironside et al., 2002). Apesar dos Astrocitomas
Grau IV serem descritos mais freqiientemente (31%) nos lobos temporais (Kleihues &
Cavenee, 2000), cerca da metade dos tumores dessa gradagdo pertencentes a amostra
encontrava-se nos lobos frontais. A despeito do reduzido tamanho amostral, parece razoavel
supor que a maior por¢ao do tecido cerebral corresponda ao principal local para o surgimento
de tumores tipicamente supratentoriais (Burger et al., 2002). Outra explicagdo advém da
possivel extensdo de grandes massas tumorais sobre os lobos frontais, caracterizando-as no

momento cirurgico como presentes nestas projecdes encefélicas.
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5.2. ANALISE HISTOPATOLOGICA

A reavaliagdo dos parametros histopatoldgicos nos astrocitomas pesquisados indicou
que a alteracdo da celularidade define a presenca de neoplasia; a atipia nuclear caracteriza os
tumores do grau II, enquanto sua associacdo a atividade mitdtica distingue os tumores do grau
III; a presenga de hiperplasia endotelial e/ou necrose diferencia os tumores do grau IV em
relacdo ao grau III; discretas alteracdes histologicas discriminam os tumores do grau 1. Esses
achados coincidem integralmente com os critérios estabelecidos pela OMS para graduacgao
dos tumores astrociticos (Kleihues et al., 2002), confirmando o diagndstico original e
reiterando a aplicabilidade e a reprodutibilidade dos mesmos.

Ressalta-se, no entanto, que tais resultados foram obtidos através ndo da usual analise
qualitativa de achados histolégicos, mas da atribui¢do de escores semiquantitativos propostos
pelo presente estudo (Tabela 03) de acordo com os paradigmas preconizados pela OMS para a
classificagdo dos astrocitomas. Tanto as variacdes individuais como o somatoério das
pontuacdes demonstraram valor preditivo em relagdo a gradacdo tumoral. Dessa forma,
percebe-se a adequacdo desta estratégia como auxiliar na determinagdo do grau dos tumores
astrociticos, tendo os valores médios da soma dos escores analisados (Tabela 05) como
principal referéncia para a classificacdo dessas neoplasias.

Outro importante instrumento para distingdo da graduag¢do dos astrocitomas revelado
pela corrente investigacdo surgiu com a aplicagdo da metodologia CART (Figura 28). Além
da combinacdo dos parametros ja descritos, a arvore de decisdo referente a analise
histopatologica dos tumores astrociticos apontou o pleomorfismo celular intenso como
“marca registrada” do grau IV. De fato, poucos neoplasmas humanos demonstram tamanha
heterogeneidade em sua composi¢do celular como os Astrocitomas Grau IV (Ellison et al.,

2004). Nestes tumores, transi¢cdes entre arecas com diferenciagdo astrocitica discernivel e
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regides altamente anaplasicas mostram-se freqiientes e, por vezes, ocorrem de forma abrupta.
Essas variacOes subitas parecem indicar o aparecimento de novos fendtipos tumorais
desencadeados pela aquisi¢do de alteragdes genéticas diversas (Louis, 1997).

A necessidade da precisdo na classificagdo dos astrocitomas provém da imprescindivel
padronizacdo do diagndstico desses tumores, uma vez que este persiste como o Unico
indicador de condutas terapéuticas especificas e agrega valor progndstico quanto a sobrevida
dos pacientes (Jaros et al., 1992). Dessa forma, acredita-se que o uso dos escores/médias e da
arvore de decisdo para gradagdo dos tumores astrociticos apresentados neste estudo
configurem artificios aplicaveis na pratica diagndstica como auxiliares na determinac¢do do
grau histologico dos astrocitomas, especialmente os de dificil categorizacao.

Embora ndo figurem entre os critérios de graduagao tumoral da OMS, a presenca de
células gigantes multinucleadas e a deteccdo de gemistdcitos entre os tipos celulares dos
tumores astrociticos sdo apontadas como indicadores de malignidade (Gray et al., 2004). Nos
astrocitomas investigados, células gigantes foram evidenciadas somente nos tumores de alto
grau (III e IV), manifestando-se em associacdo a elevada celularidade e ao expressivo
pleomorfismo celular. Diversos autores consideram esses elementos celulares como
conseqiientes a alteracdes regressivas (indiferenciagdo) e sugerem sua correlagdo com pior
prognostico clinico (Louis & Cavenee, 1997). Ja os gemistdcitos foram encontrados desde os
astrocitomas de baixo grau (I e II), todavia com maior representagdo entre os tumores de alto
grau, assim como relatado na literatura. Esses componentes celulares, por sua vez, sdo
descritos como resultantes possivelmente da degeneracdo de astrocitos neoplasicos,
conquanto sua origem permaneca incerta (Taillibert et al., 2004). Tumores astrociticos de
baixo grau onde sdo demonstrados gemistdcitos exibem tendéncia a rapida progressdo para
subtipos mais malignos (Vinters et al., 1998). Apesar disso, ndo se constata correlacdo direta

entre a propor¢do de gemistocitos e o progndstico dos pacientes (Yang et al., 2003).
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5.3. ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

5.3.1. Proliferacao Celular

A proliferacdo celular descontrolada ¢ a principal caracteristica do processo
neoplasico. O conceito do aumento de malignidade conforme o incremento do indice
proliferativo tumoral ¢ intuitivamente admitido como regra (Grzybicki & Moore, 1999). Nos
ultimos anos, a medida do perfil proliferativo dos astrocitomas, assim como seu possivel
impacto diagnostico/prognostico nos tumores, tem sido alvo de intensas pesquisas, utilizando
variadas metodologias (Stemmer-Rachamimov & Louis, 1997).

O mais simples e antigo método de averiguacdo de células proliferantes consiste na
observagdo de figuras mitoticas nos tecidos avaliados. As transformagdes estruturais
desencadeadas pela mitose, como a condensacdo da cromatina recém-duplicada (final da
profase), a centralizagdo celular das cromatides (metéafase), a separagdo dos cromossomos
pelo fuso mitético (anafase) e o inicio da distingdo entre as duas novas células (tel6fase), sao
eventos facilmente visualizados por microscopia Optica simples (Cotran et al., 2000).
Contudo, o fendmeno mitdtico representa apenas o ultimo passo (fase M) do complexo
mecanismo proliferativo representado pelo ciclo celular (G1-S-G2-M).

A necessidade da detec¢do das células proliferativas, independentemente da presenga
de indicios morfoldgicos, levou a busca por elementos expressos exclusivamente no periodo
de ciclagem celular. Nesse sentido, surge o antigeno Ki-67, uma proteina nuclear presente em
todas as fases do ciclo celular (Gerdes et al., 1991). A elaboragdao do anticorpo monoclonal
MIB-1 para a analise imuno-histoquimica do Ki-67 transformou-o no mais utilizado marcador
de proliferagdo celular na rotina histopatoldgica devido a sua aplicabilidade em tecidos

fixados em formalina e incluidos em parafina (Cattoretti et al., 1992).
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O presente estudo demonstrou o aumento gradual da expressdo do antigeno Ki-67 de

acordo com a progressdo maligna e o indice mitdtico dos tumores astrociticos avaliados

(Figura 32). Além disso, os escores médios do indice da marcacao (LI) para Ki-67 revelaram

significante distingdo entre as diferentes gradacdes dos astrocitomas (Tabela 06). Essas

tendéncias mostram-se em concordancia com a maioria dos estudos anteriores (Tabela 07),

apesar da oscilagdo observada entre os valores estabelecidos para cada grupo histopatologico.

TABELA 07 — indices de marcacio imuno-histoquimica (LI) para o antigeno Ki-67

nas diferentes gradacoes dos tumores astrociticos (incluidos em parafina)

segundo diversas referéncias, incluindo o presente estudo

A s 1 (OM i1 (OM G i (OMS) | G IV (OMS
Referéncia AC Grau | (OMS) | Grau Il (OMS) | Grau Il ( ) rau IV ( )
n MD+tDP|{ n MD£DP| n MDzDP | n MDz=DP
MIB-1 + 410 + 6,40 £
Raghavan et al. (1990) * - - 26 0.50 26 38
1:50 0,54 2,80 3,34
. MIB-1
Jaros et al. (1992) * 1-50 - - 06 1,10 13 8,30 20 13,40
MIB-1 2,03 + 12,80 + 14,57 +
Karamitopoulou et al. (1994) - - 24 /03 26 09
1:50 2,03 6,29 6,57
MIB-1 4,20 + 7,30 + 13,90 £
Onda et al. (1994) - - 23 20 22 30 30
1:50 4,10 7,20 13,50
MIB-1 3,80 £ 18,40 £ 31,60 +
Wakimoto et al. (1996) ** - - 19 25 28
1:50 2,70 9,70 12,90
poAb
Kordek et al. (1996) * 1-50 08 0,80 09 1,90 09 6,30 30 9,80
MIB-1 1,20 + 1 + 1 + 15,70 +
Khalid et al. (1997) * 09 20 24 /80 20 3,50 33 5,70
1:100 1,60 3,20 11,20 15,40
MIB-1 7,60 + 13,30 + 24,30 £
Enestrom et al. (1998) ** - - 06 8 09 07
1:50 2,30 3,90 6,60
o . MIB-1
Giannini et al. (1999) * 1100 131 1,10 45 2,30 50 6,00 45 9,1
MIB-1 44 + 73 £ 9,65+ 10,33 £
Ralte et al. (2001) ** 08 0 30 3.73 11 15
1:50 0,76 3,70 7,22 7,98
MoAb 2,35+ 6,44 + 12,28 +
Neder et al. (2004) ** onb S P s 31
1:200 3,00 2,70 8,20
MIB-1 ,23 1,43 % ,28 19,80 +
Faria (2005) * 13 0BE |4y 3% | g7 528 21
1:80 0,60 2,20 4,50 12,70

LI (de Labelling Index); AC (anticorpo e dilui¢do); n (nimero de casos); MD (média); DP (desvio padrdo);

* (associagio estatistica com a gradagdo histologica); * (associagdo estatistica com a sobrevida).
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Mesmo com relativa limitagdo no numero de casos estudados, percebe-se que os
indices de marcagdo para Ki-67 obtidos pela atual investigagdo exibiram valores similares aos
de grandes séries, como a reportada por Giannini et al. (1999).

As evidentes variagdes quantitativas para semelhantes gradagdes tumorais, observadas
entre os diferentes estudos, podem ser justificadas por uma simples e desconcertante razao: a
determinagdo imuno-histoquimica de antigenos em tumores astrociticos fixados em formalina
e incluidos em parafina, especialmente aqueles relacionados a atividade proliferativa, ndo ¢
facil! Os desafios comegam no processamento rotineiro do material, onde a inadequagdo dos
métodos de fixacdo e diafanizacdo tecidual pode ocasionar deterioracdo protéica, destituindo
o tecido do antigeno a ser pesquisado (Shi ef al., 2001). Durante a reagdo imuno-histoquimica,
fatores como a adequacdo dos cortes histologicos, as condi¢cdes de recuperagao antigénica, a
titulagdo do anticorpo primario, o tempo de deteccdo, a técnica de revelagdo, a intensidade da
contra-coloragdo, entre outros sdo determinantes para a qualidade final da imuno-marcacdo
(Taylor et al., 1994). J4 na etapa de visualizacdo microscopica, a escolha dos campos
tumorais para a avaliacdo (geralmente os astrocitomas apresentam areas heterogéneas, com
importantes distingdes entre as populagdes celulares), o numero de células avaliadas e a
experiéncia do examinador podem influenciar a quantificagdo das células imuno-reativas
(Coons & Johnson, 1993).”

Considerando as limitagdes da metodologia imuno-histoquimica “manual”, sistemas
automaticos de coloragdo e métodos computacionais para contagem de células positivas tém
sido propostos como solugdo para a padronizagdo universal desta importante ferramenta de
estudo. Entretanto, o custo desses equipamentos e a necessidade de pessoal especialmente
treinado para aplicagdo dos mesmos tém dificultado, até o presente momento, a utilizagao

dessas estratégias na rotina diagndstica em patologia e na pratica laboratorial (Sallinen, 1999).

O s~ . . . IS ~ y -
As fontes de variag@o do método imuno-histoquimico enumeradas sdo extensiveis a todos os marcadores.
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Por outro lado, as melhorias qualitativas dos reagentes (anticorpos monoclonais,
sistemas de deteccdo mais sensiveis) e a formatacdo de diretrizes técnicas internacionais (ex.:
Herceptest”™) representam avangos simples e praticos em dirego a aquisicdo de uniformidade
entre os estudos imuno-histoquimicos multicéntricos. O impacto desses fatores ja pode ser
notado através da maior regularidade observada entre os resultados obtidos pelas pesquisas
publicadas mais recentemente.

A despeito da variabilidade dos dados, grande parte dos investigadores aponta nitida
correlacdo entre o nivel de marcagdo para Ki-67 e o grau histolégico dos tumores astrociticos
(Tabela 07), confirmando a importancia da proliferagdo celular na determinacdo do fenotipo
maligno tumoral. Nessa direcdo, o presente trabalho reporta ainda o estabelecimento de
“valores de corte” da marcagdo (LI) para o antigeno Ki-67 nos tumores astrociticos de acordo
com a graduagdo tumoral, através da metodologia CART (Figura 33). Escores acima de 8%
distinguiram os Astrocitomas Grau IV (sensibilidade: 0,90; especificidade: 0,97), indices
entre 1,5% e 8% diferenciaram os Astrocitomas Grau III (sensibilidade: 0,85; especificidade:
0,86) e valores abaixo de 1,5% discriminaram os astrocitomas de baixo grau (I e II)
(sensibilidade: 0,81; especificidade: 0,96).

A estipulacdo de tais valores ndo possui correspondente entre as referéncias atuais.
Apesar disso, comparando-se esses resultados aos percentuais médios de marcagdo para Ki-67
em tumores astrociticos, conforme ja descritos (Tabela 07) e resumidos por Lantos et al.
(2002) [J0% no grau I; < 4% no grau II; 5-10% no grau III; 15-20% no grau IV], percebe-se
que os “pontos de corte” descrevem valores inferiores aos reportados pelas médias.
Considera-se que este fato se deva a propensdo do método do CART em privilegiar a
especificidade sobre a sensibilidade, ou seja, em ndo atribuir diagnostico aquele que
realmente ndo o representa. Essa tendéncia termina por promover o “descarte” daqueles

tumores com indice proliferativo excessivamente divergente da maioria dos casos de sua
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graduacdo histologica. Nesse sentido, deduz-se que astrocitomas genotipicamente mais
malignos (elevados indices proliferativos), possivelmente inclinados a progressao neoplasica,
sdo os responsaveis pela superioridade dos escores médios de marcacdo para o antigeno Ki-67
quando considerados os valores esperados para os tumores da mesma graduagdo
histopatolégica, porém demonstrando a “tipica” malignidade deste grau.

Dessa forma, admite-se que os escores médios (Tabela 06) e a arvore de decisdao
(Figura 33) estabelecidos a partir da marcagdo para Ki-67 nos astrocitomas pesquisados
configurem ferramentas adicionais no apoio a determinagdo da gradagdo histopatologica
dessas neoplasias, especialmente para os tumores de alto grau.

Muitos relatos sugerem o antigeno Ki-67 como indicador de prognostico nos tumores
astrociticos (Shiffer et al., 1988; Montine et al., 1994; Wakimoto et al., 1996; Hoshi et al.,
1997; McKeever et al., 1998; Enestrom et al., 1998; Giannini et al., 1999; Pollack et al.,
2002). Jaros et al. (1992) descreve escores acima de 5% (LI > 5) como preditivos de menor
sobrevida. Ralte ef al. (2001) encontrou correlagdo inversa entre os valores da expressdo do
Ki-67 e o tempo de recorréncia tumoral. Nao obstante, diversos estudos contradizem esses
achados (Ito et al., 1994; Ellison et al., 1995a; Karkavelas et al., 1995; Kaluza et al., 1997,
Hilton et al., 1998). De fato, ainda ndo existem evidéncias conclusivas sobre o impacto da
detec¢do do Ki-67 como fator prognostico independente nos astrocitomas.

Acontecimento intrigante ocorreu com a visualizacdo de pigmentagcdo castanha,
compativel com a coloragdo do cromdgeno imuno-histoquimico diaminobenzidina (DAB), no
citoplasma de alguns neuronios dos tecidos cerebrais ndo-tumorais pesquisados quanto a
presenca do antigeno Ki-67 (Figura 29 [d]). Apesar de ndo se conhecer a real fungdo da
proteina Ki-67, sabe-se que esta atua no processo proliferativo através de mecanismos
exclusivamente nucleares (Fonatsch ez al., 1991). Além disso, os neurdnios corticais cerebrais

ndo possuem atividade proliferativa, visto se tratarem de células altamente especializadas e,
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portanto, maximamente diferenciadas (Fuchs et al., 2004). A constatacdo de semelhante
coloracdo nas laminas coradas com HE, nas mesmas areas descritas, conduziu a conclusdo de
que tal achado tratava-se de background, ou seja, de uma “marcacao” artefatual. Atribui-se tal
fendmeno a substancias pré-existentes nessas células, possivelmente a lipofuscina (pigmento
amarelado resultante da degeneracdo de organelas celulares neuronais) ou até mesmo a
melanina (pigmento escuro presente no citoplasma de neurdnios da substincia negra
mesencéfalica) (Gray & Woulfe, 2005).

A deteccio da enzima DNA Topoisomerase Ila, descrita como expressa
diferencialmente durante o intervalo S-G2-M do ciclo celular, tem sido apontada como uma
alternativa para a determinacdo da atividade proliferativa nos tumores astrociticos (Bredel e?
al., 2002c). A presente investigacdo constatou crescente positividade para Topolla de acordo
com a progressdo dos astrocitomas (22,22% no grau [; 60,00% no grau II; 71,43% no grau III;
94,44% no grau 1V) (Figura 31). Todavia, as médias dos indices de marcacdo (LI) para
Topolla ndo exibiram o mesmo comportamento (4,33; 31,60; 18,28; 29,22) (Figura 32), bem
como nio demonstraram correlagdo com a expressao do antigeno Ki-67.

Estes resultados contrastam com os obtidos por Holden & Townsend (1999), que
observaram indices de marcagao (LI) para Topolla crescentes de acordo com a gradacdo dos
tumores astrociticos (2,1; 4,0; 17,3; 39,5). Ja Taniguchi et al. (1999) evidenciaram diferencas
nos escores de marcacao (LI) para Topolla somente entre astrocitomas de baixo e alto grau
(4,07 nos graus [ e II; 11,97 no grau III; 13,84 no grau [V). Ambas as pesquisas relatam ainda
significante correlacdo entre as marcacdes para Ki-67 e Topolla, apesar dos maiores indices
verificados para este Gltimo marcador.

Entretanto, como explicar a maior expressdo da Topolla em relagdo ao Ki-67 se esta

enzima encontrar-se-ia expressa em um periodo menor do ciclo celular? Através da andlise
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por citometria de fluxo, Taniguchi et al. (1999) perceberam que a detec¢do de Topolla nos
astrocitomas ocorria também em células nas fases GO e G1. O referido trabalho atribui tal
achado a possivel persisténcia desta enzima apds sua atuagdo no processo replicativo e a
provaveis alteracdes qualitativas em sua expressdo, decorrentes da transformagdo maligna.
Sendo assim, julga-se estar descaracterizada a expressdo desta enzima como exclusiva durante
o processo de multiplicagdo celular, descartando sua aplicagdo como marcador especifico do
status proliferativo. Além disso, recentes evidéncias apontam a participagdo das DNA
Topoisomerases 11, incluindo o subtipo alfa, nos mecanismos reparadores do DNA de células
em repouso (G0) (Adachi et al., 2004; Walker et al., 2004).

Transpondo esses conhecimentos para o conjunto de dados apresentados pelo presente
estudo, admite-se que a crescente positividade para Topolla observada conforme a progressao
tumoral dos astrocitomas avaliados represente o impacto do grau de malignidade sobre a
proliferagdo celular e o dano ao DNA. A superioridade nos indices de marcagdo para Topolla
em relagcdo ao Ki-67 em todas as gradacdes refor¢a a convicgdo sobre a atuagdo desta enzima
em outros mecanismos além da multiplicagdo celular. Contudo, a progressiva reducdo da
diferenca entre os valores médios da marcagdo para Topolla e Ki-67 nos tumores astrociticos
(a partir do grau II) sugere a faléncia do processo de reparo com a evolucao neoplasica.

Apesar do potencial envolvimento do fator de transcricio c-Myc no mecanismo
proliferativo (Figuras 14 e 30), poucas referéncias versam sobre esta correlacdo nos tumores
astrociticos. Nesse sentido, a atual investigacdo analisou a marcagdo nuclear (funcional) para
c-Myc nos astrocitomas da amostra, tendo observado propensdo ao aumento do nimero de
casos positivos (15,38%; 42,86%; 57,14%; 85,71%) e dos indices de marcagao (LI) (5,46;
10,42; 10,00; 30,04) conforme a progressao tumoral (Figuras 31 e 32).

Tais resultados confirmam a tendéncia de aumento da expressdo de c-Myc de acordo

com o grau de malignidade dos astrocitomas, notadamente nos tumores do grau IV (Engelhard
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et al., 1989). Semelhante inclinagdo foi demonstrada por Orian et al. (1992) (positividade de 5%
no grau II; 33% no grau III; 76% no grau IV), embora os percentuais mostrem-se inferiores aos
aqui reportados, possivelmente pela maior sensibilidade do método imuno-histoquimico na
atualidade.

Dessa forma, parece razoavel indicar a contribuigdo da proteina c-Myc para o processo de
multiplicacdo celular nos tumores astrociticos. Entretanto, a persistente superioridade nos indices
de expressdo nuclear de c-Myc em relacdo aos valores encontrados para o antigeno Ki-67, bem
como a grande variabilidade individual de sua marcagdo, remetem ao provavel envolvimento
dessa proteina em outros eventos neopldsicos ativos nos astrocitomas.

Resumidamente, os dados apresentados pelo presente estudo corroboram com o conceito
da participacdo da enzima DNA Topoisomerase Ila e da proteina c-Myc nos mecanismos de
proliferagdo celular dos astrocitomas. Todavia, o potencial comprometimento dessas proteinas em
outras demandas celulares inviabiliza o uso de suas expressdes como indicadores especificos da
multiplicacdo celular nesses tumores. Por outro lado, a expressdo do antigeno Ki-67 demonstrou
significante aumento conforme a progressao dos tumores astrociticos e confirmou-se como

preditiva da gradacao tumoral.

5.3.2. Diferenciacdo Astrocitica

Na presente investigagio, a predominante expressio da Proteina Acida Glio-Fibrilar
observada em todos os Glioblastomas Multiformes avaliados reiterou a origem astrocitica dos
mesmos, excluindo a possibilidade da evolugdo desses tumores a partir de precursores
oligodendrogliais (Louis ef al., 2002). A marca¢do média para GFAP nos Astrocitomas Grau IV
ocorreu em, aproximadamente, 77% dos astrocitos tumorais (LI = 76,90 + 11,88) de forma
moderada (H = 155,57 £ 35,68) (Figura 34). Tendo como referéncia a deteccdo da GFAP nos
astrocitos dos tecidos nao-tumorais (LI = 100 e H = 300), reitera-se a concepcao de que a

quantidade e a intensidade da marcagdo para GFAP sdo inversamente proporcionais a extensao da
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anaplasia (Lantos et al., 2002). Apesar da evidente correlacio com a malignidade tumoral,
Wilhelmsson et al. (2003) destaca que a baixa expressdo de GFAP nd3o contribui para o
desenvolvimento neoplasico, estando implicada unicamente na representagdo do estado de

diferenciacao das células tumorais.

Supressores Tumorais
O presente estudo constatou discreta tendéncia ao acréscimo do niimero de casos positivos
quanto a expressao da proteina p53 conforme a progressio dos tumores astrociticos,
demonstrando semelhantes valores aos reportados pelos trabalhos anteriores, compilados na
Tabela 08. O indice médio de marcacao (LI) também apresentou propensdo ao aumento de acordo
com a gradagdo dos astrocitomas (7,69; 9,64; 15,28; 22,95) (Figura 37), a despeito da
regularidade dos escores médios recentemente publicados por Nayak er al. (2001) entre os

tumores dos graus II, IIT e IV (0; 9,89; 8,15; 8,13).

TABELA 08 — Percentuais de positividade imuno-histoquimica para p53
nas diferentes gradacdes dos tumores astrociticos segundo

diversas referéncias, incluindo o presente estudo

Referéncia Grau | (OMS) | Grau Il (OMS) | Grau lll (OMS) | Grau IV (OMS) GERAL

n % n % n % n % n %
Jaros et al. (1992) ** | 04 0 06 17,00 |13 38,00 20 65,00 43 44,00
Louis et al. (1993) - - 08 37,50 |12 58,33 14 50,00 24 50,00
Lang et al. (1994) 07 71,00 |08 63,00 |16 64,51 - - 31 64,51
Kordek et al. (1996) 08 0 09 44,40 |09 33,30 30 53,30 56 41,00
Ono et al. (1997) * - - 15 40,00 | 20 40,00 13 38,00 48 39,58
Khalid et al. (1998) - - - - - - 57 52,63 57 52,63
Kirla et al. (2000) - - - - 25 44,00 52 46,00 77 4545
Xu et al. (2001) - - - - - - - - 41 68,30
Pardo et al. (2004) * - - - - - - - - 74 48,00
Nayak et al. (2004) 15 0 38 52,63 |29 48,27 70 50 152 45,39
Faria (2005) * 13 46,15 |14 50,00 | 07 57,14 21 66,66 55 54,98

n (numero de casos); % (porcentagem); * (associagdo estatistica com a gradagdo histologica);

* (associaciio estatistica com a sobrevida).
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Os altos valores e a semelhanga entre as freqiiéncias de marcagdo para p53
observadas nas diferentes gradacdes dos tumores astrociticos confirmam a mutacdo do gene
p53 como um evento inicial e relevante na formacgdo dessas neoplasias (Louis et al., 1993).
Acredita-se que a proliferacdo clonal das células mutadas para p53 conforme a progressdo
tumoral ampliaria a porcentagem de células imuno-positivas (Dietrich & Tribolet, 1997),
tornando os aumentos dos indices de marcagao (LI) aqui apresentados mais provaveis do que
a constancia descrita por Nayak ef al. (2001).

Dentre as investigacdes expostas (Tabela 08), destacam-se os conflitantes resultados
acerca da expressdo da proteina p53 nos Astrocitomas Grau I. Os dados da atual pesquisa
corroboram com os achados de Lang et al. (1994), que descreveram a deteccdo imuno-
histoquimica da p53 nos tumores do grau I, embora em maior porcentagem de casos. Essa
mesma tendéncia ¢ ratificada por grande parte dos estudos que utilizaram métodos
moleculares (mais sensiveis e especificos) para detec¢do de alteragdes no gene p53,
comprovando a participacdo da mutacdo deste gene na tumorigénese dos Astrocitomas
Pilociticos (Tabela 09). Considera-se que o €xito na demonstragdo in situ da proteina p53 nos
tumores astrociticos do grau I reportado por Lang et al. (1994) e pelo corrente trabalho tenha
sido ocasionado pela alta performance técnica obtida através da otimizacdo maxima do
método imuno-histoquimico utilizado. Todavia, futuros estudos deverdo esclarecer de modo
definitivo o impacto do gene p53 nos Astrocitomas Grau I através de grandes séries tumorais
examinadas a partir de abordagens moleculares especificas.

Inimeras pesquisas relatam ainda a detec¢ao da proteina p53 em tumores astrociticos
como fator progndstico. Jaros et al. (1992) e Pardo et al. (2004) referem-se a proteina p53
com indicadora de maior progressao maligna, menor periodo livre de doenga apds a cirurgia e
menor sobrevida. Por outro lado, Birner et al. (2002) associaram a detec¢ao da proteina p53 a

maior sensibilidade dos tumores do grau IV a radioterapia e a quimioterapia adjuvantes.
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Poucas referéncias na literatura exploram o papel do gene supressor tumoral WAF1
(codificador da proteina p21V**“™') no processo neoplasico dos astrocitomas, visto sua
mutacao ser descrita como um evento raro entre esses tumores (Ono et al., 1997). Contudo, o
fato do WAF1 ser o principal alvo transcricional do gene p53 abre a perspectiva do melhor
entendimento funcional dessa via inibidora do ciclo celular a partir do estudo da expressao
dos produtos protéicos desses genes (Coqueret, 2003).

A andlise da expressdo da proteina p21 nos tumores astrociticos pesquisados revelou
propensdao ao decréscimo do percentual de casos positivos (38,46%; 28,57%; 14,28%;
57,14%) e dos valores médios de marcacao (LI) (10,38; 12,14; 5,71; 24,79) segundo a
evolugdo tumoral, a despeito dos notaveis aumentos desses indices nos Astrocitomas Grau IV
(Figuras 36 e 37). Khalid et al. (1998) e Kirla et al. (2000), estudando a expressdao do p21 nos
Glioblastomas, descreveram percentuais de positividade de 57% e 48%, respectivamente. Ono
et al. (1997) verificou semelhante inclinacdo nos indices médios (LI) conforme a graduagdo
tumoral, apesar dessa reducdo ter sido extensivel aos tumores do grau IV (22,2 no grau II,
14,0 no grau I1I; 10,2 no grau I'V).

A avaliagdo preliminar desses achados conduz a idéia da menor expressdo do p21 de
acordo com a progressao maligna dos tumores astrociticos, apesar do intrigante acréscimo de
sua expressdo nos Astrocitomas Grau IV. Todavia, convém examinar tais resultados em
associacao aos dados encontrados quanto a detec¢do da proteina p53 (Figura 38).

Considerando a incapacidade da proteina p53 mutada em ativar a expressdo da
proteina p21 e a detecgdo desta tltima como evidéncia da funcionalidade da p53, observou-se
que, entre as diferentes gradagdes tumorais, semelhantes porcentagens ndo demonstraram
alteracdo da via supressora tumoral p53/p21 {grupos A [p53(-)/p21(-)] e C [p53(-)/p21(H)]},
exceto pelos tumores do grau III no grupo C e os do grau IV principalmente no grupo A. Por

outro lado, crescentes porcentagens dos astrocitomas apresentaram alteragdo da via p53/p21
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conforme a progressao tumoral {grupo B [p53(+)/p21(-)]}, apesar do menor indice verificado
nos tumores do grau IV. Diferentes parcelas dos astrocitomas exibiram ativacao
funcionalmente conflitante da via p53/p21 {grupo D [p53(+)/p21(+)]}, destacadamente os
tumores do grau I'V.

O grupo B representa os casos onde certamente ocorreu alteracdo do gene p53. A
crescente marcagdo corrobora com os achados prévios de acréscimo da mutacdo do p53
conforme a gradacdo tumoral, sugeridos pelo aumento da expressdo da proteina p53. A menor
fracdo de tumores do grau III no grupo C refor¢a o grande impacto da mutagdo do p53 nessa
categoria tumoral. Ainda no grupo B, percebeu-se menor porcentagem de tumores do grau IV,
apesar da tendéncia de aumento frente a notéria expressdo da p53 nesta gradacgdo (Figura 37).
Acredita-se que este conflito seja explicado pela detec¢dao, na realidade, da proteina p53
selvagem em uma parcela dos Astrocitomas Grau IV. Esta expressdo ocorreria pela ativagao
desse supressor tumoral provocada por outra(s) alteragdo(des) genética(s) presente(s) nos
tumores grau IV, levando ao acimulo de notdvel quantidade da proteina p53 funcional, capaz
de persistir em quantidades detectaveis nos tecidos (Xu et al., 2001). Tal parcela seria
representada provavelmente pelos tumores do grau IV encontrados no grupo D, onde a
evidéncia da detec¢do da p53 selvagem ¢ reforcada pela positividade para p21. Ono et al.
(1997) relatam que os astrocitomas que acumulam a proteina p53 na auséncia de mutacao do
gene p53 tendem a expressar p21 de modo mais intenso em relagdo aos que acumulam p53
mutada ou ndo acumulam p53. Assim, propde-se que o expressivo acréscimo médio na
expressao da proteina p21 constatado nos Glioblastomas seja reflexo, pelo menos em parte, da
superexpressao de p53 selvagem em uma porg¢ao desses tumores.

Outra possibilidade para a redugdo dos percentuais referentes aos Astrocitomas Grau
IV no grupo B concomitante ao acréscimo no grupo D seria a superexpressao da proteina

MDM2 (inativadora a proteina p53 selvagem), resultando em pouca ou nenhuma expressdo de
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p21 apesar do acumulo de p53. Todavia, estudos anteriores tornam essa alternativa mais
remota visto que, além da detec¢do da amplificagdo do gene MDM? ter sido verificada em
apenas 10% dos glioblastomas estudados, nenhum desses casos positivo teria sido detectado
entre 0s tumores com imuno-expressao para a proteina p53 associada a mutacao do gene pS53
(Rubio et al., 1993).

Admite-se que os casos descritos no grupo D, incluindo os astrocitomas dos graus [ e
II, poderiam ainda indicar a expressdo de p21 por vias independentes da induzida pelo p53.
Essa possibilidade fundamenta-se na observagdo da expressao de p21 em células nocauteadas
para o gene p53, desencadeada por agentes citotoxicos, mitdgenos, indutores de diferenciagdo
entre outros (Jiang et al., 1994; Johnson et al., 1994; Michieli et al., 1994; Steinman et al.,
1994). Nos astrocitomas, esse fendmeno ja foi evidenciado tanto em linhagens celulares in
vitro (Jung et al., 1995) como em material procedente de bidpsias (Ono et al., 1997). A(s)
outra(s) alteracao(des) genética(s) proposta(s) para os tumores do grau IV parece(m) remeter
a mecanismos completamente distintos da via p53/p21, visto a auséncia de justificativa (até
este momento) para os minimos indices atingidos por esta gradagdo no grupo A.

A inferéncia do status funcional do gene p53 a partir da expressdo imuno-
histoquimica das proteinas p53 e p21 demonstra correlagdo com a deteccdo da mutagdo do
p53 por técnicas moleculares especificas, embora ndo as prescinda (Ono ef al., 1997). O uso
dessa estratégia pelo presente estudo permitiu a dedugdo de indices para mutagao do gene p53
que acompanharam a tendéncia da maior parte das referéncias (acréscimo conforme a
progressdo dos astrocitomas, exceto pelo decréscimo nos tumores do grau IV), apesar da
grande variabilidade entre os valores apontados pelas diferentes investigagcdes (Tabela 09).

Com grande homologia estrutural e funcional ao p21, destaca-se ainda o supressor

1

tumoral p27. Alteragdes quantitativas da proteina p27<""! sdo freqiientemente descritas em

tumores humanos, apesar de mutacdes e delecdes do gene p27 serem raramente observadas
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(Lloyd et al., 1999). Recentes evidéncias indicam que tais alteragdes seriam reguladas por
mecanismos exclusivamente pods-transcricionais, como a degradacdo protéica mediada por
ubiquitinas, e influenciariam diretamente o comportamento biolégico tumoral (Bloom &

Pagano, 2003).

TABELA 09 — Percentuais de mutacio do gene p53 nas diferentes gradacées dos

tumores astrociticos segundo diversas referéncias, incluindo o presente estudo

Referéncia Método Graus | e Il (OMS) Grau lll (OMS) | Grau IV (OMS)

n % n % n %
Mashiyama et al. (1991) SSCP 06 0 03 66,66 10 10,00
Fults et al. (1992) SSCP 06 0 14 37,71 25 28,00
Louis et al. (1993) SSCP+8Seq 08 37,50 12 33,33 14 28,57
Wu et al. (1993) SSCP 09 0 06 16,60 38 12,15
Chozick et al. (1994) SSCP 15 0 07 14,28 19 31,57

Lang et al. (1994) SSCP+Seq | 07e 08 14,00 e 25,00 | 16 18,75 - -
Rasheed et al. (1994) SSCP 36 8,30 11 54,54 51 17,3

Patt et al. (1996) SSCP 07e18 14,30e5,06 | 04 25,00 13 0
p53/p21 26,66 25,00 30,76

Ono et al. (1997) 15 20 13

SSCP+8Seq 26,66 25,00 23,07

Hwang et al. (1999) SSCP+8Seq 05 0 13 23,07 05 20

Hayes et al. (1999) SSCP 20 53,00 - - - -
Kato et al. (2000) Seq - - 14 64,30 27 25,90
Faria (2005) p53/p21 |13e14 30,77 € 42,86 | 07 57,14 21 38,09

n (nimero de casos); % (porcentagem); SSCP (de single-strand conformation polymorphism);

Seq (sequenciamento); p53/p21 (estimativa segundo a relagdo entre a expressao de p53 e de p21).

Poucos estudos referem-se a expressao do p27 nos astrocitomas. Piva ef al. (1997) e
Mizumatsu et al. (1999) relatam correlagdo inversa entre a graduagdo dos tumores astrociticos
e os indices médios da marcacdo nuclear (LI) para p27 [(44,40 no grau II; 5,86 no grau III;
2,10 no grau IV) e (64,0; 54,9; 48,00; 40,20), respectivamente]. Por outro lado, Alleyne et al.
(1999) e Zagzag et al. (2003) ndo evidenciaram qualquer relagdo entre a o grau de

malignidade dos astrocitomas e a imuno-expressao de p27.
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No entanto, a presente investigacdo revelou crescente positividade para p27 (nuclear)
nos astrocitomas conforme a evolucdo tumoral, exceto pela relativa reducdo nos tumores do
grau IV (53,84%; 92,86%; 100,00%; 76,19%) (Figura 39). Quantos aos escores médios da
marcacgdo nuclear (LI) para p27, demonstrou-se discreta propensdo ao acréscimo de acordo
com a graduagdo dos tumores astrociticos (20,00; 30,21; 38,28; 42,38) (Figura 40). A maior
média verificada nos Astrocitomas Grau IV, apesar da menor positividade, remete a
expressiva marcacao (LI > 70) constatada em cerca de 40% dos tumores desta graduacao.

A despeito das notaveis divergéncias entre os estudos, os dados aqui reportados
indicam que a expressdao nuclear de p27 nos astrocitomas ocorre proporcionalmente ao grau
tumoral, refletindo a ativagdo funcional do gene p27 como supressor do processo neoplasico.
Dentre os Astrocitomas Grau IV, entretanto, significante porcentagem dos casos nao
expressou p27, demonstrando mais uma vez a heterogeneidade deste grupo. Sugere-se que
nesses tumores estejam ativadas vias de degradacdo da proteina p27, j& que ndo foram
evidenciados niveis elevados de p27 citoplasmatico (dados discutidos a seguir) e a mutagdo
do gene p27 ¢é comprovadamente incomum entre os tumores humanos. Dessa forma, percebe-
se que as alteragdes na expressdo nuclear da proteina p27 apenas refletem a malignidade
tumoral, ndo demonstrado impacto na tumorigénese dos astrocitomas.

A maioria dos trabalhos que avaliam a expressdo de p27 nas neoplasias humanas
desconsidera a detec¢do dessa proteina no citoplasma celular, referindo-se a esta como
desprovida de significado funcional (Zagzag et al., 2003). Todavia, novos estudos revelam
que a proteina p27 recém-transcrita pode ser impedida de entrar no nicleo através da
fosforilagdo mediada pela proteino-quinase B (PKB ou Akt), ativada oncogenicamente.
Assim, o acimulo citoplasmatico de p27 representaria o bloqueio da sua fungdo como

supressora tumoral (nuclear), fomentando a progressdo neoplasica (Blain & Massagué, 2002).
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O presente estudo configura a primeira analise da expressdo citoplasmatica da
proteina p27 em tumores astrociticos. Os resultados indicaram maior positividade
citoplasmatica para p27 entre os astrocitomas de alto grau (42,86%) em relagdo aos de baixo
grau (23,07%) (Figura 39), sendo a concomitidncia entre as marcacdes nuclear e
citoplasmatica para p27 mais evidente nos tumores de alto grau (42,86%). O aumento paralelo
entre as marcagdes nuclear e citoplasmatica para p27 conforme a progressao dos tumores
astrociticos, associado a maior concomitincia de positividade nos tumores de alto grau,
sugere que a expressdo citoplasmatica de p27 nos astrocitomas reflete a superexpressdo
nuclear dessa proteina, pelo menos parcialmente.

Contudo, os valores médios para os indices de marcagdo citoplasmatica de p27 nos
tumores astrociticos foram modestos, embora com discreta propensdo ao acréscimo de acordo
com a gradacao tumoral [H (2,69; 5,85; 5,14; 7,00) e LI (2,69; 3,71; 4,00; 6,42)] (Figura 40).
Esses baixos escores de marcagdo citoplasmatica para p27 indicam que (1) ou o bloqueio
citoplasmatico da proteina p27 ocorre em pequena quantidade ou (2) verifica-se eficiente
degradacgdo protéica da p27 apods seu bloqueio no citoplasma celular. De qualquer forma, a
apresentacdo citoplasmatica da proteina p27 ndo parece ser relevante para o processo
tumorigénico dos astrocitomas.

Apesar das evidéncias aqui reportadas serem contrdrias a participacdo do p27 na
promogao dos tumores astrociticos, Mizumatsu et al. (1999) e Kirla et al. (2003) descrevem a
baixa expressdo de p27 como indicadora de pior prognostico. Chen et al. (1996) expdem a
transfeccdo do gene p27 funcional em gliomas como promissor método de inibicdo da
proliferagdo celular, enquanto Park et al. (2004) apontam melhores resultados com o uso do
gene p27 mutado. Outras andlises, por sua vez, retratam o p27 como indutor de resisténcia
tumoral (Hochhauser, 1997). Lloyd et al. (1999) relatam ainda o potencial envolvimento do

p27 em diversos mecanismos como a diferencia¢do celular, a apoptose, a interacdo/adesdo
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celular e a inflamagdo. Dessa forma, novas pesquisas serdo necessarias para o estabelecimento
do verdadeiro papel deste supressor tumoral na progressao dos astrocitomas.

Ainda quanto aos supressores tumorais, percebeu-se freqiiente marcacdo para p21 e
p27 entre as células microgliais presentes no tecido astrocitico tumoral quando este mostrava
positividade para p53 (Figura 41), especialmente em tumores de alto grau. A expressdo de
supressores tumorais em células da microglia ja havia sido descrita apos episodios de injlria
traumatica (Saito et al., 2000) e mesmo nas regides peritumorais dos astrocitomas (Korshunov
et al., 2002). Todavia, pela primeira vez se estabelece a correlagdo entre essas marcagdes e a
presenca de uma alteragdo molecular especifica no tecido tumoral. Apesar da autonomia
intercelular quanto ao controle direto dos mecanismos proliferativos, sugere-se que de alguma
forma a micréglia possa reagir a presenca de desordens moleculares nas células tumorais.
Futuros estudos deverdo esclarecer esse fendmeno, bem como avaliar seu possivel impacto no

comportamento bioldgico dos tumores astrociticos.

Apoptose

Na presente investigacdo, tanto a porcentagem de casos positivos (23,07%; 35,71%;
42,86%; 71,43%) como os indices médios de marcagdo [LI (4,30; 6,57; 8,71; 16,85) ¢ H
(10,84; 14,42; 18,85; 27,85)] para a proteina anti-apoptdtica Bel-2 demonstraram tendéncia de
aumento segundo a graduacdo dos astrocitomas (Figuras 43 e 44). Fels et al. (2000)
detectaram propensdo similar quanto a positividade para Bcl-2 nos tumores astrociticos de
alto grau (48% no grau III; 51% no grau IV), ao passo que Ellison ef al. (1995b) descreveram
inclinag@o oposta (44% no grau II; 42% no grau III; 28% no grau IV). Entretanto, Strik et al.
(1999) e Kraus et al. (2001) confirmaram recentemente a tendéncia de maior positividade
entre os Astrocitomas Grau IV (94,60% e 60,25%, respectivamente). Nao foram encontrados

estudos que apresentassem escores de marcacdo comparaveis aos aqui relatados.
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Com relacdo a expressdo da proteina pro-apoptdtica Bax, mostrou-se
inclinacdo ao acréscimo na positividade (15,38%; 7,14%; 28,57%; 47,62%) e relativa
constancia entre as médias de marcacao [LI (5,00; 0,57; 9,28; 9,38) e H (11,53; 0,57;
17,14; 11,66)] conforme evolugdao dos tumores astrociticos, excetuando-se a redugdo
verificada em todos os valores referentes aos Astrocitomas Grau II (Figuras 43 e 44). Os
escassos estudos acerca da expressdo imuno-histoquimica de Bax nos tumores astrociticos
relatam apenas a alta freqliéncia da detec¢do de Bax nos Glioblastomas [98% (Krajewski
et al., 1997), 78% (Strik et al., 1999), 94% (Cartron et al., 2003)].

A despeito da auséncia de significancia estatistica verificada entre os indices
de marcacdo (LI e H) para Bcl-2 e Bax na andlise seqiiencial (teste U) das diferentes
gradagdes dos astrocitomas, o exame do conjunto dos valores (teste H) relativos a fracao
de células positivas (LI) para essas proteinas demonstrou significante correlagdo com o
grau histopatoldgico. Tal distingdo foi reforgada pela significante superioridade dos
escores para Bcl-2 e Bax nos tumores do grau IV em relagdo aos tumores do grau I e II
(teste U).

Frente ao exposto, evidencia-se o aumento paralelo na deteccdo das proteinas
Bax e Bcl-2 conforme a gradagdo dos astrocitomas (notadamente entre os de baixo e alto
grau), sugerindo a co-regulacdo entre a expressdo dessas proteinas durante a progressao
tumoral (Martin et al., 2001). Quanto a intrigante redu¢do da marcacdo para Bax nos
tumores do grau II, admite-se que particularidades referentes a histogénese dessa classe
tumoral possam provocar variacdes na expressdo de moléculas relacionadas a apoptose
(Hara et al., 1997). Todavia, essas variagdes podem ser mais bem compreendidas quando
avaliadas frente ao balanco entre as tendéncias pro- e anti-apoptotica (Zornig et al., 2001).

Assim, através da comparagdo quantitativa entre os indices de marcagdo (LI)

das proteinas Bcl-2 (anti-apoptotica) e Bax (pro-apoptdtica), foi demonstrada crescente
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orientacdo a sobrevida celular conforme a progressdo dos tumores astrociticos (Figura 45).
Acredita-se que essa diminui¢do gradual do estimulo apoptotico, associada ao aumento
progressivo do incentivo proliferativo antes relatado, resulta na promog¢ao cada vez maior
das células mais anaplasicas (mais alteradas geneticamente), contribuindo para a evolugdo
do fenotipo maligno dos astrocitomas (Yu et al., 2000). Apesar disso, nenhuma correlagao
prognostica categorica foi detectada a partir da expressdo das proteinas Bcl-2 e Bax nos
tumores astrociticos até este momento (Hara et al., 1997; Rieger et al., 1998; Strik et al.,

1999; Fels et al., 2000).

5.3.5. Receptores da Familia ErbB

A expressao aberrante da glicoproteina EGFR tem sido associada a tumorigénese e a
progressdo maligna nos astrocitomas (Libermann et al., 1985; Ekstrand et al., 1991). A
amplificacdo do gene EGFR ¢ apontada como a principal desordem responsavel pela sua
superexpressdo nesses tumores, notadamente nos glioblastomas (Huncharek & Kupelnick,
2000). Outra possivel alteracdo consiste no rearranjo do gene EGFR, provocando sua ativagao
constitucional. O rearranjo mais observado resulta na variante denominada EGFRVIII
(também designada por AEGFR ou de2-7EGFR), caracterizada pela delecao dos exons 2-7 no
RNAm, correspondentes aos nucleotideos 275-1075 (codificadores dos aminoacidos 6-273)
(Shinojima et al., 2003). Waha et al. (1996) descreve ainda o aumento da expressdo do EGFR
na auséncia de alteragdes génicas como um achado freqiiente entre os tumores astrociticos.

A significante expressdo de EGFR verificada nos Astrocitomas Grau IV pesquisados
(LI médio = 19,28 + 17,97; H médio = 25,71 + 27,44) refor¢a as evidéncias da participagdo
desse receptor nos mecanismos tumorigénicos atuantes nesta gradacdo, conforme
documentado pela maioria dos trabalhos anteriores (Tabela 10). Recentes estudos indicam que

a superexpressdo de EGFR ocorre mais freqlientemente entre os Glioblastomas Primarios, ou
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seja, aqueles que se originam diretamente de células precursoras astrociticas e acometem

predominantemente pacientes idosos (Louis, 1997). Contudo, nenhuma correlagdo entre a

idade dos pacientes e a marcagdo para EGFR foi verificada nos casos aqui reportados.

TABELA 10 — Percentuais de positividade imuno-histoquimica para EGFR

nas diferentes gradacées dos tumores astrociticos segundo

diversas referéncias, incluindo o presente estudo

Referéncia Grau | (OMS) | Grau Il (OMS) | Grau lll (OMS) | Grau IV (OMS) GERAL

n % n % n % n % n %
Jaros et al. (1992) * 04 0 06 33,00 |13 85,00 20 95,00 43 74,42
Orian et al. (1992) - - 20 95,00 |21 48,00 21 86,00 62 77,42
Agosti et al. (1992) * 10 0 15 0 15 0 63 67,00 103 40,77
Kordek et al. (1995) 08 0 09 11,10 |09 22,20 30 33,30 56 23,21
Hwang et al. (1997) - - 12 67,00 |13 92,30 08 100,00 | 33 85,00
Simmons et al. (2001) * | - - - - - - 110 35,45 110 35,45
Shinojima et al. (2003) * | - - - - - - 87 46,00 87 46,00
Faria (2005) * 13 46,15 |14 21,43 | 07 0 21 61,09 55 32,37

n (numero de casos); % (porcentagem); * (associagdo estatistica com a gradagdo histologica);

* (associaciio estatistica com a sobrevida);

A auséncia da expressdo de EGFR entre os Astrocitomas Grau III avaliados contrastou
com os elevados indices de positividade relatados pela maior parte das pesquisas (Tabela 10).
Embora ndo se possa excluir a possibilidade da sub-representacdo dessa categoria pela atual
investigagdo, visto a pequena amostragem analisada (n = 07), esse resultado pode ser
justificado pela pequena ocorréncia de alteragdes moleculares no gene EGFR descritas nos
tumores do grau III (Bredel et al., 1999). J4 a discreta detec¢do de EGFR observada nos
Astrocitomas Grau II examinados (LI médio = 3,92 + 7,88; H médio = 5,35 = 10,82)
corrobora com a maioria das referéncias, sendo apontada como decorrente do simples
acréscimo da expressdo de EGFR, sem a influéncia de desordens moleculares especificas

(Jaros et al., 1992) (Figura 47, Figura 48 e Tabela 10).
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Apesar das evidentes discrepancias entre os dados obtidos pelas varias investigacdes
quanto a positividade para EGFR nas diferentes gradagdes dos tumores astrociticos, os poucos
trabalhos que avaliaram a presenca desse receptor nos Astrocitomas Grau I sdo undnimes em
reportar a auséncia da expressdo de EGFR nesta gradacdo (Tabela 10). Analises moleculares
permitiram também a confirmagdo da inexisténcia de amplificacdo e/ou rearranjo do gene
EGFR nesses tumores (Huncharek & Kupelnick, 2000). No entanto, o presente estudo revelou
significante marcacdo para EGFR entre os tumores astrociticos do grau I (LI médio = 27,30 +
32,63; H médio = 60,00 * 69,88).

Poder-se-ia alegar a ocorréncia de marcagdo artefatual (background). Todavia, (1)
outros estudos apontam o método imuno-histoquimico como uma técnica sensivel para a
documentagdo da presenca da proteina EGFR (Schober et al., 1995); (2) inimeras referéncias
demonstram a aplicabilidade e a especificidade do clone H11 (anticorpo monoclonal anti-
EGFR utilizado) na detec¢do da proteina EGFR em tecidos fixados em formalina e incluidos
em parafina (Agosti et al., 1992); (3) outros tumores do grau I, bem como de outras
gradagdes, mostraram-se negativos para a expressao de EGFR; (4) os indices de marcac¢do ndo
foram discretos ou duvidosos, muitas vezes superando os vistos nos tumores do grau I'V.

Dessa forma, admite-se que a marcagdo evidenciada nos Astrocitomas Grau I
corresponda, de fato, a superexpressio da proteina EGFR, ainda que esse aumento de
expressdo ocorra na auséncia de desordens moleculares especificas (Jaros et al., 1992; Waha
et al., 1996). Assim, propoe-se a superexpressdo de EGFR como mais um potencial evento
tumorigé€nico presente nessa gradagdo, estimulando novas pesquisas quanto ao seu mecanismo
de ativacdo e possivel impacto progndstico.

Virias investigagdes apontam a superexpressao/amplificagdo do EGFR nos tumores
astrociticos como relacionada ao pior prognostico clinico, embora a maioria tenha falhado em

demonstrar o EGFR como um fator preditivo independentemente da graduacdo histologica
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desses tumores (Jaros et al., 1992; Schober et al., 1995; Waha et al., 1996; Shinojima et al.,
2003). Uma excecdo consiste no trabalho de Hiesiger et al. (1993), que reporta a
superexpressdo de EGFR nos Astrocitomas Grau IV como indicadora per si de
comportamento clinico agressivo e resisténcia terapéutica.

A superexpressao da glicoproteina (c-)erbB2, por sua vez, ¢ freqlientemente observada
nos canceres de mama, bem como numa grande variedade de tumores gastrintestinais e
geniturinarios (Ross et al., 1999). Nestas neoplasias, o aumento quantitativo dessa unidade
receptora de sinais extracelulares favorece a formag¢do de homodimeros (erbB2-erbB2) e/ou
de heterodimeros (ex.: EGFR-erbB2), resultando na maior sensibilidade e responsividade aos
estimulos mitogénicos (Espinosa et al., 2003).

Mesmo diante da rara ocorréncia de amplificacdes no gene HER2/neu nos tumores
astrociticos (Haapasalo et al., 1996), alguns trabalhos descrevem o simples acréscimo de
erbB2 como um potencial evento tumorigénico dos astrocitomas (Schwechheimer et al., 1994;
Hwang et al., 1997). Além disso, outras referéncias sugerem a provavel associacdo entre a
expressdo de EGFR e de erbB2 no processo neoplasico desses tumores (Menard et al., 2004).

A atual investiga¢do constatou a expressdo de erbB2 somente nos Astrocitomas Grau
IV pesquisados (positividade de 14,28%; LI médio = 5,95 + 16,85; H médio = 10,71 + 30,83),
correspondendo a 3,57% de positividade entre todos os tumores astrociticos avaliados.
Haapasalo et al. (1996) também observaram discreta marcagdo para erbB2 nos astrocitomas
(3,90%), em parte devido a auséncia da sua expressdo nos tumores de baixo grau (I e II).
Koka et al. (2003) perceberam a expressdo diferencial de erbB2 entre os Glioblastomas
(15,40%), sendo esta mesma disposi¢do comprovada posteriormente por Potti ez al. (2004).
Dessa forma, confirma-se a discreta participacdo do receptor erbB2 na tumorigénese dos

astrocitomas, notadamente nos tumores do grau IV.
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Dos 03 (trés) Astrocitomas Grau IV positivos para erbB2, 02 (dois) também
apresentavam marcacao para EGFR (Anexo IV), ratificando a tendéncia de co-expressdo entre
esses receptores (Hwang et al., 1997). A superexpressdo de erbB2 exclusivamente entre os
tumores do grau IV denota ainda a contribuicio dessa alteracdo molecular para o
estabelecimento de fendtipos mais malignos, possivelmente através do sinergismo com a
freqiiente expressao de EGFR nesta gradacao (Menard ef al., 2004). Esse fato corrobora com
a atribuicdo de pior progndstico aos tumores astrociticos que expressam erbB2, conforme
apontado por Koka et al. (2003) e Potti et al. (2004).

As consideraveis evidéncias acerca do envolvimento do EGFR e do supressor tumoral
pS53 no estabelecimento e progressdo dos astrocitomas suscitaram a andalise conjunta desses
genes nos tumores avaliados. Através da imuno-expressdo de EGFR e de p53/p21, foi
deduzida a situacdo funcional dos genes EGFR e p53 nas diferentes gradacdes dos tumores
astrociticos (Figura 49). O percentual de casos que ndo apresentaram alteracdes em ambos os
genes [EGFR(-)/p53wt] diminuiu de acordo com a progressdo tumoral, confirmando a
crescente aquisicdo dessas desordens genotipicas conforme a evolugdo maligna dos
astrocitomas (Louis ef al., 2002). O nimero de casos que exibiram somente muta¢do do p53
[EGFR(-)/p53mut] aumentou consoante a graduacgdo histologica, exceto pela relativa reducao
observada nos Astrocitomas Grau IV. Essa mesma propensdo ja havia sido apontada na
apreciacao individual do p53 (Figura 38 — grupo B), sendo atribuida a propaga¢do da mutagao
do p53 segundo a sucessdo tumoral e a provavel participagdo de outras alteragdes genéticas
nos tumores do grau IV. Entre essas ‘outras’ alteragdes, julga-se figurar a superexpressdo do
EGFR, visto a significante porcentagem de casos do grau IV (42,86%) que demonstraram
exclusivamente essa desordem [EGFR(+)/p53wt]. Parte dos Astrocitomas Grau I
manifestaram semelhante panorama (30,77%), reiterando o grande impacto da expressdo de

EGFR nesta graduacdo. Excetuando-se os tumores do grau III, a simultaneidade entre as
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alteragdes moleculares [EGFR(+)/p53mut] ocorreu em proporcdes similares nas diferentes
gradacdes dos tumores astrociticos (média de 14,54%), reafirmando os achados de Kordek et
al. (1995). O pequeno percentual de concomitancia entre a superexpressdo de EGFR e a
mutacdo de p53 caracterizou ainda a tendéncia de mutua exclusividade entre esses eventos
moleculares, assim como reportado por Watanabe et al. (1996) e Yoon et al. (2001).

Tal distin¢do entre as alteragdes moleculares nos genes EGFR e p53 fomenta ainda a
diferenciacdo dos Astrocitomas Grau I'V nos subtipos Primario (ou de novo) e Secundario (ou
progressivo). Kleihues & Ohgaki (1999) referem-se aos Glioblastomas Primarios como
derivados diretamente de células precursoras astrociticas, com breve evolucdo clinica, sendo
mais comuns em pacientes idosos e apresentando unicamente a superexpressio do EGFR
[EGFR(+)/p53wt]. Ja os Glioblastomas Secundarios sdo descritos como provenientes de
astrocitomas dos graus Il ou III, com lenta progressao clinica, surgindo em pacientes jovens e
demonstrando somente a mutagdo do p53 [EGFR(-)/p53mut] (Figura 08).

A despeito da auséncia dos parametros clinicos dos portadores dos tumores
astrociticos aqui analisados, bem como de qualquer relacdo entre a expressao de EGFR ou
pS53/p21 e a faixa etaria dos mesmos, sugere-se que os 42,86% dos tumores do grau IV que
revelaram apenas a superexpressdo do EGFR correspondam a Glioblastomas Primarios,
enquanto os 23,80% que manifestaram unicamente a mutagdo do p53 representem
Glioblastomas Secundarios. Essa inferéncia ganha suporte frente as semelhantes distribuigcdes
registradas pelos trabalhos anteriores, em sua maioria correlacionadas também ao seguimento
clinico dos pacientes (Tabela 11).

Apesar da coerente distingdo entre os fendtipos Primério e Secundario a partir do
genotipo EGFR versus p53, recentes evidéncias destacam a similaridade entre essas variantes

quanto ao comportamento bioldgico tumoral (Simmons et al., 2001; Sarkar et al., 2004). Por
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conseguinte, outras alteragdes moleculares devem ser investigadas na tentativa de melhor

contextualizar a marcante heterogeneidade clinica caracteristica dos Astrocitomas Grau IV.

TABELA 11 — Distribuicio percentual dos Astrocitomas Grau IV (OMS) de acordo com
a situagdo funcional dos genes pS3 e EGFR estimada por imuno-histoquimica e/ou

técnicas moleculares segundo diversas referéncias, incluindo o presente estudo

o Astrocitoma Grau IV (OMS)
Referéncia N | EGFR()/p53wt EGFR(+)p53wt EGFR(-)Yp53mut EGFR(+)p53mut
(primario*) (secundario*)
Hayashi ef al (1997) | 70 | 30,00 % 20,00 % 30,00 % 0%
Watanabe ef al. (1997) | 19 | 16,00 % 47,00 % 21,00 % 16,00 %
Newcomb ef al. (1998) | 80 | 29,00 % 18,00 % 36,00 % 18,00 %
Simmons et al. (2001) | 46 | 48,00 % 22,00 % 26,00 % 4,00 %
Sarkar et al. (2004) 58 | 14,00 % 38,00 % 34,00 % 14,00 %
Faria (2005) 21| 14,28 % 42,86 % 23,80 % 19,05 %

n (nimero de casos); — (auséncia da expressao); + (presenga da expressdo); wt (selvagem); mut (mutado).

* classifica¢@o baseada somente no perfil genotipico (Kleihues & Ohgaki, 1999)

5.3.6. Sinalizaciao Intracelular

As proteinas H-, K- ¢ N-Ras, denominadas conjuntamente por p21%*, desempenham
papel central nos mecanismos de sinalizagdo que regulam o crescimento, a diferenciacdo, a
proliferagdo e a sobrevida celulares (Sebti, 2003). Os eventos tumorigénicos podem ativar
diretamente as vias reguladas pela p21°* através de mutagdes nos genes ras ou de sua
superexpressdo protéica. Somente neste ultimo caso se consegue revelar a presenga da p21%*
pelo método imuno-histoquimico, visto que as versdes normal (niveis fisiologicos) e mutada
dessas proteinas geralmente sdo expressas em quantidades ndo-detectdveis (Marshall, 1999).

A atual investigagdo demonstrou a expressdo da proteina p21°*

predominantemente
entre os Astrocitomas Grau II (positividade de 37,71%; LI médio = 2,71 + 4,02; H médio =

4,92 + 7,79). A expressiva marca¢ao de um tUnico caso do grau I (positividade de 7,69%)
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resultou em escores médios relativamente mais elevados nesta gradacao (LI = 6,15 £22,18; H
= 20 + 72,11). Nenhum tumor astrocitico de alto grau (IIl e IV) da amostra avaliada
apresentou marcagdo para p21°* (Figuras 51 e 52).

Em analises anteriores, Arvanitis et al. (1991) observaram positividade para p21°*
em 35,71% dos Astrocitomas Grau II e em 75% dos tumores astrociticos de alto grau. Orian
et al. (1992) confirmaram a tendéncia de maior detec¢io da proteina p21%* entre os
astrocitomas de alto grau (57%), embora ndo tenham evidenciado casos positivos entre os
tumores do grau II. Dentre os estudos prévios, ndo ha referéncia & expressio de p21%* em
Astrocitomas Grau I nem descricdo de indices de marcacdo metodologicamente comparaveis
aos aqui apresentados.

A despeito das discrepancias entre os resultados, grande parte das pesquisas confirma

a auséncia da imuno-expressdo de p21°*

nos astrocitomas de alto grau e associam este fato a
freqiiente superexpressao dos receptores do tipo tirosino-quinase (ex.: EGFR, PDGFR) nesses
tumores (Bos, 1989; Tuzi et al., 1991; Guha et al., 1997). Acredita-se que a hiperativacao
desses receptores, mesmo repercutindo sobre quantidades fisiologicas de p21**, seria
suficiente para a maior promog¢do das cascatas intracelulares, tornando a expressdo
oncogénica de p21** “dispensavel” (Guha et al., 1997).

Essa hipotese também pode ser estendida aos Astrocitomas Grau I avaliados, ja que

lRas

os casos dessa graduagdo foram predominantemente negativos para p2 e demonstraram

significante positividade para EGFR. Contudo, ndo se pode excluir a possibilidade da

AL s ~ R
auséncia da superexpressdo de p21°*

como uma caracteristica independente nos tumores do
, . .. R ~ ,

grau I, desde que o Unico caso positivo para p21°* nessa gradagdo também apresentava

consideravel expressdo de EGFR (Anexo IV).

A detecgio de p21** concomitante a inexisténcia da expressio de EGFR nos

Astrocitomas Grau II avaliados refor¢a ainda mais a tendéncia antes reportada. A marcagao
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para p21°* quase que exclusivamente entre os tumores do grau II também demonstra que a

lRas

superexpressdo de p2 ocorre de modo diferencial nesta gradacdo. Além disso, a auséncia

lRas

da expressdo de p21™" entre os astrocitomas de alto grau sugere que os Astrocitomas do Grau

II portadores de alteragdes na expressio de p21"*

ndo progridem para fenotipos mais
malignos, tornando a marcagio para p21%* num virtual indicador de melhor progndstico.
Nao obstante, Bian et al. (2000) relataram ndo ter observado qualquer relacio entre a

expressdo de p21°*

com a gradagdo ou o prognodstico dos tumores astrociticos, propondo que
tais associagoes seriam facultadas as mutagdes dos genes ras. Todavia, Gomori ef al. (1999) e

Woods et al. (2002) ressaltam que os tumores astrociticos, contrariamente a maioria das

neoplasias humanas, raramente apresentam mutacgdes nos genes ras.

5.3.7. O Fator de Transcri¢io c-Myc

A contribuicdo da proteina c-Myc nuclear (funcional) para o processo de proliferacao
celular nos astrocitomas foi discutida anteriormente. Conforme relatado, a superioridade dos
indices de marca¢ao nuclear para c-Myc em relagdo aos valores obtidos para o antigeno Ki-67
(admitido como marcador padrao de proliferacdo celular), assim como a notavel variabilidade
destes escores, indicou a provavel participacdo da proteina c-Myc em outros fendmenos
neoplasicos atuantes nesses tumores.

Apesar das intensas pesquisas, 0s mecanismos pelos quais a desregulagdo da expressao
do gene c-myc promove a tumorigénese ndo estdo completamente elucidados. Dentre os
possiveis eventos coordenados pela expressdo oncogénica do c-myc, destacam-se o
incremento do metabolismo celular (Dang, 1999), a indu¢do de instabilidade cromossomica
(Gardner et al., 2002), o bloqueio da diferenciagao celular (Canelles et al., 1997), a regulagao
da apoptose (Lutz et al., 2002) e a promog¢ao da imortalidade celular (Wang et al., 1998). Os

altos indices de c-Myc nuclear entre os tumores astrociticos do grau IV sugerem ainda o
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envolvimento dessa proteina na ativacdo da angiogénese (Knies-Bamforth et al., 2004),
fendmeno responsavel pela marcante proliferacdo endotelial observada nessa gradagdo
(Kleihues & Cavenee, 2000). Futuros estudos especialmente orientados para a investigagdo
das diferentes fungdes da proteina c-Myc deverao identificar os programas celulares ativados
por esta proteina e o real impacto dessas alteragdes nos tumores astrociticos.

A maioria dos trabalhos que avaliaram a expressao de c-Myc nas neoplasias humanas
desprezou a deteccdo dessa proteina no citoplasma celular, referindo-se a esta como
desprovida de significado funcional (Orian et al., 1992) ou até mesmo como marcagao
inespecifica, resultante de fixag@o histoldgica inadequada (Williams et al., 1990). No entanto,
alguns estudos observaram o acréscimo da expressdo citoplasmatica de c-Myc conforme a
progressdo maligna nos carcinomas gastrico (Yamamoto et al., 1987), do cdlon (Royds et al.,
1992) e do ovério (Sasano et al., 1992). Ja Satoh et al. (1992) e Bai et al. (1994) reportaram
inclinacdo oposta quanto aos carcinomas oral e endometrial, respectivamente. Royds et al.
(1992) comprovaram ainda que a proteina c-Myc citoplasmatica encontrava-se associada a
grupamentos ribossomicos, sugerindo que o acimulo dessa proteina no citoplasma resultaria
de possiveis alteragdes pds-transcricionais.

Recentes evidéncias apontam a distribui¢do protéica celular como resultado de
complexos e refinados mecanismos de transporte nicleo-citoplasmatico, consistindo em: (1)
reconhecimento da proteina por receptores de “importagdo” ou “exportacdao”; (2) ancoragem
do complexo receptor-proteina aos poros da membrana nuclear; (3) deslocamento do
complexo através da membrana nuclear; (4) liberagcdo do receptor e (5) reciclagem dos fatores
de transporte (Alberts et al., 2002). Dessa forma, percebe-se que a desregulacdo dessas etapas
pode ocasionar a localizagdo andmala e, conseqlientemente, a alteracdo funcional de grande

variedade de proteinas. Fabbro & Henderson (2003) confirmam o processo neoplasico como
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potencial indutor de modificagcdes nesses mecanismos, provocando a acumulagdo/disfuncao
de proteinas responséaveis por importantes fendmenos celulares.

Frente a esta realidade, o presente estudo procedeu a primeira avaliagdo da marcacdo
citoplasmatica do c-Myc em tumores astrociticos, tendo evidenciado maior positividade entre
os tumores de alto grau (71,43%) em relagdo aos tumores do grau I (30,77%) e II (42,86%)
(Figura 54). Por outro lado, os escores médios de marcacdo foram semelhantes, exceto pela
disposi¢cdo de aumento verificada nos astrocitomas do grau IV [LI (8,69; 8,92; 9,57; 15,57) e
H (14,61; 13,42; 16,57; 24,42)] (Figura 55). Esses dados indicam o acimulo citoplasmatico
da proteina c-Myc como um evento inicial e relevante na tumorigénese dos astrocitomas,
notadamente nos tumores do grau I'V.

A expressiva e constante concordancia entre as marcagdes nuclear e citoplasmatica
para c-Myc nos tumores astrociticos (em média 65,45%) sugerem ainda que a presenca desta
proteina no citoplasma reflete diretamente seus niveis nucleares de expressdo. Ja o
crescimento da concomitancia entre essas marcagdes caracteriza o surgimento de c-Myc no
citoplasma como diretamente proporcional a evolugdo maligna dos astrocitomas. Nao
obstante, a relativa diminui¢cdo da concomitancia nos Glioblastomas demonstra eventuais
divergéncias entre a localizagdo citoplasmatica e nuclear da proteina c-Myc nesses tumores,
refor¢cando ainda mais a heterogeneidade dessa gradagao (Figura 56).

Diante desses achados e dos conhecimentos atuais, propde-se a hipdtese do
aprisionamento citoplasmatico de c-Myc nos tumores astrociticos como uma tentativa de
bloqueio das fung¢des oncogénicas dessa proteina. Admite-se que, objetivando reduzir o
impacto da expressdo aberrante do gene c-myc, mecanismos de transporte nucleo-
citoplasmatico reduziriam progressivamente a captacdo da proteina c-Myc recém-transcrita ou
até mesmo promoveriam sua expulsdo ap6s a entrada no nucleo. A potencializagdo deste

fendmeno com a progressdo tumoral ocasionaria, por vezes, a retencdo total de c-Myc no
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citoplasma, justificando as consideraveis discordancias entre as marcagdes nuclear e
citoplasmatica observadas nos tumores Astrocitomas Grau I'V.

A necessidade de comprovacdo desta hipdtese suscitard novas investigacdes,
promovendo a identificagdo dos elementos regulatorios envolvidos no mecanismo de
transporte nucleo-citoplasmatico e colaborando para o entendimento das multiplas vias
moduladas pela proteina c-Myc da tumorigénese dos astrocitomas. Para tanto, julga-se
também fundamental o estudo dos ligantes especificos do fator de transcricdo c-Myc (ex.:

Max), bem como dos estimulos responsaveis pela expressdo dessa enigmatica proteina.

5.3.8. Vias Tumorigénicas

O fenémeno tumorigénico consiste num complexo processo no qual células tornam-se
imortais, proliferantes, invasoras e moduladoras dos seus ambientes (Louis, 1997). Uma tnica
alteracdo molecular dificilmente ¢ responsavel pela totalidade do evento neoplasico, sendo
este habitualmente resultante de uma série de distirbios genéticos em diversos niveis da
regulacdo celular (Cavenee & White, 1995).

Todavia, a alteracdo de alguns genes com papel central em multiplos canais
regulatorios revela o potencial impacto de uma simples desordem molecular para o
desenvolvimento do cancer. Nesse contexto, admite-se que as principais alteragdes genéticas
desencadeadoras da transformagdo maligna sdo aquelas que conferem as maiores “vantagens”
a célula-matriz, estimulando sua proliferacdo e sobrevida. Percebe-se ainda que tais desordens
acabam sendo amplamente perpetuadas para as células subseqiientes (expansdo clonal),
assegurando sua presenca na maioria das células formadoras do tumor primario (Nowell,
1976; Breivik, 2005).

Dessa forma, através da simples comparag@o quantitativa e qualitativa entre os escores

referentes aos marcadores que mais se destacaram nos tumores astrociticos (p53/p21, EGFR e
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c-Myc), pdde-se inferir a principal alteracdo molecular em cada caso investigado,
determinando as principais vias tumorigénicas ativadas nas diferentes gradacdes dos
astrocitomas (Figura 57).

A mutagdo do gene supressor tumoral p53 destacou-se em todas as graduacdes dos
tumores astrociticos (especialmente nos Astrocitomas Grau III), figurando como a principal
alteragcdo tumorigénica dentre os astrocitomas estudados. A manifestacdo dessa desordem
genética desde os tumores do grau I, associada a sua manifestacdo em considerdveis indices
nas gradacdes subseqiientes, confirma a mutagdo do p53 como um evento inicial, relevante e
potencial indicador da progressao tumoral nos astrocitomas.

J& a superexpressdao do EGFR notabilizou-se apenas entre os tumores astrociticos dos
graus | e IV, caracterizando esta alteragdo molecular como distintiva dessas gradacdes e ndo
relacionada a sucessdo tumoral nos astrocitomas. O amplo predominio da via EGFR nos
Astrocitomas Grau IV reafirma a importante contribui¢do das desordens deste gene para o
estabelecimento dos Glioblastomas. Por outro lado, a constatagdo da expressdo de EGFR nos
Astrocitomas Grau [ desvenda um inédito subconjunto genético nessa graduacao,
acrescentando um novo elemento para a melhor compreensdo da tumorigénese e da eventual
evolugdo maligna desses tumores.

Outra novidade consistiu na demonstracdo da expressdo do gene c-myc (nuclear e/ou
citoplasmatica) como capaz de explicar o processo tumorigénico dos astrocitomas quando da
auséncia ou discreta participagdo das alteracdes nos genes p53 ou EGFR. O impacto do c-myc
na transformac¢do maligna dos astrocitomas mostrou-se crescente conforme a graduagdo
tumoral, exceto pela modesta influéncia verificada nos Astrocitomas Grau IV.

Huang et al. (2000) j4 haviam constatado o aumento da expressdo do c-myc (RNAm)
nos Astrocitomas Grau II, sugerindo o envolvimento deste gene na patogénese dos tumores

astrociticos de baixo grau. Jensen et al. (2003), por sua vez, demonstraram que a
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superexpressdo do gene c-myc em precursores astrogliais de camundongos era suficiente para
deflagrar o fendmeno neoplasico, originando tumores astrociticos de fenotipo maligno (alto
grau). Deste modo, fortalece-se o conceito do gene c-myc como responsavel por uma
importante e distinta via molecular na tumorigénese dos astrocitomas, atuando de modo

alternativo aquelas encabecadas pelos genes p53 ¢ EGFR.

5.3.8. Enzimas relacionadas a Quimiorresisténcia

Apesar dos recentes avangos na quimioterapia dos gliomas, a expectativa de sobrevida
para a maioria dos pacientes permanece inalterada. Grande parte do insucesso na terapia
adjuvante desses tumores ¢ atribuida as variacdes na sensibilidade tumoral desencadeadas por
desordens genéticas inerentes a formagao e/ou a progressdo dessas neoplasias, caracterizando
o fendmeno denominado quimiorresisténcia primaria (Kitange et al., 2001).

Viérios estudos moleculares tém demonstrado a participagdo de enzimas reguladoras
do metabolismo celular nos mecanismos de quimiorresisténcia dos astrocitomas, assim como
o sucesso de estratégias terapéuticas delineadas segundo o perfil bioquimico de cada tumor
(Nagane et al., 1999; Nutt et al., 2000; Tanaka et al., 2000). Nao obstante, a detec¢do imuno-
histoquimica dessas enzimas desponta como uma alternativa pratica para o screening dos
mecanismos de resisténcia tumoral, constituindo promissora ferramenta para a escolha de
agentes antineoplasicos efetivos e, principalmente, para a exclusdo das drogas virtualmente
ineficientes (Mattern & Volm, 1992).

Neste sentido, a corrente investigagdo apresenta a imuno-expressdo de algumas
enzimas associadas a quimiorresisténcia (MGMT, GSTty Topollad e TS) nos tumores
astrociticos, configurando um dos primeiros relatos semiquantitativos acerca da deteccdo in

situ dessas proteinas em astrocitomas de diferentes graduagdes histologicas (Figuras 59 e 60).
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A enzima O°-Metilguanosina-DNA-Metiltransferase (MGMT) atua na reparagdo de
eventuais lesdes no DNA através da remocdo de grupamentos alquil nocivamente transferidos
para a posicdo O° da guanosina (Margison et al., 2003). Inimeras pesquisas tém comprovado
a associacdo entre o acréscimo na expressao da MGMT em células neoplésicas e a resisténcia
tumoral aos agentes alquilantes, com destaque para as nitrosuréias, a procarbazina e a
temozolomida - importantes drogas utilizadas na terapia dos astrocitomas (Gerson, 2002).

No presente ensaio, constatou-se a expressado da MGMT em astrocitos de todos os
casos examinados, com elevados e semelhantes escores médios de marcagdo (LI) entre os
espécimes tumorais (68,07; 72,50; 63,14; 73,10) e ndo-tumorais (75,00).

A deteccio da MGMT na totalidade das amostras avaliadas revela a ativa¢do dessa
enzima como um fendémeno assiduo na linhagem astrocitica. Anteriormente, Citron et al.
(1995) havia reportado a deteccdo dessa enzima em 100% dos tecidos cerebrais sadios,
enquanto Yuan et al. (2003) relataram semelhante tendéncia em relagdo aos astrocitomas
(94,28%). Em contraste, Ohe et al. (2003) e Sun et al. (2004) descreveram menor positividade
para MGMT entre os tumores astrociticos: 73,50% e 50,84%, respectivamente.

J& os consideraveis indices médios de marcagdo (LI) para MGMT demonstram a
eminente presenca dessa enzima nos casos pesquisados, ao passo que a semelhanca entre os
escores nas diferentes classes histologicas denota a ndo-associagdo da expressdo dessa enzima
com a sucessdo de eventos neoplasicos nos astrocitomas. Esses achados contrapdem-se aos de
Yuan et al. (2003), que observaram o decréscimo dos valores médios de marcagdo para
MGMT conforme a progressdo dos tumores astrociticos (69,28 no grau II; 44,44 no grau Ill e
19,36 no grau 1V), bem como aos de Silber et al. (1993), que evidenciaram o aumento da
quantidade e da distribuicdo dessa enzima na maioria dos tumores cerebrais quando

comparadas aos tecidos ndo-tumorais adjacentes.
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As notdrias discrepancias entre os dados supracitados refletem sobretudo a relativa
escassez de estudos imuno-histoquimicos para a enzima MGMT nos astrocitomas, visto que a
maior parte dos trabalhos nesse campo remete a investigacdes moleculares. Dentre estas,
sobressaem-se pesquisas acerca da hipermetilagdo da regido promotora do gene MGMT,
fendmeno responsavel pelo impedimento da sua expressdo (silenciamento epigenético).

A compilagdo dos trabalhos acerca da metilagdo do gene MGMT mostra que, em
média, 43,16% (297/688) dos tumores astrociticos exibem essa alteracao (Esteller et al., 2001;
Nakamura et al., 2001; Komine et al., 2003; Balaia et al., 2003; Blan et al., 2004; Hegi et al.,
2005; Watanabe et al., 2005). Todavia, cerca de 97% desses tumores também manifestam o
status ndo-metilado (Blan et al., 2004). Estas evidéncias demonstram que a transformacao
neoplasica configura importante estimulo para a metilacdo desse gene, induzindo o bloqueio
da expressio da MGMT nos astrocitomas. Tal desordem, contudo, ocorre de forma
heterogénea entre as células neoplasicas, o que acaba assegurando a presenga da referida
enzima na maioria dos tumores astrociticos. Essa tendéncia pdde ser comprovada através da
marcante positividade para MGMT verificada entre os espécimes tumorais do corrente estudo.
Além disso, o relato de semelhantes indices de metilagdo nos astrocitomas dos graus II e IV
(48%) (Nakamura et al., 2001) reforca a similaridade entre a expressio da MGMT nas
diferentes graduacdes desses tumores, disposicdo também registrada pela atual investigagao.

Nakamura et al. (2001) descreveram ainda intrigante correlagdo entre a ocorréncia da
metilacdo no gene MGMT e a maior freqiiéncia de mutagdes no gene p53 em tumores
astrociticos [especialmente transi¢des guanina:citosina — adenina:timina localizadas nos
sitios CpG (de cytosine-phosphate-guanine)]. Apesar do desconhecimento acerca de seu
significado funcional, esta tendéncia pode justificar a discreta redu¢do no escore médio de
marcacgdo para MGMT observada nos Astrocitomas Grau III da presente andlise, uma vez que

essa categoria histologica apresenta o maior indice de mutagdo do gene p53 (Figura 57).
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Conforme esperado, o fendmeno da metilagdo do MGMT nos tumores astrociticos ¢
reconhecido como indicador de melhor resposta aos agentes alquilantes por grande parte dos
trabalhos, sendo ainda apontado como preditor independente de maior sobrevida (Balafia et
al., 2003; Kamiryo et al., 2004; Hegi et al., 2005). Blan et al. (2004), por sua vez, nao
identificaram qualquer relagdo entre o silenciamento epigenético do MGMT e a resposta
terapéutica/sobrevida geral dos portadores de Glioblastomas. Ja& Komine et al. (2003) e
Watanabe et al. (2005) reportam a metilagao desse gene como indicativa de pior progndstico
clinico e de menor resposta as nitrosuréias tanto em astrocitomas de baixo quanto de alto
grau. Dessa forma, percebe-se que o impacto progndstico do bloqueio epigenético do MGMT
permanece incerto, sendo necessario maiores investigacoes.

Mesmo diante de tantas divergéncias, admite-se que a significante expressdo da
enzima MGMT verificada nos tumores astrociticos possa conferir notavel resisténcia aos
quimioterapicos indutores de danos ao DNA, o que em parte suportaria o freqiiente insucesso
dos agentes alquilantes no tratamento dessas neoplasias. Esta refratariedade & quimioterapia
manifestar-se-ia como uma condi¢do inerente as células astrocitdrias, estando aparentemente
dissociada das alteracdes tumorigénicas sucedidas nos astrocitomas.

Outro importante mecanismo de quimiorresisténcia ¢ representado pela familia de
enzimas Glutationa-S-Transferases (GSTs), que atua favorecendo a detoxificacdo celular
mediada pela glutationa reduzida (GSH). Recentes estudos apontam o aumento da expressao
das GSTs nos gliomas, especialmente da variante pi (GSTm), como potencial responsavel pela
resisténcia desses tumores a cisplatina (Nagane et al., 1995), a nimustina (ACNU), a
tenoposida (VM26) (von Bossanyi et al., 1997) e a carmustina (BCNU) (Nutt et al., 2000).

O presente trabalho evidenciou discreta expressdo da GSTn em células astrociticas dos
espécimes nao-tumorais examinados (LI médio [10,40), com nitido predominio da marcagao

nuclear, a semelhanca do reportado por Hara et al. (1990) e Grant & Ironside (1995).
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J& as amostras tumorais manifestaram elevada positividade nuclear para GSTn desde
os Astrocitomas Grau I, apresentando tendéncia a ampliagdo do percentual de casos positivos
de acordo com a evolugdo histologica (76,92%; 92,86%; 100,00%; 100,00%). Por outro lado,
constatou-se propensdo ao declinio dos indices médios de marcagdo (LI) para essa enzima
conforme a progressao dos tumores astrociticos avaliados (59,80; 61,46; 55,00; 46,71). Esses
achados reproduzem os de von Bossanyi et al. (1997), que observaram consideravel expressao
da GSTr nos astrocitomas, notadamente entre os tumores do grau II. Grant & Ironside (1990)
mencionaram ainda correlacdo inversa entre a imuno-deteccdo dessa enzima e o grau de
anaplasia tumoral, o que poderia fundamentar a redugdo nos escores médios de expressao (LI)
da GSTr verificada nos astrocitomas de alto grau (III e I'V).

Em conjunto, tais dados sugerem a ativagdo da expressdao da enzima GSTn como um
fendmeno peculiar, inicial, vigoroso e freqiliente na tumorigénese dos astrocitomas, ainda que
passivel de interrupcdes frente a aquisicdo de fendtipos mais anapldsicos. Nesse contexto,
infere-se que a expressao diferencial dessa enzima nos tumores astrociticos resulte em grande
incentivo a detoxificacdo celular promovida pela glutationa, justificando (pelo menos
parcialmente) a habitual resisténcia dos astrocitomas as drogas antineoplasicas sabidamente
depuradas pela GSH, como os agentes alquilantes, os antibioticos e as podofilotoxinas.

A maioria dos ensaios reportam ainda o acréscimo na expressdao da GSTx nos tumores
astrociticos como indicador de agressividade clinica e forte preditor de menor sobrevida (Ali-
Osman et al., 1997; Yoshii et al., 2001), embora algumas pesquisas ndo tenham encontrado
qualquer valor prognostico atribuivel & marcagdo para essa enzima (Anda ef al., 2003).

Outra enzima potencialmente implicada na quimiorresisténcia tumoral consiste na
Timidilato Sintase (TS), que catalisa a Unica via intracelular responsavel pela sintese do
Timidilato - uma das etapas limitantes na sintese do DNA. Inimeros estudos sugerem que

aumentos significativos na expressdo dessa enzima em células neoplasicas poderiam superar
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os efeitos de seus agentes inibidores, configurando o mecanismo basico da refratariedade
terapéutica (Peters et al., 2002). Dentre os quimioterapicos que bloqueiam a TS, destacam-se
os consagrados antagonistas dos sitios da pirimidina [5-fluorouracil (5FU); capecitabina] e as
novas drogas inibidoras dos sitios do folato [ZD1694 (Raltitrexed); LY231514 (Pemetrexed);
AG337 (Nolatrexed); ZD9331 ¢ AG331] (van Triest et al., 2000).

A atual pesquisa constatou ténue expressdo de TS em astrocitos das amostras nao-
tumorais avaliadas (H médio [10,60), ao passo que nos astrocitomas investigados (n = 24)" foi
evidenciada consideravel positividade para essa enzima, com semelhantes percentuais entre as
diferentes gradacdes (83,33%; 83,33%; 83,33%; 66,66%). Os escores médios de marcagdo
para TS demonstraram a mesma orientacdo, exceto pelos maiores indices verificados nos
tumores do grau IV [LI (24,16; 21,66; 18,33; 31,66) ¢ H (35,00; 38,33; 32,00; 63,33)]. Esses
dados corroboram com os relatados por Boon et al. (2004), que verificaram a ativagdo
diferencial do gene da TS nos tumores astrociticos, bem como ratificam a maior imuno-
deteccdo dessa enzima nos astrocitomas de alto grau (particularmente nos Glioblastomas),
conforme apontado por Bardot et al. (1994).

Assim, percebe-se a superexpressdo da TS como um evento distintivo € comum no
processo tumorigénico dos astrocitomas, ocorrendo com grande intensidade desde os tumores
de baixo grau e atingindo proeminentes valores entre os Astrocitomas Grau IV. Nesta
perspectiva, denota-se intrinseca capacidade de resisténcia dos tumores astrociticos aos
agentes antineoplasicos inibidores da TS, o que em parte explicaria a baixa eficiéncia de
drogas como o 5FU no tratamento dessas neoplasias (Cvitkovic et al., 1993; Stewart et al.,
1995; Cascino et al., 1996; Shapiro et al., 1999). Até o momento, ndo existem relatos quanto

ao valor progndstico da imuno-deteccdo dessa enzima nos astrocitomas.

* ~ . . , . . . . . . .
A detecgdo imuno-histoquimica da enzima TS foi realizada somente em vinte e quatro amostras tumorais (seis

de cada graduagdo tumoral) devido a limitada quantidade disponivel do anticorpo monoclonal TS106.
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Ao contrario das demais enzimas analisadas, a presenca da DNA Topoisomerase 11
(Topoll) constitui situacdo favoravel para a agdo de diversos agentes antineopldsicos, de
modo que a reducdo da sua expressdo em células tumorais ¢ que determina o fendmeno de
quimiorresisténcia. Essa enzima atua rompendo e religando a dupla fita do DNA - manobras
essenciais para a funcionalidade do material genético, conquanto potencialmente letais se
desprovidas de minuciosa regulagdo (Wilstermann & Osheroff, 2003). Drogas que favorecem
a formacao dos complexos de clivagem DNA-Topoll transformam essa enzima numa virtual
toxina celular, capaz de fragmentar de forma irreparavel o genoma e, assim, desencadear
mecanismos de morte celular. Algumas dessas substancias sdo conhecidas como “venenos” da
Topoll, sendo representadas pelos(as) compostos antraciclicos, epipodofilotoxinas, acridinas,
antracenodionas, antibidticos e elipticinas (Kufe et al., 2003).

Os resultados obtidos pela presente investigacdo acerca da deteccdo da enzima DNA
Topoisomerase II subtipo alfa (Topolla) foram comentados anteriormente na se¢do 5.3.1
(Proliferagdo Celular; pag. 99). De acordo com o exposto, percebeu-se crescente positividade
para Topolla conforme a progressdo dos tumores astrociticos, com elevados e semelhantes
indices médios de marcacdo (LI) para os tumores dos grau II, III e IV. Estes achados
demonstram a expressao diferencial dessa enzima nos astrocitomas, especialmente a partir do
grau II, indicando a potencial susceptibilidade dessas neoplasias aos quimioterapicos que
promovem a ativacao das enzimas Topoll.

A despeito dessas evidéncias, o impacto prognostico da expressdo da Topolla nos
tumores astrociticos continua indefinido. Grande parte dos estudos aponta a elevada marcacgao
para essa enzima como indicativa de menor sobrevida (Tanigushi et al., 1999; Korkolopoulou
et al., 2001; Bredel et al., 2002a; Ho et al., 2003), vocacdo provavelmente conseqiiente a
participacdo da Topollo no mecanismo de proliferacdo celular e, por conseguinte, no

estabelecimento de fenotipos mais malignos. Entretanto, Bredel et al. (2002b) constataram
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maior sobrevida entre os portadores de Glioblastomas que apresentavam altos indices de
deteccdo para essa enzima, enquanto nos gliomas Opticos da infancia (astrocitomas de baixo
grau) nenhuma associagdo entre a presenca da Topolla e o comportamento clinico desses

tumores foi observada (Bredel ez al. 2002c).

5.3.9. Potenciais Alvos Moleculares

O reconhecimento de determinadas alteragdes moleculares como essenciais para o
estabelecimento e/ou progressdo do cancer constitui o ponto de partida para a caracterizagao
dessas desordens como possiveis alvos terapéuticos. Idealmente, um alvo molecular deve
configurar aspecto distintivo e estratégico para o processo neoplasico, sendo ainda regulado
de modo diferente entre células tumorais e tecidos sadios (Huang & Oliff, 2001).

Nessa perspectiva, os dados apresentados pela atual andlise fundamentam a indicago
dos genes/proteinas pS53, Bel-2, EGFR, c-Myc, MGMT, GST#n ¢ Topolla como potenciais
alvos moleculares nos tumores astrociticos.

A confirmacdo da mutacdo do gene p53 como a principal desordem molecular nos
astrocitomas incentiva a pesquisa por artificios capazes de restaurar a funcdo desse gene nos
referidos tumores. Utilizando técnicas de reposi¢ao do gene supressor tumoral p53 através de
vetores virais (terapia genética), Tsuchiya (2000) observou maior radiossensibilidade entre as
linhagens de Astrocitomas Grau IV tratadas, enquanto Geoerger et al. (2004) demonstraram
indugdo da apoptose e redugdo do crescimento tumoral respectivamente em culturas primarias
e modelos de transplantes heterélogos de Glioblastomas transfectados com o gene p53.

J4 a constatacdo do aumento na expressdo da proteina anti-apoptdtica Bel-2 conforme
a progressao dos tumores astrociticos, resultando em crescente tendéncia a sobrevida celular,
abre espago para abordagens que promovam o bloqueio transcricional dessa proteina e, assim,

estimulem o mecanismo apoptodtico. Zhu et al. (2003) reportaram consideravel inibi¢do do

154



crescimento tumoral, completa perda do potencial tumorigénico e significante incremento da
sensibilidade a cisplatina em culturas de astrocitomas malignos humanos tratadas com
oligonucleotideos antisense para Bcl-2. Jiang et al. (2003) obtiveram semelhantes resultados
com o uso de oligonucleotideos antisense para Bcl-2/Bcl-xp. (bi-especificos) nas linhagens de
Glioblastomas U87 e NS008.

A consolidacdo da superexpressao do EGFR como a alteragdo molecular predominante
nos Astrocitomas Grau IV (especialmente dos Primdrios), bem como as novas evidéncias
acerca da sua participacdo na tumorigénese dos Astrocitomas Grau I, desvenda a perspectiva
do emprego das modernas taticas anti-EGFR no tratamento dessas neoplasias. Dentre estas,
Kuan et al. (2001) ressaltam os inibidores protéicos, os anticorpos monoclonais “desarmados”
ou complexados (ligados a agentes citotoxicos, imunotoxinas ou radioisotopos) e os
imunizantes ativos (peptideos imunogénicos, células dendriticas) como possiveis estratégias
para o tratamento dos tumores astrociticos. Comprovando essa disposi¢do, Stea et al. (2003)
verificaram significante efeito radiossensibilizador e indutor da apoptose em células de
Glioblastoma (linhagem U251) com o uso do Gefitinib, um bloqueador do dominio tirosino-
quinase do EGFR. Zhang et al. (2004) e Fan & Weiss (2005) documentaram ainda o potencial
terapéutico da tecnologia RNA interference no impedimento da expressdo, respectivamente,
do EGFR e da variante EGFRVIII em astrocitomas malignos.

O estabelecimento da ativagdo do gene c-myc como uma via tumorigénica alternativa
aquelas deflagradas pela mutacdo do p53 e pela superexpressio do EGFR nos tumores
astrociticos fomenta o interesse por terapéuticas capazes de bloquear a expressdo desse gene.
Baker et al. (2002) reportaram um caso de Astrocitoma Grau III recorrente que obteve
remissdo parcial com a aplicagdo do Fenilbutirato, uma droga da categoria dos modificadores
da resposta biologica que atua inibindo as cascatas mediadas pela c-Myc. Hosoi et al. (1998)

relataram o agente citostatico Rapamicina como um eficiente bloqueador da transcricdo do
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gene c-myc em células tumorais humanas, incluindo as provenientes de gliomas. No ambito
das terapias moleculares, Broaddus et al. (1997) descreveram excelentes resultados com a
utilizacdo de oligonucleotideos antisense para c-myc no tratamento de gliomas malignos, ao
passo que Chen et al. (1995) apontaram a transfec¢do de tumores cerebrais humanos com
adenovirus contendo o gene MAD (antagonista do c-myc) como uma estratégia promissora.

A evidéncia de elevada expressdo da enzima MGMT entre os astrocitomas manifesta a
eminente refratariedade desses tumores aos quimioterdpicos alquilantes. Todavia, a acdo da
MGMT pode ser bloqueada através da utilizagdo de fairmacos como a O%-benzilguanina (BG),
resultando em potencial reversdo da resisténcia aos agentes alquiladores (Gerson, 2002).
Kanzawa et al. (2003) documentaram a quimiossensibilizacdo da linhagem de Glioblastoma
T98G a temozolomida apds o tratamento com a BG. Bobola et al. (2005), estudando 11
(onze) linhagens de gliomas pediatricos, observaram que a administracdo de BG reduz a dose
letal (LD10) da carmustina (BCNU) e da temozolomida em, respectivamente, 2,6 e 26 vezes,
bem como diminui a dose toxica desses agentes em 3,3 e 138 vezes, respectivamente. A
utilizacdo clinica da BG vem sendo encorajada por recentes estudos de fase I/II, que mostram
a inexisténcia de toxicidade aparente dessa droga quando utilizada em protocolos adjuvantes
para gliomas malignos humanos (Friedman et al., 1998).

O grande incentivo a detoxificacdo celular nos astrocitomas, depreendido a partir da
marcante presen¢a da enzima GSTn, configura outro virtual mecanismo de quimiorresisténcia
atuante nesses tumores. Nao obstante, diferentes estratégias terapéuticas t€ém sido propostas
com o objetivo de revogar essa condicdo. Allalunis-Turner et al. (1991) evidenciaram a
sensibilizacdo a carmustina e & mostarda nitrogenada em culturas primarias de gliomas
malignos ap6s a incubacdo com a Butionina Sulfoximina, um aminoéacido sintético que
restringe a atividade das enzimas GST pela inibicao da sintese da glutationa (molécula efetora

da detoxificagdo). Brandt & Ali-Osman (1997) identificaram a Cisplatina como um agente
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supressor reversivel da expressdo de GSTr na linhagem de Glioblastoma MGR3, operando de
maneira dose-dependente. J4 Geroni ef al. (2002) relataram o potencial uso da Brostalicina
(PNU-166196), um novo agente alquilante da classe dos ligantes do sulco menor do DNA (ou
MGBs, de minor groove binders) que exibe intrigante acréscimo da sua atividade citotoxica
conforme a ampliagcdo dos niveis celulares das GSTs e da glutationa reduzida (GSH).

Em contraste, a demonstragdo do aumento na expressdo da enzima Topolla nos
astrocitomas estimula a utilizagdo dos farmacos que interferem na atuacdo dessa enzima em
esquemas terapéuticos para os referidos tumores. Os “venenos” da Topoll atuam promovendo
a formacdo dos complexos de clivagem covalentes DNA-Topoll, sendo representados por
agentes intercaladores [Epipodofilotoxinas (exs.: etoposida, tenoposida)] e ndo-intercaladores
[Antraciclinas (exs.: doxorrubicina, daunorrubicina); Acridinas (ex.: amsacrina); Antibioticos
(ex.: actinomicina); Antracenodionas (ex.: mitoxantrona) e Elipticinas (ex.: hidroxielipticina)]
(Kufe et al., 2003). A Topo II também ¢ alvo para uma segunda categoria de drogas
conhecidas como “inibidores cataliticos”, que impedem a enzima de realizar suas fungdes
fisiologicas através da intromissdo na sua ligagdo com o DNA (exs.: aclarrubicina, suramina),
da estabilizagdo dos complexos de clivagem ndo-covalentes DNA-Topoll (exs.: merbarona,
ICRF-187) ou da inibi¢do do sitio ATPasico enzimatico (ex.: novobiocina) (Larsen et al.,
2003). Beauchesne et al. (1999) obtiveram resultados satisfatorios utilizando a radioterapia
associada a quimioterapia com a Etoposida no tratamento de gliomas malignos primarios,
referindo indices de resposta e sobrevida semelhantes aos alcangados com a terapia classica
(radioterapia + nitrosuréias). Enquanto isso, Ali-Osman et al. (1993) e Vassal et al. (2003)
constataram a eficacia dos inibidores da Topoll no tratamento dos Glioblastomas em

linhagens celulares e modelos de transplante heterélogos, respectivamente.
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Diante do exposto, percebe-se que a identificagdo de alvos moleculares em células
tumorais configura importante ferramenta para o desenvolvimento de novas drogas anticancer
e estratégias terapéuticas, além de elucidar os eventos tumorigénicos e de possibilitar o uso
mais racional dos agentes antineoplasicos atualmente disponiveis. Nesse contexto, destaca-se
ainda a potencialidade da combina¢do de multiplas abordagens farmacologicas e genéticas na
tentativa de modular os variados componentes envolvidos nas diversas cascatas de sinalizacao

celular ativadas nas neoplasias humanas (Bunz et al., 2001).
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6.

CONSIDERACOES FINAIS

A incidéncia anual dos tumores astrociticos na cidade de Fortaleza mostrou-se
semelhante as observadas em regides subdesenvolvidas;

A distribuicdo por idade, por sexo e pela localizagdo tumoral dos portadores de
astrocitomas em Fortaleza reproduziu, de um modo geral, as tendéncias mundiais;

A utilizagdo dos escores semiquantitativos e da arvore de decisio CART referentes
aos parametros histopatologicos dos tumores astrociticos configurou estratégia pratica
e auxiliar para a graduag@o tumoral segundo os critérios estabelecidos pela OMS;

A presenca de células gigantes multinucleadas e/ou de gemistocitos nos astrocitomas
confirmou-se como indicadora de fendtipos tumorais mais malignos;

A marcagdo para o antigeno Ki-67 em mais de 8,0% das células tumorais distinguiu os
Astrocitomas Grau IV, indices entre 1,5 e 8,0% diferenciaram os Astrocitomas Grau
IIT e valores abaixo de 1,5% discriminaram os tumores de baixo grau (I e II);

As proteinas Topolla e c-Myc (nuclear) demonstraram associacdo com proliferagdo
celular nos tumores astrociticos, todavia de maneira ndo exclusiva;

A marcacdo da proteina p53 foi evidenciada em todas as graduagdes tumorais,
especialmente no grau III;

A expressdo do supressor tumoral WAF1 (p21) demonstrou correlagdo inversa com a
graduacdo dos tumores astrociticos (exceto no grau IV), configurando ainda
importante recurso para a inferéncia da situacdo funcional do gene p53;

A marcante presenga da proteina p21VAFVC"! entre os Glioblastomas indicou a
superexpressdao da proteina p53 selvagem e a participacdo de outras desordens

moleculares distintas da via p53/p21 em parte dos tumores dessa gradacao;
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A expressio nuclear do p27°"

manifestou-se proporcionalmente a malignidade
tumoral, revelando a ativacdo funcional desse supressor como insuficiente para a
contengdo do processo tumorigénico dos astrocitomas;

A expressio citoplasmatica do p27°'""' foi modesta entre os tumores astrociticos,
ocorrendo como reflexo de sua expressdo nuclear e, portanto, ndo demonstrando
impacto na tumorigénese dessas neoplasias;

O predominio da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 sobre a proteina pro-apoptdtica Bax
consolidou-se com a progressao dos astrocitomas;

A expressao da proteina erbB2 ocorreu somente em alguns tumores do grau I'V;

A superexpressao da proteina EGFR figurou entre as principais alteragdes moleculares
dos tumores astrociticos dos graus [ e IV;

A superexpressdo do EGFR e a mutagdo do p53 configuraram eventos mutuamente
exclusivos no processo tumorigénico dos astrocitomas;

A expressido da proteina p21°* foi evidenciada principalmente entre os Astrocitomas
Grau II, ndo ocorrendo nos tumores astrociticos de alto grau;

A superexpressdo da proteina p21°* e dos receptores da familia erbB demonstraram
tendéncia a exclusividade reciproca entre os tumores astrociticos;

O acumulo citoplasmatico da proteina c-Myc apresentou-se como um fendmeno
inicial e significante na tumorigénese dos astrocitomas, sendo reflexo direto da
expressao nuclear do gene c-Myc e da malignidade tumoral;

As discordancias entre as marcagdes nuclear e citoplasmatica para c-Myc,
principalmente entre os Astrocitomas Grau IV, suscitaram a elaborac¢do da hipdtese do
aprisionamento citoplasmatico da c-Myc, a qual admite o bloqueio da captacdo nuclear
da proteina c-Myc recém-transcrita no citoplasma como uma tentativa de redugdo da

sua funcionalidade como fator de transcri¢ao;
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A analise conjunta dos marcadores moleculares investigados confirmou a mutag¢do do
gene p53 como a principal via tumorigénica dos astrocitomas, ainda que a
superexpressdo do EGFR tenha sido a alteracdo predominante nos tumores do grau [V
e a expressdo do gene c-myc tenha configurado uma via molecular distinta em relagdo
as demais nas diferentes graduagdes tumorais.

A elevada expressdo da enzima MGMT manifestou-se como condicdo inerente as
células astrociticas (tumorais e nao-tumorais), fundamentando a habitual
quimiorresisténcia dos astrocitomas aos compostos alquilantes;

A ativacdo da enzima GSTn representou fendmeno peculiar, inicial, intenso e
freqiiente na tumorigénese dos astrocitomas, indicando o potencial incremento a
detoxificagdo celular de agentes antineopldsicos nesses tumores;

A superexpressdo da enzima TS constituiu evento distintivo, primdrio, comum e
relevante entre os tumores astrociticos, notadamente nos Glioblastomas, sugerindo a

intrinseca capacidade de resisténcia desses tumores aos inibidores dessa enzima;

o

A consideravel expressdo da enzima Topolla entre os astrocitomas demonstrou
potencial susceptibilidade dessas neoplasias as drogas ativadoras dessa enzima;
Os genes/produtos protéicos p53, Bel-2, EGFR, c-Myc, MGMT, GSTxn ¢ Topolla

foram identificados como potenciais alvos moleculares nos tumores astrociticos.
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7. CONCLUSOES

= O antigeno Ki-67 notabilizou-se como o melhor marcador de proliferacao celular nos
tumores astrociticos, sendo sua expressdo preditora da graduacdo histopatologica
dessas neoplasias;

* A mutagdo do gene supressor tumoral p53 configurou evento inicial, relevante e
indicador de progressao nos tumores astrociticos;

= QOs astrocitomas ndo demonstraram altera¢des na via de ativagdo do gene supressor
tumoral p27<'*';

= Houve crescente orientacdo a sobrevida celular (perfil anti-apoptético) conforme a
evolugdo maligna dos tumores astrociticos;

= A superexpressdo da proteina erbB2 representou fendmeno incomum na tumorigénese
dos astrocitomas;

= A superexpressio da proteina p21%* configurou evento molecular tipico dos
Astrocitomas Grau II, sendo ainda indicadora de ndo-progressao tumoral;

= A ativacdo do gene c-myc representou uma via tumorigénica distinta e alternativa
aquelas encabecadas pela mutacdo do p53 e pela superexpressio do EGFR nos
tumores astrociticos;

= As enzimas indutoras de quimiorresisténcia MGMT, GSTn e TS mostraram-se
altamente expressas nos tumores astrociticos;

= A enzima Topolla apresentou-se como promissor alvo terapéutico nos astrocitomas.
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8. LIMITACOES & COMENTARIOS

A quantidade de amostras tumorais investigadas pelo presente estudo foi relativamente
pequena, especialmente no grupo dos Astrocitomas Grau III (n = 07), devido ao
limitado niimero de casos que se enquadraram nos critérios de inclusdo estabelecidos
(existéncia de multiplos blocos, bom estado de conservacao e diagnostico histologico
segundo os parametros da OMS) e a restrita quantidade de reagentes para as reagdes
imuno-histoquimicas;

As informagdes clinicas referentes aos portadores dos tumores astrociticos examinados
pela corrente investigacdo ndo foram apresentadas em detalhes visto as dificuldades
enfrentadas para a obtengdo dos prontuarios (pacientes de diversos hospitais), a
freqiiente ocorréncia de registros médicos incompletos e o baixo indice de seguimento
clinico pds-cirargico;

A andlise de possiveis correlagdes progndsticas e a confirmag¢do dos mecanismos de
quimiorresisténcia tumoral, sugeridas pelos marcadores moleculares avaliados no
presente ensaio, foram impossibilitadas devido a auséncia dos parametros clinicos
(sobrevida, tempo livre de doenga, recidivas, exposi¢do/resposta a quimioterapia e/ou
a radioterapia) antes comentada;

A melhor definicdo de alguns eventos moleculares mencionados pela atual pesquisa
foi dificultada pela limitacdo do método imuno-histoquimico em identificar alteracdes
genéticas especificas, demonstrando a necessidade da complementacdo deste estudo

através de abordagens moleculares.
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ANEXO I

APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

|
Lol

Univeraidads Fedetal do Cear
Comité de Flica e Pesrgiiian

Of, N* 121/04 Fortaleza, 29 de margo de 2004
Protocolo n” 32/04

Pesquisador responsavel: Mario Henrique Girdo Faria

Dept”./Servigo: Departamento de Fisiologia e Farmacologia/UFC

Titulo do Projeto: “Investigagio das alteragoes moleculares nos astrocitomas:
vias tumorigénicas, alvos terapéuticos € indicadores de resisténcia”

Levamos ao conhecimento de V.5 que o Comité de Ftica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa €m Seres humanos, do Conselho
Nacional de Sande — Ministério da Satide, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 ¢ Resolugho n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outibro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou 0
projeto supracitado na reunidio do dia 25 de margo de 2004,

Atenciosamente,
: (’-‘ ) g 7/ —:J"‘T_
/Y{ A A l‘»lﬂ_[.’\"’(;'- } Y M

Dra Migian Parenie Montea
Coondetiadorg Adjuniia Biilg
e Etiea ein Peaguisd
COMEPE TIUWLLUE
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ANEXO 11

ORCAMENTO GERAL

MATERIAL DE CONSUMO ORIGEM  QUANTIDADE V(G'ég)R

Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para antigeno Ki-67 - clone MIB-1 Immunotech® 1,0mL 468.00
Anticorpo policlonal anti-humano de coelho para

oncoproteina c-erbB-2 DakoCytomation® 0,2mL 344.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para c-myc - clone 9E10.3 Labvision® 1,0mL 500.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para EGFR - clone H11 DakoCytomation® 1,0mL 756.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para BCL2 - clone 124 DakoCytomation® 1,0mL 418.00
Anticorpo policlonal anti-humano de coelho para Bax DakoCytomation® 1,0mL 396.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para p53 - clone DO-7 DakoCytomation® 1,0mL 364.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para p27kip1 - clone SX53G8 DakoCytomation® 1,0mL 496.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para p21WAF1/Cip1 - clone 4D10 Novocastra® 1,0mL 364.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para p21ras - clone NCC-RAS-001 DakoCytomation® 1,0mL 404.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para Timidilato Sintase - clone TS106 Chemicon® 0,2mL 680.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para MGMT - clone MT3.1 DakoCytomation® 1,0mL 426.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para Topoisomerase lla - clone Ki-S1 DakoCytomation® 1,0mL 488.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para GSTpi - clone 353-10 DakoCytomation® 1,0mL 436.00
Anticorpo monoclonal anti-humano de camundongo

para GFAP - clone 6F2 DakoCytomation® 1,0mL 340.00
Kit Dako LSAB+, peroxidase-universal DakoCytomation® 2 904.00
Kit DAB+ liquido DakoCytomation® 1 122.00
Caneta para Imuno-Histoquimica DakoCytomation® 2 160.00
Acido Citrico Sigma® 1,0Kg 8.00
Tris Sigma® 1,0Kg 216.00
Cloreto de Sédio Synth® 2,0Kg 6.00
Alcool Etilico 95% Synth® 50,0L 140.00
Xileno Dinamica® 50,0L 204.00
Acido Cloridrico Synth® 1,0L 6.00
Acetona Dinamica® 5,0L 39.00
Silano Sigma® 200,0mL 413.80
Peréxido de Hidrogénio 30vol Dinamica® 5,0L 33.00
Albumina Bovina (BSA) Sigma® 100,09 871.00
Hematoxilina Nuclear® 30,09 174.00
Laminas Bioglass® 1500 58.50
Laminulas 24X32mm Perfecta® 1500 46.80
Balsamo do Canada QEL® 300,0mL 28.80
Gastos Gerais 400.00
TOTAL 10,710.90
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ANEXO III

FONTES DE FINANCIAMENTO

FONTE DE FINANCIAMENTO VALOR (USS$)
Laboratério de Genética Molecular — LABGEM / UFC 3,870.80
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq

3,188.00
(Processo no. 470424/01-0)
DakoCytomation®, Inc. / BIOGEN® 1,714.00
Recursos Pessoais 1,233.00
Departamento de Patologia e Medicina Legal / UFC 705.10
TOTAL 10,710.90
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ANEXO IV

TABELA GERAL
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