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Resumo
Introducéao

A RM é o padrdo atual de imagem para o diagnéstico de tumores encefalicos, com
imagens anatdbmicas e funcionais. Achados anatbmicos por meio da ressonancia
magnética s&o insuficientes na avaliacdo prognostica dos tumores, sendo
necessaria a utilizacdo de outros meétodos. A analise da metilacdo do gene promotor
do MGMT ¢é outro fator importante no prognostico de gliomas anaplasicos. Este
estudo teve o objetivo de estudar o prognéstico e as relagdes entre aspectos de
perfusdo na ressonancia magnética e a andlise da metilagdo do gene promtor de
MGMT.

Métodos

Foram analisados 39 pacientes com gliomas malignos encefélicos. Os pacientes
foram submetidos a ressonancia magnética com estudo da perfusdo e apos a
cirurgia foi realizada a andlise da presenca de metilacdo do gene promotor de
MGMT. Foi feito a analise estatistica e o estudo das curvas de sobrevivéncias do
grupo metilado e ndo metilado e da perfuséo.

Resultados

O estudo demonstrou que a sobrevida média dos pacientes negativos para
metilacdo no gene promotor de MGMT foi de 17,9 meses, enquanto que no grupo
positivo para metilacdo a sobrevida foi de 29,2 meses (p<0,05). A curva de Kaplan-
Meier demonstrou uma sobrevida maior no grupo com metilagcédo do gene promotor
de MGMT (p<0,01 log-rank teste). A curva de sobrevivéncia da analise da metilacédo
do gene promotor do MGMT com relacdo a perfusdo demonstrou que nos pacientes
com presenca do gene a variacdo da perfusdo entre alta e baixa nao foi significante
(p=0,944). Na avaliagcdo dos casos sem a presenca do gene, 0S pacientes com
perfuséo alta tiveram pior sobrevida (p=0,038).

Concluséo

A presenca de metilacdo do gene promotor de MGMT associado a uma perfuséo
baixa na ressonancia magnética, sdo fatores para melhor prognéstico nos gliomas

malignos encefalicos.

Descritores: Glioma; ressonancia magnetica, estudo comparativo, prognéstico



ABSTRACT

BACKGROUND: Magnetic resonance imaging is the current standard in the
diagnostic imaging of brain tumors, yielding both anatomical and functional images.
Anatomical findings on MRI are insufficient for the prognostic assessment of tumors;
thus, other methods are needed. MGMT promoter methylation assessment is another
important factor in the prognosis of malignant gliomas. The aim of the present study
was to examine prognosis and the relationships between perfusion features on MRI
and the presence of MGMT promoter methylation.

METHOD: A total of 39 patients with malignant brain gliomas were evaluated. The
patients underwent brain MRI and perfusion, and the presence of MGMT promoter
methylation was assessed postoperatively. Statistical analysis and a study of the
survival curves of the methylated and unmethylated groups were performed, and
perfusion was assessed for each group.

RESULTS: The mean survival of patients who were negative for MGMT promoter
methylation was 17.9 months, while in the methylation-positive group survival was
29.2 months (p<0.05). The Kaplan-Meier curve showed longer survival for the
groupwith MGMT promoter methylation (p<0.01 by the log-rank test). The survival
curve of MGMT promoter methylation in relation to perfusion showed that variations
between high and low perfusion values were not significant (p=0.944) for
themethylation-positive patients. In the evaluation of the methylation-negative
patients, those who showed high perfusion values had poorer survival (p=0.038).
CONCLUSION: Presence of MGMT promoter methylation in conjunction with low
perfusion on MRI are factors of better prognosis in malignant brain gliomas.

Keywords: Glioma, Magnetic Resonance Imaging, Comparative study, Prognosis.
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1 - INTRODUCAO

1.1 -Introducao geral

Os gliomas encefélicos sado tumores raros quando comparados a outras
neoplasias, cerca de 18500 novos casos ocorrem nos Estados Unidos
anualmente.(1;2) Aproximadamente 50% dos tumores encefalicos sdo considerados
malignos e resultam em cerca de 13.000 6bitos ao ano.(3) A incidéncia dos tumores
malignos do encéfalo vem gradativamente aumentando, principalmente com o
progressivo aumento da populacdo mais idosa.(3;4) Na faixa etaria infantil, os
tumores encefélicos sdo o segundo grupo de neoplasias mais comuns, sendo menos

prevalentes apenas do que as doencas linfoproliferativas.(1-3)

Os gliomas sao neoplasias derivadas de trés tipos basicos de células gliais
que incluem os astrocitos, oligodendrécitos e células ependimérias (Figura 1).(5;6) A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu uma classificacdo detalhada dos
tumores do sistema nervoso central (SNC) composta de mais de 120 tipos de
tumores primarios.(7) A maioria dos tumores cerebrais e em especial os gliomas sédo
classificados em uma escala de | a IV, sendo o grau IV o mais maligno.(4) Apesar
desta diversidade, os tumores grau lll e IV sdo denominados malignos, sendo por
este motivo estudados de forma agrupada em muitos estudos, enquanto que 0s
tumores grau | e Il sdo considerados mais benignos.(3) Entre os principais tumores
anaplasicos destacam-se: oligodendrogliomas, ependimomas, astrocitomas

anaplasicos (grau lll) e o glioblastoma multiforme.(7)

Os tumores de alto grau de malignidade tém um progndéstico ruim, mesmo
com todo o desenvolvimento tecnoldogico dos ultimos anos que incluiu melhores
técnicas operatorias, quimioterapia especifica e radioterapia de alta dose e
localizada.(8;9) Nas maiores séries de pacientes, a sobrevida média foi de 21,7
meses nos pacientes com gliomas malignos.(5) Esta maior sobrevida ocorreu em
pacientes com bom resultado apds a cirurgia e que apresentou resposta terapéutica
a utilizacado da Temozolamida.(2) Nos casos em que néo houve resposta ao uso da
quimioterapia a sobrevida meédia foi de 12,7 meses.(2) Identificar antes do
tratamento em qual grupo de resposta estara o paciente analisado é uma questao

frequentemente abordada em estudos e na pratica clinica. Atualmente novas formas
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de avaliacdo da histologia tentam determinar quais sdo as formas de tumores de
comportamento biolégico mais agressivo e os fatores prognosticos de resposta ao

tratamento quimioterapico.(2;10)

O manejo dos tumores malignos do SNC se modificou de forma significativa
apos a introducdo dos métodos de imagem.(6-8) Inicialmente os tumores cerebrais
eram estudados baseados apenas em avaliacdo clinica. Os primeiros exames
radiologicos a ajudarem na identificacdo de processos neoplasicos foram a
angiografia e a ventriculografia. Estes exames demonstravam desvios de estruturas
vasculares ou ventriculares e assim era feito o diagnostico de suposicao, que existia
uma massa tumoral causando este desvio da posi¢cdo normal das estruturas. Com o
surgimento da tomografia computadorizada do cranio e em seguida da ressonancia
magnética (RM), foi possivel uma melhor caracterizagdo anatdmica e tecidual dos
tumores, melhorando assim o diagnostico pré-operatério e facilitando o
planejamento cirdrgico. (8, 9) A RM apresenta diversas vantagens em relacdo a
tomografia computadorizada, sendo hoje o exame de escolha. O método permite
uma melhor diferenciacdo tecidual (melhor resolucdo de contraste), aquisicdo
multiplanar e mais recentemente a introducdo de técnicas funcionais que permitem
analise bioquimica dos tecidos (espectroscopia) e estimativa da microvasculatura do
encéfalo (difusdo e perfusdo).(8, 10) O principio da RM consiste de um campo
magnético estacionario, aplicar pulsos de radiofreqiéncia que excitam os prétons de
hidrogénio e geram sinal que serdo transformados em imagem. As diferentes
técnicas e ponderacdes sao resultado de variacbes nos pulsos de radiofrequéncia

aplicados.(7)

A utilizacdo do meio de contraste permite a avaliacdo de sinal de quebra de
barreira hemato-encefalica o que € interpretado como sinal de malignidade do tumor
(Figura 1).(11) Classicamente a presenca de efeito de massa e necrose sdo dois
importantes preditores do grau de malignidade do tumor (Figura 1).(1) Entretanto,
mesmo entre as neoplasias malignas pode ocorrer dificuldade de diagnostico
diferencial com tumores de baixo grau, quando houver pouco ou nenhum realce pelo
meio de contraste, ndo ocorrer efeito de massa ou necrose.(1) Os gliomas de baixo
grau também podem apresentar aspectos que na imagem convencional de RM
demonstre aspectos sugestivos de tumor de alto grau.(1;12;15) Principalmente pelo

fato de que imagens convencionais ndo gerarem informacdes sobre angiogénese,
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metabolismo e celularidade, novas técnicas de RM foram desenvolvidas para que

tenha um diagnéstico mais preciso e com valor progndstico.(1)

Os estudos de perfusao podem ser realizados diretamente pela angiografia,
tomografia com xenénio ou cintilografia cerebral. Na RM € realizado um estudo de
perfusdo relativo, pois a verdadeira concentracdo de meio de contraste que entra e
que sai do tecido ndo é conhecida, mas estimado por curvas de sinal pelo tempo. O
estudo envolve técnicas T2* eco-planares (aquisicdo rapida e repetida), com a
infusdo venosa de meio de contraste a base de gadolinio, o que permite estimar o
fluxo sanguineo na regido estudada.(11;13;16) A medicdo da hemodinamica do
tumor € util na caracterizacdo da neoplasia devido ao fato que a agressividade e o
crescimento da lesdo estdo associados a hiperplasia endotelial e a nova

vascularizagdo do tumor.(16)

Figura 1 - Imagem de RM demonstrando glioma maligno do lobo frontal. Observa-se a
presenca de captacgdo de contraste e necrose na regido central da lesGo

by

Devido a alta mortalidade entre pacientes diagnosticados com tumores
cerebrais, principalmente o glioblastoma multiforme, ha um crescente interesse no
estudo dessa neoplasia, principalmente quanto a etiologia e fatores

prognosticos.(11) O tratamento dos gliomas cerebrais baseia-se na realizacdo de
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cirurgia e tratamento coadjuvante com quimioterapia e radioterapia.(9;17)
Atualmente novos esquemas terapéuticos com novas drogas especificas tém
demonstrado resultados promissores. A utilizacdo de medicacbes que agem
especificamente em subtipos de tumores tem demonstrado um melhor resultado
clinico e deve ser uma nova linha de pesquisa no futuro, principalmente a correlagédo

com novas técnicas de RM.(18;19)

Além dos exames de imagem, houve um avanco grande na avaliagdo dos
aspectos histolégicos dos tumores malignos do cérebro. Neoplasias que
anteriormente eram classificadas apenas com graus de diferenciacdo histologica
passaram a ser analisadas com outros parametros.(12) As avaliacdes de biologia
molecular dos tumores e de marcadores genéticos colaboram para diferenciar
melhor os tumores do SNC e seus subtipos. Alteracdes no gene p53 sdo Uteis para
avaliar se o tumor de grau IV é primario ou evoluiu de um glioma grau lll. Fatores
como a perda de heterozigozidade ou delecBes parciais dos cromossomos 1p e 19q
sdo exemplos de marcadores genéticos dos oligodendrogliomas e conferem um

melhor prognostico.(4, 13-15)

A OMS classifica os tumores cerebrais de acordo com a célula de origem e o
grau de malignidade. O termo glioma é usado para tumores originados em células
da glia: astrocitomas, glioblastomas, oligodendrogliomas e ependimomas. Os
astrocitomas variam de aspecto e comportamento biolégico conforme o local de
origem no SNC. Os astrocitomas difusos situam-se na substancia branca de um dos
hemisférios cerebrais. Sdo mal delimitados, mesclando-se imperceptivelmente com o
tecido nervoso em volta. Geralmente € impossivel definir onde acaba o tumor.
Nunca sao encapsulados.
A cor é geralmente branca ou cinzenta, mas ndo raro ha cistos com contetdo
liquido, &reas de necrose (amareladas), ou de hemorragia (vermelhas), em especial
na parte interna do tumor. A consisténcia parece-se com a do tecido nervoso normal
(mas pode ser mais firme ou mais mole). Os astrocitomas tém aspecto microscopio
variavel segundo o grau de diferenciacdo. Os tumores bem diferenciados séao
constituidos por células que lembram astrécitos normais ou patologicos. Os
astrocitos neoplasicos podem ser: fibrilares, protoplasmaticos e gemistociticos. Estes
varios padrées podem ocorrer em diferentes areas do mesmo tumor. E raro que um

astrocitoma cerebral seja histologicamente homogéneo.


http://anatpat.unicamp.br/lamneuro13.html
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Os astrocitomas difusos bem diferenciados sdao considerados como grau |l de
malignidade pela OMS. Os astrocitomas menos diferenciados sé&o
denominados astrocitomas anaplasicos (grau 1ll de malignidade), e o0s mais
malignos, glioblastoma multiforme (grau V). Aspecto macroscopico do glioblastoma
apresenta-se como massa expansiva mal delimitada na substancia branca de um
hemisfério cerebral. Necrose é muito comum e pode envolver a maior parte do
tumor. Pode haver formacao de cistos elou hemorragia.
Ha comumente edema peritumoral e desvio da linha média, com hérnias. Em alguns
casos o tumor infiltra o corpo caloso, passando ao hemisfério contralateral (tumor em
asa de borboleta). O aspecto microscopio apresenta atipias celulares, mitoses,

proliferacéo vascular e necrose coagulativa.

O MGMT é uma proteina de reparo do DNA, tem a funcdo de reverter a
alquilacdo da posicdo O6 da guanina. Esta acdo promove a uma resisténcia das
células tumorais aos agentes alquilantes como a temozolamida. A pesquisa de
metilacdo do gene promotor do MGMT (O°®-metilguanina-DNA metiltransferase)foi
desenvolvida como um importante marcador para progndstico em pacientes com
tumores gliais malignos submetidos a tratamento com a temozolamida, um agente
guimioterapico alquilante.(16, 17) Gliomas que sejam portadores de MGMT
metilados séo sensiveis ao tratamento quimioterapico.(17, 18) Esta andlise genética
tornou-se importante para a definicdo de tratamento quimioterdpico e para o

prognéstico dos pacientes.(19)

1.2 -Objetivo
O presente estudo teve como objetivo analisar a relagcdo prognéstica das

imagens pré-operatérias de pacientes com gliomas malignos. Foram analisadas as
caracteristicas radiolégicas das lesdes tumorais e o valor relativo do volume
sanguineo cerebral por meio de andlise de perfusdo cerebral, sendo feita a relagédo
com a sobrevida dos pacientes portadores de gliomas malignos. Além disso, foram
estudados os aspectos de histologia, avaliacdo de marcadores genéticos e indice de
proliferacdo mitotica. Os fatores radiologicos foram correlacionados também com os
aspectos de biologia tumoral obtidos em cada caso para definir fatores prognosticos

importantes.


http://anatpat.unicamp.br/bineuastrocitoma.html#glioblastoma
http://anatpat.unicamp.br/lamneuro14.html

18

2 - Método

2.1 -Pacientes

Inicialmente foram estudados 45 pacientes portadores de gliomas de grau lll e
IV na classificacdo da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), sendo que todos os
pacientes foram tratados no servico de neurocirurgia e oncologia da Rede SARAH
de Hospitais de Reabilitacdo (Rede Sarah), no periodo de janeiro de 2008 a
dezembro de 2011. Todos os pacientes do estudo eram adultos, portadores de
gliomas malignos que foram submetidos a cirurgia de resseccéo da lesao tumoral e
foram tratados com temozolamida como medicacdo quimioterapica inicial, além de
terem sido submetidos a radioterapia.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) da Rede
SARAH. Foi liberada a utilizacdo de termo de consentimento livre e esclarecida
(TCLE) por ser um estudo retrospectivo de revisdo de prontuarios, sem que
nenhuma intervencdo adicional tenha sido realizada nos pacientes. Todos os
procedimentos realizados nos pacientes foram o0s necessarios para o diagndstico e
tratamento habituais do manejo dos casos de tumores cerebrais.

O estudo foi delineado para avaliar pacientes adultos com imagem sugestiva
de glioma maligno do cérebro. Definido os critérios de inclusdo e exclusao. O grupo
de pacientes foi admitido para avaliacdo com o grupo de neurocirurgia e com a
equipe de oncologia, sendo que todos ja apresentavam imagem com diagndstico
prévio sugestivo de tumor cerebral, realizado por meio de ressonancia magnética.
Todos os pacientes foram submetidos a cirurgia para o tumor cerebral na Rede
SARAH com o objetivo de maior resseccao tumoral possivel (maior que 90% era o
objetivo, medido pelos critérios de MacDonald) e para a obtencdo de material
biolégico para o diagnéstico histolégico.

Os critérios de incluséo foram:

e |dade maior do que 18 anos;

¢ Ressonancia magnética (RM) pré-operatéria com perfuséo (DSC);
e Avaliagao histolégica com indice mitotico (Ki 67);

¢ Analise do MGMT;

e Lesao tumoral do encéfalo localizada acima da tenda do cerebelo;
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e Acompanhamento de ao menos doze meses ou até o Obito, apds o
diagnaostico.

Os critérios de excluséo foram:

e Pacientes com doencas graves associadas;

e LesOes medulares e tumores encefalicos infratentoriais;

e Tumores em criancas;

e Acompanhamento clinico por periodo de tempo inferior a doze meses,
desde que néo tenha ocorrido 6bito do paciente.

Foram excluidos seis pacientes por ndo apresentarem tempo de seguimento
e diagnostico histolégico diferente da proposta do delineamento do estudo. Nos
casos onde foi possivel apenas realizacdo do MGMT também foi necesséaria a
exclusdo da pesquisa.

As varidveis analisadas quanto as caracteristicas clinicas dos pacientes
foram: idade, género, indice de Karnofsky no inicio do tratamento, localizacdo da
lesdo priméaria quanto ao lobo cerebral predominante, localizagdo quanto se a leséo
era cortical ou subcortical, ocorréncia de 6bito e tempo de sobrevida medido em
meses. A variavel indice de Karnofsky foi escolhida devido ao fato de representar
um fator progndstico importante ja detectado em outros estudos de sobrevivéncia
sobre gliomas malignos.(20) O indice de Karnofsky esta descrito no anexo I.

O desfecho final do estudo foi & ocorréncia do 6bito ou o final da analise no
tempo de seguimento minimo delineado, sendo que o tempo de sobrevida foi
calculado em meses. A ocorréncia do o6bito foi analisada e correlacionada
estatisticamente com as principais varidveis de caracteristicas clinicas dos

pacientes.
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2.2 - Analise das imagens

Os pacientes foram submetidos ao exame de RM antes do inicio do
tratamento cirdrgico. Os estudos foram realizados em aparelhos GE (Milwaukee, WI,
EUA) de 1,5 e 3T, que incluiram ao menos sagital T1, axiais T2 e FLAIR; sagital e
axial T1 pés-gadolineo e estudo de perfusdo com infusdo dindmica de meio de
contraste (Eco-planar GRE TR 1800, TE 35; com cortes de 5mm, sem intervalo
(gap), total de 17 cortes). A dose de meio de contraste foi de 0,05mmol/Kg, a infusao
foi realizada por injetora automatica na velocidade de 4mi/s. A infusdo dinamica
sempre foi precedida de ¥4 da dose de gadolineo a fim de reduzir o efeito de
extravazamento. Os mapas de perfusdo foram gerados na GE AW Workstation 4,5
(Milwaukee, WI, EUA).

Os estudos foram avaliados por dois radiologistas com mais de cinco anos de
experiéncia e com titulo de especialista do Colégio Brasileiro de Radiologia/
Associagdo Médica Brasileira. Os médicos radiologistas ndo sabiam dos resultados
da presenca de metilacdo do gene promotor de MGMT ou da avaliacéo histologica
dos pacientes.

Foram analisadas as seguintes variaveis radioldgicas: localizacdo da lesao,
tamanho do tumor, padréo de captacdo do meio de contraste, necrose tumoral, valor
do rCBV no ponto mais significativo e disseminacéo da lesdo para o outro hemisfério
ou por trato. Os autores padronizaram para esta amostra um valor acima de 1,75 de
rCBV para ser considerada como perfusao elevada.(21) Todas estas variaveis foram
analisadas e relacionas com o desfecho final de interesse do estudo, a ocorréncia do
Obito. As avaliacdes das variaveis quantitativas foram feitas de forma individual por
cada radiologista do estudo e comparadas entre os mesmos. As discordancias foram

revistas pelo autor principal do estudo antes das analises estatisticas.
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2.3 - Analise da histologia e gene promotor de MGMT

A histologia tumoral foi analisada por equipe de patologistas independentes
ao estudo e qualificada, com experiéncia na analise de amostras de tumores do
sistema nervoso central. Foram descritas as seguintes variaveis: grau de anaplasia
segundo os critérios da OMS, indice mitdtico Ki 67, presenca, valor numérico e
classificacéo da resposta do gene MGMT.

Na avaliacdo histologica foram utilizadas técnicas padrdo de histologia e
imunohistoquimica para que ocorresse a definicao precisa do diagnéstico de gliomas
maligno e a diferenciacdo em grau Ill e IV. Foram utilizados os critérios de
neuropatologia da OMS. A avaliacdo do indice mitético do Ki67 foi realizada por
contagem manual pelo patologista responsavel pelo caso.

A avaliagéo da metilagdo do promotor do gene MGMT foi realizada utilizando
DNA genbmico isolado nas seccdes de parafina do tecido tumoral. Os detalhes
destas técnicas estdo publicados no artigo de Riemenscheneider e

colaboradores.(19)

A avaliacdo do MGMT foi realizada por bidlogo participante do estudo. O DNA
gendmico foi isolado por seccdes selecionadas de parafina do tecido tumoral usando
o material de isolamento de acido nucléico total (Ambion P/N 1975M, Austin, TX,
EUA) ou por método de fenol cloroformio para amostras de tecido tumoral
congelado. As amostras do DNA extraido foram quantificadas por espectrofotometria
usando um NanoDrop (NanoDrop ND-1000, Thermofisher Scientific, Loughborough,
UK).

O procedimento de amplificacdo para analise da metilacdo (MS_MLPA) foi
realizada utilizando o Salsa MS-MLPA MEO11 MMR probemix (MRC-Holland,
Amsterdd, Paises Baixos) foi realizado utilizando 200ng de DNA, conforme
orientacdo do fabricante. A reacdo ocorre em trés etapas: recozimento e ligacdo das
sondas, digestdo com a enzima Hhal que somente corta o DNA de ndo né&o
metilados sitios e finalmente, amplificacdo do PCR. Os fragmentos de reagcao do
PCR foram separados por electroforese capilar (ABI 3130xI genetic analyzer,
Applied Biosystems) e analisado pelo programa Genemapper (Applied Biosystems).

Para analisar a quantidade de metilagdo do MGMT de cada amostra, a

analise dos dados foi feita no programa Microsoft Excel®, como descrito pelo
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fabricante do sistema MLPA. As andlises foram feitas trés vezes e uma média do
resultado foi calculada. Pelo menos cinco amostras de DNA normais, coletadas de
sangue de voluntarios sadios, foram usadas para controle em casa analise dos
experimentos de MS-MLPA. (11) O grau de metilacdo do MGMT foi definido
seguindo critérios estabelecidos, sendo que foi definida como auséncia a presenca
de 0 a 25% de metilacdo, grau leve quando a metilacao foi de 25% a 50%, grau
moderado de 50% a 75% e grau extenso de 75% a 100%.

Os dados histologicos e de metilacdo do gene MGMT foram obtidos nos
prontuarios (laudos definitivos) e tabulados com os dados clinicos e de imagem para
e realizacdo da avaliacdo estatistica.
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2.4 - Analise estatistica

Inicialmente foi feita a avaliacdo quantitativa das variaveis para descricdo da
amostra estudada. Os dados foram avaliados quanto a valores absolutos e
percentual em relacdo a amostra total. O estudo estatistico foi feito em conjunto com
a equipe de estatistica do setor de controle de qualidade da Rede SARAH de
Hospitais de Reabilitacdo. Foram construidas tabelas com a descriminacdo das

variaveis e suas frequéncias.

A andlise dos pacientes para determinacdo de correlacdo entre os dados foi
realizada por andlise univariada. Esta forma de estudo foi para a determinacéo de
relevancia inicial das varidveis quanto ao prognéstico de sobrevida baseados no
desfecho da ocorréncia do 6bito. Foi utilizado o programa de estatistica SPSS
versao 11.0.

Apbs a obtencdo de variaveis significantes no estudo estatistico por analise
univariada, foram analisados os modelos com variaveis mais relevantes do ponto de
vista biolégico para a analise multivariada. Os dados foram entdo submetidos a
analise multivariada por regressdo de Cox para definicdo dos fatores progndsticos
significantes. Foi determinado o risco relativo para ocorréncia de Obito para cada

variavel significativa na analise multivariada.

Foi feita a analise de sobrevivéncia dos grupos com metilacdo do gene
promotor do MGMT e do grupo ndo metilado, tendo sido feita andlise estatistica pelo
teste de log-rank. Foi realizado também a andlise de sobrevivéncia do MGMT com
relacdo a perfusdo, sendo relacionado a presenca da metilacdo do gene com o nivel
alto ou baixo de perfusdo cerebral. Foi feita a andlise estatistica pelo teste de log-
rank. As curvas de sobrevivéncia do tipo Kaplan-Meier foram criadas para cada

analise relevante realizada.

A segunda etapa da analise estatistica do estudo foi a avaliacdo da
correlagcdo entre 0os aspectos por imagem determinados como importantes pelo
delineamento do estudo, com a caracteristica da metilagdo do gene promotor de
MGMT. Foi utilizado o teste de Chi quadrado, com valor de significancia (p value) de
0,05.



24

3 - Resultados

3.1 - Caracteristicas da amostra

A andlise de metilacdo do gene promotor de MGMT foi realizada em 45
pacientes com gliomas malignos do SNC operados no periodo do estudo. No
periodo do estudo, foram operados 86 pacientes portadores de tumores do SNC na
Rede SARAH, sendo que apenas 45 pacientes foram inicialmente estudados. Estes
41 pacientes foram excluidos devido a nao ter sido possivel a obtencédo de amostras
adequadas para analise de MGMT ou presenca de RM sem todas as andlises
possiveis e pacientes com cirurgia prévia em outro servico médico. Quatro pacientes
foram excluidos do estudo por terem diagndstico histolégico final de
oligodendroglioma o que modifica a resposta ao tratamento. Outros dois pacientes
foram excluidos por ndo terem tempo suficiente de acompanhamento conforme o

delineamento do estudo.

Variaveis Resultados
Idade 47 média 18 a 78 (variacdo)
27 Masculino
Género
16 Feminino
Karnofsky 70 médio
23 Frontal
5 Ocipital
Localiza¢do do tumor
11 Parietal
4 Temporal
16 1l
GRAU (OMS)
27 v
26 Metilado
MGMT

17 N3o metilado
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Tabela 1 -Aspectos clinicos e dados gerais do grupo total de pacientes estudados. Esta
andlise foi feita com os 43 pacientes com resultados de pesquisa de metilagdo do gene
promotor de MGMT.

Na analise dos pacientes quanto as caracteristicas clinicas obtivemos que a
média de idade encontrada foi de 47 anos. Na avaliacdo por faixas de idade
indentificou-se que o grupo de mais de 45 anos foi 0 mais prevalente. Observou-se
que 56% dos pacientes tinham mais de 45 anos. O género masculino foi 0 mais
frequente entre os pacientes, tendo sido 61,5% da amostra (Tabela 1). O indice de

Karnofsky (anexo I) médio dos pacientes ficou situado no escore de 70.
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3.2 - Aspectos radiologicos e histologicos

As lesdes primarias foram mais comumente observadas na regido do lobo
frontal com 19 casos (Tabela 1). Foram observados 11 casos de tumores localizados
na regido parietal. As lesGes tumorais foram analisadas quanto a profundidade em
relagdo ao cortex cerebral e foram consideradas de predominio cortical em 29
pacientes.

Na avaliacdo radiologica dos tumores foi observada a captacdo de contraste.
Em 27 pacientes foi observada uma significativa captacdo de contraste. Nos
pacientes em que houve a captacdo de contraste, foi feita andlise quanto a
qualidade de captacdo do contraste. No grupo de 27 pacientes com captacéo
importante de contraste 22 apresentaram uma caracteristica de forte impregnacéao
observada nas imagens por ressonancia magnética. A necrose foi outra variavel
analisada, tendo esta alteragdo sido observada em 23 pacientes (59% da amostra)
(Tabela 2).

A analise histolégica demonstrou 25 casos de glioblastoma (grau 1V), e 14
astrocitomas anaplasicos (grau Ill). O indice mitético do Ki 67 médio foi de 26,4%,
tendo variado de 1 a 67,4% de células em mitose. A presenca da metilagdo do gene
promotor de MGMT foi quantificada em valores numéricos e classificada de acordo
com a expressado. Os valores variaram de 0,07 a 0,98. Ao todo, 17 pacientes foram
negativos para a pesquisa de metilacdo do gene promotor de MGMT, sendo que
dois pacientes sairam do estudo (Tabela 2).

O tempo de sobrevida variou de quatro até 52 meses, com média de 24,9
meses. Ocorreram 17 6bitos na amostra, 12 Obitos no grupo negativos para
metilacdo do MGMT e 5 no grupo positivo para metilagdo do MGMT. A sobrevida
média dos pacientes negativos para o MGMT foi de 17,9 meses, enquanto que no
grupo positivo a sobrevida foi de 29,2 meses (p<0,05). O risco relativo para os
portadores do gene promotor de MGMT foi de 0,2604 (IC 95% de 0,1147 a 0,5912),
demonstrando que a presencga da metilacdo do gene promotor de MGMT foi fator

importante para aumento de sobrevida dos pacientes nesta amostra.
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3.3 - Analise estatistica

Inicialmente foi realizada a avaliacdo estatistica com método de analise
univariada com o programa SPSS verséo 11. Foram obtidos os valores absolutos e
percentuais e feito a analise estatistica de relavancia de cada variavel isoladamente.
A analise univariada com as variaveis mais significantes foram analisadas pelo

modelo de regressao de Cox (Tabela2).

Variaveis Categorias n % valor-p
Diagnéstico astrocitoma 16 37,2%
glioblastoma 27 62,8%
Género feminino 16 37,2%
masculinio 27 62,8% 0,732
Localiza¢do do tumor frontal 23 53,5% 0,894
ocipital 5 11,6% 0,991
parietal 11 25,6% 0,464
temporal 4 9,3% 0,744
Leséo subcortical 10 23,3%
cortical 33 76,7% 0,022
Captacéo de contraste  néo 13 30,2%
sim 30 69,8% 0,067
Forma da captagéo fraca 6 20,0%
importante 24 80,0% 0,005
Captacdo de contraste  nado 13 30,2% 0,021
fraca 6 14,0% 0,759
importante 24 55,8% 0,018
Necrose na RM nao 18 41,9%
sim 25 58,1% 0,009
Perfuséo nao 1 2,3%
sim 42 97, 7%
Leséo bilateral nao 41 95,3%
sim 2 4,7%
Grau tumoral i 16 37,2%
v 27 62,8% 0,014
Grau de metilacao auséncia 17 39,5%
extensa 4 9,3%
leve 12 27,9%
moderada 10 23,3%
MGMT metilado 0 17 39,5%
1 26 60,5% 0,006
Faixa etéria Menos de 35 anos 12 27,9% 0,093
Entre 35 e 45 anos 9 20,9% 0,484
Entre 46 e 55 anos 11 25,6% 0,335

Acima de 55 anos 11 25,6% 0,056
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Tabela 1 - Esta tabela demonstra as varidveis estudadas com os valores absolutos e
percentuais de freqiiéncia. A andlise univariada foi realizada para identificacdo das varidveis
significativas

Na andlise multivariada obtivemos variaveis significativas relacionadas com o
desfecho 6bito. Foi proposto o modelo estatistico mais relevante do ponto de vista
biologico diante das variaveis que demonstraram valor de significancia na analise
univarida. O estudo multivariado demonstrou que a perfusdo elevada, com risco
relativo de 7,9 (p<0,01), e a forma de captacdo do meio de contraste, com risco
relativo de 4,6 (p<0,04), foram as variaveis mais relevantes neste modelo. A mesma
analise estatistica demonstrou que a presenca de metilacdo do gene promotor de
MGMT foi um fator de protecdo, com risco relativo de 0,27 (p<0,04). Outro fator
protetor que ocasionou maior sobrevida foi o indice de Karnofsky ser maior de que
70. Os pacientes com melhor estado clinico prévio ao tratamento cirargico tiveram

diminuicdo do risco relativo para 0,94 (p<0,04) (Tabela 3).

Variaveis Risco relativo

Alta perfusdo 7,9 (p<0,01)

Alta captagdo de 4,6 (p<0,04)
contraste

MGMT metilado 0,27 (p<0,04)

Karnofsky>70 0,94 (p<0,04)

Tabela 2 - Resultado final da andlise multivariada para andlise de fatores progndsticos em
gliomas malignos tendo como desfecho a ocorréncia de dbito.

A analise de sobrevivéncia é parte importante de qualquer estudo relacionado
a mortalidade em oncologia. A curva de sobrevivéncia foi utilizada para analisar
diversos fatores neste estudo e comprovar o modelo de avaliagédo. Inicialmente foi
feita a avaliagdo entre os astrocitomas anaplascios (grau Ill) e o glioblastoma

multiforme (grau IV). A curva e a avaliacdo estatistica pelo método de Log-Rank
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demonstrou uma maior mortalidade dos gliomas grau IV (Figura 2). A curva de
Kaplan-Meier foi construida para os dois grupos de pacientes com relacdo ao
aspecto de metilacdo e ndo metilacdo do gene promotor de MGMT. A analise das
curvas de sobrevivéncia demonstraram uma sobrevida maior no grupo com
metilacdo quando comparado ao grupo nao metilado (p<0,01 no teste de log-rank)
(Figura 3).

A curva de sobrevivéncia do gene promotor de metilacio do MGMT com
relacdo a perfusao foi realizada em cada uma das situacdes de positividade ou nao.
Na curva onde foi estudada a ndo metilagdo do gene promotor de MGMT, a
avaliacdo da perfusédo cerebral na regido do tumor demonstrou dados importantes
guanto ao tempo de sobrevida. Quando néo foi observada a presenca de metilacao
do gene promotor de MGMT, a perfuséo elevada foi diretamente relacionada a uma

maior mortalidade dos pacientes.
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Figura 2 - Curva de Kaplan Meier comparando a sobrevida entre gliomas grau lll e grau IV. A
andlise demonstrou que tumores com maior grau de malignidade(grau 1V) efetivamente
ocasionaram maior mortalidade nos pacientes estudados

Os pacientes com perfuséo (rCBV) alto tiveram pior sobrevida do que o grupo
com perfusdo baixa. Estes dados tiveram significancia estatistica (p=0,038) (Figura
4). Nos pacientes com presenca de metilacdo do gene promotor de MGMT, a
variacdo da perfusdo entre alta e baixa nao foi significante (p=0,944) (Figura 5).
Estes dados demonstraram que quando o gene promotor de metilacdo do MGMT é
positivo, 0 paciente terd& uma sobrevida independente de a perfusdo tumoral
observado na RM ser alto ou ndo. Este dado foi um resultado importante da

pesquisa e sera discutido.
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Figura 3 - O estudo demonstra neste grdfico a curva de sobrevivéncia geral, demonstrando
que os pacientes portadores do gene promotor de MGMT apresentaram melhor sobrevida
em relagdo ao outro grupo sem metilacéo do gene
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Survival Functions
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Figura 4 - Andlise de sobrevivéncia dos pacientes com resultado negativo para a presenca de

gene promotor de MGMT. Comparando os grupos de alta e baixa perfusdo observa-se que os
pacientes com baixo valor de perfusdo apresentaram melhor sobrevida
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Figura 5 - Andlise de sobrevivéncia dos pacientes com resultado positivo para a presen¢a de
gene promotor de MGMT. Neste grdfico observa-se que quando a presen¢a de metilagdo do
gene promotor de MGMT foi positiva, a avalia¢do da perfusdo ndo se demonstrou como um
fator importante no progndstico
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A possibilidade de relacdo entre as outras caracteristicas das imagens por
RM e a presenca do gene promotor de metilacdo do MGMT também foi avaliada
estatisticamente. Foram estudadas as relagbes entre o MGMT e as seguintes
variaveis: rCBV, captacdo do meio de contraste, forma de captacdo do meio de
contraste e presenga de necrose na RM.

A avaliacdo de algumas caracteristicas anatdbmicas das imagens por RM
demonstraram resultados importantes (Figura 6). A localizacdo do tumor demonstrou
gue lesdes consideradas corticais apresentaram melhor sobrevida do que as lesdes
subcorticais ou mais profundas, sendo que a analise estatistica demonstrou uma
diferenga com significancia estatistica (p<0,015).
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Figura 6 - O grdfico acima demonstra a melhor sobrevida dos pacientes que tiveram lesées
corticais quando comparada as lesbes subcorticais. As lesdes profundas do SNC tém um
maior comprometimento neuroldgico e a sua retirada cirurgica é mais complexa

A andlise da captacdo do meio de contraste na RM demonstrou uma relacéo
entre a presenca de captagéo difusa, forte e heterogénea de contraste, com uma

nao-metilacdo do MGMT (p<0,05). A perfuséo cerebral demonstrou-se diferente nos
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dois grupos de metilacdo do MGMT, mas apesar de terem sido obtidos valores
maiores de rCBV no grupo de ndo-metilagdo, ndo houve um diferenca estatistica. O
estudo da curva de sobrevivéncia analisando o0 aspecto de captacdo de contraste
demonstrou que nos pacientes onde se obteve captacdo de contraste houve maior
mortalidade do que no grupo onde ndo houve (Figura 7). A analise estatistica

comparando as duas curvas demonstrou uma diferenca estatistica (p<0,046).
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Figura 7 - Estudo da captagéo de contraste demonstrou que o grupo com maior captacdo de
contraste apresentou maior mortalidade. A captacdo de contraste esta relacionada com a
vascularizagéo e passagem do contraste pela barreira hematoencefdlica
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4- Discussao

Os gliomas malignos sdo tumores importantes devido a mortalidade e a
morbidade que apresentam para o paciente acometido por esta grave doenca. Nao
h& um consenso a respeito, mas varios estudos epidemiolégicos demonstram um
aumento progressivo na incidéncia de tumores cerebrais malignos, principalmente
na populacéo idosa.(22-24) Uma possivel explicacdo para este progressivo aumento
dos gliomas malignos do SNC se deve ao aumento gradativo da expectativa de vida
das populagbes pelo mundo.(25) No grupo de pacientes com idade superior a 75
anos a incidéncia de gliomas aumentou consideravelmente nas Ultimas trés
décadas.(3, 25) Aproximadamente 43.000 pessoas sao diagnosticadas anualmente
com tumor primario de cérebro nos Estados Unidos, sendo que cerca de 13.000
individuos irdo falecer por consequéncia do tumor cerebral. Estes dados
demonstram a gravidade e o impacto dos gliomas malignos para a sociedade.(24,
26)

As neoplasias do SNC mais frequentemente observadas sdo o glioblastoma
multiforme e o astrocitoma maligno. S&o lesdes que predominam no género
masculino e com média de idade em 57 anos.(25) Na nossa série de casos
estudada, a média de idade foi de 47 anos e houve também o predominio do género
masculino (Tabela 1). A idade mais baixa em relagdo ao observado na média
mundial se deve ao fato da populacdo brasileira ainda apresentar uma expectativa
de vida menor do que os paises do hemisfério norte.

No periodo do estudo foram operados 86 pacientes portadores de tumores
malignos do SNC, sendo que apenas 45 foram analisados inicialmente. Isto ocorreu
devido a dificuldade de obtencdo dos resultados do MGMT em todos 0s pacientes. A
analise do marcador genético ndo é possivel em todos 0s pacientes e esta é uma
critica importante a utilizacdo deste dado como um importante fator prognostico e
delineador de tratamento em gliomas malignos. Por esta razéo, a busca por outras
formas de definir o prognéstico e o melhor tratamento tem sido pesquisados,
principalmente por métodos radioldgicos.(7, 10, 27)

Os gliomas malignos sdo um grupo de tumores com grande heterogeneidade
histologica e de localizagcdo anatdmica.(14) Estudos mais recentes de citogenética e
biologia molecular demonstraram uma diversidade maior ainda de subtipos tumorais

dentro dos gliomas de grau Il e IV.(4) Os astrocitomas infiltrativos sdo bem
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diferentes dos astrocitomas circunscritos e apresentam progndstico pior. O grupo de
les@es infiltrativas é constituido de tumores de grau Il, grau Ill e grau IV. Este estudo
analisou os tumores de grau Il e grau IV por serem lesdes malignas.

A avaliacao prognostica é um importante fator na determinacdo de estratégias
de tratamento. O progndstico dos pacientes com gliomas malignos € em geral ruim.
A idade ao diagnéstico e o indice de Karnofsky sao dois fatores prognosticos bem
estabelecidos na literatura sobre gliomas.(10, 23) Pacientes que apresentam lesées
volumosas e profundas, ou com extensdo para o outro hemisfério tambéem
apresentam prognaostico reservado. A avaliacdo por imagem tem sido cada vez mais
utilizada como método para definicdo de progndéstico e principalmente como um
meio de analise para diferenciar pacientes que podem responder a algumas formas
de tratamento.(7, 10) A utilizacdo de técnicas de RM para avaliacdo prognostica vem
aumentando na literatura médica e sendo assim mais incorporado a prética clinica.
Atualmente, as técnicas como espectroscopia e a perfusdo por RM vém
demonstrado melhor capacidade de avaliacdo do grau de malignidade e
consequentemente do progndstico dos pacientes. Law e colaboradores analisaram a
sensibilidade e a especificidade do rCBR para determinacéo do grau de malignidade
do tumor cerebral em relagcéo as imagens convencionais.(8)

Foram estudados inicialmente 45 pacientes portadores de tumores malignos
do SNC, dentro de um universo de 86 pacientes operados no mesmo periodo do
estudo. A exclusao inicial de 41 pacientes se deve a dificuldade de obtencdo de
tecido para andlise histoldgica completa, principalmente o estado de metilacdo do
gene promotor de MGMT. Um grupo grande de pacientes também tinha sido
submetido a cirurgia prévia em outro servico o que dificultava o controle de algumas
variaveis. No grupo de 45 pacientes A presenca do gene promotor de metilacdo do
MGMT esta relacionado com um melhor progndéstico nos gliomas malignos
cerebrais.(17, 19, 28) A utilizacdo da Temozolamida, agente de caracteristicas
alquilantes, como droga de escolha no tratamento quimioterapico aumentou a
importancia da andlise da presenca de metilagdo de MGMT.(17, 19) Acredita-se que
pelo menos 40% dos gliomas malignos possuam o gene promotor de MGMT
metilado, o que leva a este grupo de pacientes ter uma melhor sobrevida. No estudo
realizado por Hegi e colaboradores, a analise independente do grupo submetido a
tratamento demonstrou que a analise do PCR de MGMT demonstrou ser um

importante fator prognostico.(17) No mesmo estudo observou-se que de um total de
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573 pacientes com glioblastoma so foi possivel avaliar em 307 casos e destes 206
tiveram resultados com a possibilidade de andlise.(17) Este fato demonstra a
dificuldade técnica de se obter uma adequada caracterizacdo do promotor de
metilacdo do MGMT em algumas amostras teciduais.(17) No estudo realizado na
Rede Sarah observamos a mesma dificuldade em obter a analise de tecidos com
amostra para pesquisa do MGMT. Outro indice importante na analise da
agressividade do comportamento biolégico dos gliomas € o indice mitético. O Ki 67 é
um valor que representa a quantidade de células em mitose no determinado
momento da anadlise histolégica. Quanto maior o valor do Ki 67 maior a
agressividade do tumor. Os gliomas de alto grau tendem a ter um indice mit6tico
elevado, mas apesar deste fato ainda ndo se considera este dado como um critério

de malignidade absoluto e apenas como um fator progndstico relativo.
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Figura 8 - Andlise do indice mitdtico de uma neoplasia de alto grau (glioma grau IV). O
estudo demonstra um tumor de alto grau que apresenta indice mitdtico elevado de 21%

O desenvolvimento da RM ocasionou uma melhora importante na avaliagao
dos tumores do SNC. Comparada a tomografia do encéfalo a RM demonstra uma
melhor capacidade de determinacdo anatdomica do cérebro e das doencas que o
afetam.(8)A avaliacdo da imagem convencional de RM demonstra que sinais de
necrose e o realce da lesdo pelo meio de contraste estdo relacionados com a
malignidade de tumores do SNC (Figura 1).(8, 29) Imagens que demonstram grande

captacdo de meio de contraste, presenca de edema vasogénico e associado a um
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centro necrético sdo relacionados a tumores de maior malignidade no SNC, mas
parte das lesdes expansivas malignas do SNC podem nao apresentar tais
caracteristicas nas imagens.(30, 31) A utilizacdo de técnicas como a perfusao
cerebral e andlise de metabdlitos por espectroscopia na ressonancia magnética
pode aumentar a sensibilidade e o valor preditivo positivo para determinacdo do grau
da neoplasia, quando comparado ao exame convencional.(8) No estudo de
prognoéstico, a andlise multivariada demonstrou que a presenca de uma alta
captacdo de contraste esta associada a um aumento significativo do risco relativo
(p<0,04). A auséncia de captacdo de gadolinio esta relacionado classicamente a
tumores de baixo grau. Esta relacdo nem sempre é correta, sendo que lesdes que
na RM apresentam baixa ou nenhuma captacdo de meio de contraste podem estar
relacionadas a tumores malignos em até 30% dos casos (Figura 9).(32, 33) Devido a
isto novas técnicas de RM foram desenvolvidas e atualmente sdo utilizadas com o
objetivo de melhor graduar as caracteristicas tumorais, o grau de malignidade e

assim determinar o prognéstico de forma mais efetiva.(34)

Figura 9 - Imagem de RM de um paciente com glioma infiltrativo. A imagem ndo apresenta
captagcdo de contraste e ndo hd centro necrdtico, que sdo sinais cldssicos de maior
malignidade. Olaudo de histologia demonstrou glioblastoma multiforme agressivo com alto
indice mitdtico
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A perfusdo cerebral por RM é um bom método para graduar o grau de
agressividade dos tumores e € um fator progndstico importante.(29) A presenca de
uma perfusdo maior demonstra o grau de neovascularizacdo do tumor, 0 que esta
diretamente relacionada com os critérios de malignidade da OMS para gliomas.(27)
O estudo realizado por Geer e colaboradores demonstrou que as imagens com
andlise da perfusdo foram importantes na avaliacdo de pacientes com tumores
cerebrais e auxiliaram na tomada de decisdo sobre o caso.(35) A medida pelo
volume sanguineo cerebral relativo (rCBV) € um fator com grande correlacdo com a
gradacdo histolégica, conforme demonstrado por Law.(8) Este autor analisou 73
pacientes com gliomas e demonstrou que o rCBV foi diferente de acordo com o grau
de malignidade dos tumores.(36)

A andlise multivarida realizada em nosso estudo, demonstrou que a perfuséo
cerebral se relacionou com um maior risco relativo (RR de 7,9), sendo assim um

fator progndstico importante na sobrevida dos gliomas malignos (P<0,04).
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Figura 10 - Imagem de RM com perfusdo de paciente com glioma maligno. Ao lado estdo as
curvas de perfusdo demonstrando o alto fluxo sanguineo no tumor. A imagem simples deste
paciente ndo demonstrava sinais tipicos de lesGo de alto grau, mas a perfuséo elevada foi
coerente com os achados de histologia pds-operatdria

Drabycz e colaboradores realizaram estudo onde analisaram as

caracteristicas da textura da imagem e da localizacdo tumoral com a presenca de
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metilacdo do gene promotor de MGMT em glioblastoma multiforme.(37) Na anélise
da textura os autores estudaram as caracteristicas das margens tumorais, captacao
do contraste, presenca de cistos e se o0 sinal em T2 era homogéneo ou
heterogéneo.(37) O estudo demonstrou que apenas a captacdo de meio de
contraste foi uma variavel significativa (p=0,0006). As caracteristicas em T2 também
foram significativas (p<0,05), mas a acurécia entre os observadores foi de 71%.(37)
Moon também analisou caracteristicas de textura nas imagens por RM e evidenciou
gue tumores com margens bem definidas estéo associados a presenca de metilacdo
do gene MGMT (p=0,048).(38)

Em nossa série de casos, observamos que houve uma sobrevida média de
24,9 meses analisando o grupo. Estudo realizado pelo grupo do Instituto Nacional do
Céancer nos Estados Unidos demonstrou sobrevida média de 23 meses em
pacientes submetidos a tratamento com cirurgia, radioterapia e quimioterapia com
temozolamida.(39) Pacientes com astrocitoma anaplasico podem ter sobrevida de
até 5 anos em algumas séries.(40, 41) A diferenciacdoentre astrocitomas grau Il e
glioblastomas grau IV nem sempre é possivel pelos métodos anatdomicos da RM.(10)

Em grandes séries de casos, 0s principais fatores progndsticos encontrados
sdo: a histologia do tumor e a idade do paciente no momento do diagnéstico.(17, 19,
41) Observamos em nosso estudo que 0s pacientes com grau IV tiveram pior
prognéstico do que os com lesdes grau Il (Figura 2). Além desses dados procurou-
se analisar outros fatores prognésticos relacionados aos aspectos radiologicos e de
histologia.

O nosso estudo demonstrou que apesar de valores elevados de perfuséo e a
auséncia do gene promotor de MGMT estar relacionados com o pior progndstico dos
pacientes, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre variacbes da
perfusdo encontradas nas imagens por RM com a presenca do gene promotor de
MGMT das amostras teciduais. A andlise de sobrevida, entretanto, demonstrou que
guando a pesquisa do gene promotor de MGMT € negativa, a presenca de uma
perfusdo alta esta relacionado com um pior prognéstico (p=0,038). Este dado
demonstra que nos pacientes em que o gene promotor de metilacdo de MGMT for
negativo a analise da perfusdo assume uma importancia significativa no estudo de
prognéstico. O estudo realizado por Moon e colaboradores analisou a possibilidade
de estudos por tomografia e ressonancia magnética pudessem ser parametros que

avaliariam o estado de metilacgdo do gene promotor de MGMT.(38) O artigo
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demonstrou que a presenca do gene promotor de MGMT esta relacionado com o
aumento de ADC e maior atenuacdo nas imagens contrastadas de tomografia, mas
nao demonstrou relacdo com a perfusdo.(38) A andlise das imagens por tomografia
computadorizada demonstrou que a atenuacdo foi menor nos pacientes positivos
para metilacdo (p=0,009).(38) Em contraste, o rCBV néo se diferenciou nos dois
grupos (p=0,380).(38) Em outro estudo clinico, Carrilo e colaboradores analisaram a
relacdo entre a mutacdo do IDH-1 e a metilagio do MGMT com aspectos
radiolégicos para obtencdo de um marcador ndo invasivo de progndstico.(16) Neste
estudo com 202 pacientes ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo direta entre o
estado de metilacdo do MGMT e os aspectos de imagem, mas a mutacdo do gene
IDH1 esteve relacionada com o aspecto do edema perilesional.(16) A analise do
MGMT também pode auxiliar na analise da possibilidade de pseudoprogresséo
tumoral apdés o tratamento com radioterapia e quimioterapia.(18, 42, 43) Estudo
realizado por Kong e colaboradores demonstrou que pacientes com gene promotor
do MGMT e tratados com temozolamida, apresentam maior risco de desenvolver
sinais radiologicos de pseudoprogressao tumoral.(43)

A andlise das curvas de sobrevivéncia realizada demonstrou que os pacientes
portadores de glioblastoma multiforme (grau IV) tiveram uma sobrevida pior em
relagdo aos gliomas anaplésicos. Dados semelhantes sdo descritos na literatura
onde grandes estudos de sobrevivéncia demonstraram a pior sobrevida dos
glioblastomas devido a sua maior malignidade que ocasiona uma recorréncia
mesmo com o tratamento oncoldgico.(17, 23, 41)

Na andlise das curvas de sobrevivéncia, observamos outros fatores que em
uma analise dicotbmica demonstraram serem importantes. Quando comparamos
lesBes corticais com subcorticais (Figura 6), observou-se que os tumores localizados
mais profundamente apresentaram pior prognéstico. Isto se deve pelo fato de lesdes
profundas terem maior alteracdo neuroldgica associada e maior dificuldade de
resseccdo. Outra andlise realizada foi a comparacédo entre lesdes com captacdo de
contraste e tumores com baixa captacdo. Observou-se também que pacientes com
as lesdes com maior captacdo de contraste tiveram pior prognostico. Classicamente
lesbes com captacdo intensa apresentam maior malignidade e pior prognéstico,
tendo o mesmo sido observado nesse estudo.

Algumas restricdes existem neste estudo e devem ser discutidas. Os

pacientes receberam inicialmente o mesmo tratamento e foram avaliados como
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tendo recebido esquemas terapéuticos homogéneos, sendo que apos a recaida
tumoral houve variacdo do tratamento dos pacientes. Houve também variacdo do
tratamento cirdrgico ja que nem todos 0s casos obtiveram resseccao total da lesao.
Estes mesmos problemas ocorreram em estudos semelhantes para analise de
marcadores de prognostico onde ndo ha um controle completo dos tratamentos
realizados durante o estudo.(10, 44)

Um outro fator limitador para aumento significativo do niamero de pacientes
para o estudo é a necessidade de amostras de tecido adequadas para a andlise do
gene promotor de MGMT, fazendo com que esta série de pacientes, assim como
outras na literatura tenham uma amostra de pacientes limitada.(19, 33, 45) A
guestdo do numero de pacientes que foram analisados no estudo pode ser avaliada
como nado tdo relevante, ja que foi encontrado uma diferenca entre os grupos
(hipbtese nula) eliminando o fato que a amostra tenha sido pequena a ponto de néao
se encontrar uma diferenga (erro do tipo Il).

(R |5 S
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Figura 11 - Visdo cirurgica de uma paciente com glioblastoma multiforme e o tumor
ressecado e enviado para andlise histoldgica

Pacientes portadores de gliomas malignos apresentam como fatores
prognésticos mais importantes: a idade do paciente, o indice de Karnofsky pré-

operatorio e o grau de ressec¢do tumoral.(40) Estes fatores sédo efetivamente os
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principais aspectos quando se analisa um paciente com glioma maligno, mas apesar
disto nenhum destes fatores implica em mudanca na estratégia de tratamento do
tumor cerebral.(17) Os aspectos radiolégicos e de histologia sdo fatores que vem
sendo cada vez mais estudados para complementacdo da analise prognostica.(15,
21) O tratamento dos tumores cerebrais malignos é baseado na resseccao cirirgica
total seguida de quimioterapia e radioterapia (Figura 11). A cirurgia tem sempre
como objetivo a retirada completa da leséo tumoral.(40) A possibilidade da avaliacao
radiolégica e da analise genética ser utilizada para melhor determinacdo do
tratamento complementar a cirurgia € um dos avancos possiveis no futuro do
tratamento dos gliomas malignos do SNC.(13, 15)

O estudo analisou pacientes com gliomas anaplasicos, astocitomas grau lll e
glioblastomas, de forma unificada. Este delineamento teve como objetivo analisar o
aspecto radiologico inicial, sendo assim se assemelhando a avaliagcdo inicial feita na
pratica clinica diaria.(10) N&o foram incluidos os gliomas de baixo grau e
oligodendrogliomas anaplasicos, devido a presenca de caracteristicas biolégicas
diferentes, apesar de também ser possivel obter a dosagem do gene promotor de
MGMT em outros tipos de tumores.(46, 47)

A procura por marcadores da presenca de MGMT, principalmente por
imagem, € um assunto novo e que tem originado uma série de pesquisas. A
presenca da metilagdo do MGMT € um fator prognostico importante e novas técnicas
de imagem buscam relacionar o estado genético do paciente com as caracteristicas

radiolégicas dos tumores cerebrais malignos
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5- Conclusao

Este estudo teve como objetivo analisar os métodos diagndsticos radiologicos
e por avaliagdo genética, como fatores de prognéstico em gliomas malignos do SNC.
Demonstramos neste estudo que a perfusdo cerebral € um fator progndstico
importante com a associacdo da pesquisa da metilacdo do gene promotor de
MGMT. Pacientes que tiveram a pesquisa da metilacdo negativa tiveram pior
prognosticos e nestes casos a avaliacao da perfuséo foi importante.

Este estudo abre perspectiva para futuros pesquisas com o objetivo de
correlacionar fatores prognosticos radiolégicos e histolégicos com terapéutica
individualizada de tumores cerebrais. Isto permitiria que pacientes com
determinadas alteragcBes na RM tivessem o tratamento definido pela caracteristica
radiologica. A busca por técnicas que correlacione os exames de imagens com as
caracteristicas histologicas e genéticas dos tumores deve ser aprimorada.

Futuros estudos avaliando melhor as caracteristicas radiolégicas dos gliomas
malignos e principalmente, que consigam correlacionar a imagem com fatores
genéticos e histolégicos, devem ser realizados e ampliados para que se possa
definir nAo somente a caracteristica e o prognostico individual de cada caso, como

também determinar formas de tratamento diferenciadas.
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Anexo | - Escala de Karnofsky

Apto para atividades normais e trabalho;
nenhum cuidado especial € necessario.

100

Normal: nenhuma queixa:
nenhuma evidéncia de doenga.

90

Capacitado para atividades
normais. Pequenos sinais e
sintomas.

80

Atividade normal com esforco.
Alguns sinais e sintomas de
doenca.

Inapto para o trabalho; apto para viver em casa
e cuidar de muitas de suas necessidades. As
quantidades de assisténcia e suporte necessarios
sdo bastante varidveis.

70

Cuidados para si, incapaz para
seguir com atividades normais
ou trabalho ativo.

60

Requer ajuda ocasional, porém
apto a cuidar de muitas de suas
necessidades pessoais.

50

Requer ajuda consideravel e
fregiiente assisténcia médica ou
especializada.

Inapto para cuidar de si mesmo; requer
cuidados hospitalares ou equivalentes
especializado; doenca pode estar progredindo
rapidamente.

40

Incapacitado; requer cuidado
especial e assisténcia.

30

Severamente incapacitado;
admissio hospitalar ¢ indicada,
mas a morte ndo & iminente.

20

Muito doente; admissio
hospitalar € necessdria,
necessitando de terapia e
cuidados intensivos.

10

Moribundo; processo de
fatalidade progredindo
rapidamente.

|Mnrte
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Anexo Il — Aspectos histolégicos dos astrocitomas difusos e critérios patologicos

Classificacao dos astrocitomas difusos.

Critérios (feicoes)
histologicas

1 critério,
geralmente
atipias
nucleares.

2 critérios,
geralmente
atipias nucleares
e mitoses

3 ou 4 critérios:
atipias, mitoses,
proliferacao
vascular e/ou
necrose.

Nome

Astrocitoma
difuso de
baixo grau

Astrocitoma
anaplasico

Glioblastoma
multiforme

Graduacao

Grau II

Grau III

Grau IV

Sobrevida

> 5 anos

2ab
anos

< 1 ano.



