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RESUMO

Leite ACC. Avaliacdo da expressdo de marcadores de apoptose e EGFR em
glioblastoma e sua correlagdo com dados clinicos. Sdo Paulo; 2006. [Dissertagdo

de Mestrado-Fundacao Antonio Prudente].

O Glioblastoma Multiforme (GBM) ¢ o principal e o mais agressivo tumor do
sistema central. O tratamento padrdo consiste em cirurgia e radioterapia pOs-
operatoria. A sobrevida média gira em torno de 12 meses ap6s o diagnostico. Alguns
fatores clinicos como idade, indice de Karnofsky (KPS), grau de RPA (recursive
partitioning analysis) e a extensdo da ressec¢ao cirtrgica sdo classificados como
importantes fatores prognésticos. Nos ultimos anos, estudos moleculares tém sido
realizados para melhor avaliar esses tumores. O objetivo do nosso trabalho ¢ avaliar
a expressdo das proteinas EGFR, p53, bcl2, belx, p27, p21 em glioblastoma,
relacionando-os com os fatores clinicos e com a sobrevida. Avaliamos
retrospectivamente 55 casos de GBM. Todos os pacientes foram operados no
Hospital do Céncer - Antonio Candido Camargo (Sdo Paulo) e todos receberam
radioterapia, no periodo compreendido entre janeiro de 1982 e dezembro de 2003. As
informagdes clinicas dos pacientes (sexo, idade, KPS ¢ RPA) e as caracteristicas
decorrentes do tratamento (extensdo da ressec¢do cirurgica, dose de radioterapia e
uso de quimioterapia) foram obtidas através da revisdo de prontudrios. Na realiza¢ao
da imunoistoquimica, utilizou-se a técnica de tissue microarray. A maioria dos
pacientes foi do sexo masculino, com idade média de 50 anos e, na analise das
expressoes protéicas, apenas o Bclx apresentou uma hiperexpressao. Em relacdao a
sobrevida e aos fatores clinicos, apenas idade acima de 50 anos, grau de RPA maior
do que 4 e o uso de quimioterapia influenciaram significativamente na sobrevida. Na
analise da sobrevida com as expressodes protéicas, apenas a baixa expressao de EGFR
e a alta expressao de p27 influenciaram significativamente. Ao avaliarmos a
expressdo das proteinas com os fatores clinicos, apenas as relagdes pS3 e KPS, p21
no citoplasma e KPS e p21 no nucleo com idade e grau de RPA foram significativas.

Nossos achados sugerem que a expressdo oncogénica pode ser relacionada com



fatores progndsticos clinicos. No entanto, novos estudos serdo necessarios para

confirmar nossos resultados.



SUMMARY

Leite ACC. [Avaliation of EGFR and apoptosis markers expression in GB and
their correlation with clinical prognostic]. Sdo Paulo; 2006. [Dissertagdo de

Mestrado-Fundag¢ao Antonio Prudente].

Glioblastomas (GB) are the most common and the most agressive malignant tumor
of the central nervous system. The standard treatment includes surgery and
postoperative radiotherapy. However, the results are poor and the majority of the
patients still die within a year after the initial diagnosis. Some clinical prognostic
factors such as age, preoperative performance status (KPS), Recursive Partitioning
Analysis and the extent of resection have already been studied. More recently
molecular biology studies have also been done. The aim of this study is to determine
the EGFR, p53, bcl2, belx, p27, p21 expression in glioblastomas and its relation to
the clinical prognostic factors. This is a retrospective study and we analyzed 55
patients with GB. All patients were operated at the Hospital do Cancer A. C.
Camargo, Sao Paulo, between January 1982 and December 2003 and received
radiotherapy. Clinical information (sex, age, KPS and RPA) and treatment
characteristics (extent of resection, chemotherapy and total and fraction dose of
radiotherapy) were obtained from patient’s notes. Immunohistochemistry for EGFR,
p53, bel2, belx, p27 and p21 was performed using the tissue microarray technology.
Most patients were male and the mean age was 50 years. The protein expression was
analized and only bclx had a high expression . The statistical analyses showed that
chemotherapy, age and RPA affect the survival. On the immunohistochemistry
evaluation only low expression of EGFR and high expression of p27 affected the
survival. When we analyzed protein expression and clinical prognostic factors, a
significant correlation is observed between relationship with p53 and KPS, p21 in the
cytoplasm and KPS, e p21 in the nucleus and age and RPA was significant. Our data
suggest that oncogene expression may be related to clinical prognostic factors.

However more studies will be needing to confirm our results.
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1 INTRODUCAO

Os tumores primarios do cérebro representam 2% de todos os cénceres em
adultos (STUPP e HEGI 2003). Desses, 60% sao gliomas malignos, sendo o
glioblastoma multiforme (GBM) o de maior freqiiéncia. Os gliomas sdo classificados
pela Organizagdo Mundial da Saude com base no grau de diferenciagao. Quanto

maior o grau, mais indiferenciado ¢ o glioma (Figura 1).
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Legenda -Fotomicrografia A: Glioma Grau 1 (Baixo grau); B e C: Glioma Grau 2 (Baixo grau); D:
Glioma Grau 3 (Alto Grau); E e F: Glioma Grau 4 (Alto Grau)

Figura 1 - Classificagdo histologica dos gliomas.



O glioblastoma multiforme (GBM), classificado como grau quatro, ¢
considerado o de maior letalidade, com sobrevida média em torno de 12 meses a
partir do diagnéstico (LACROIX et al. 2001). O GBM manifesta-se em qualquer
idade, apresentando maior prevaléncia e maior incidéncia entre a quarta ¢ a sétima
décadas de vida. A sua localiza¢do principal ¢ evidenciada na substincia branca
subcortical dos hemisférios cerebrais, em particular no lobo temporal (FERRIGNO e
SALVAIJOLI 1999).

Apesar de sua baixa incidéncia (2%), os tumores cerebrais possuem uma alta
morbidade, trazendo conseqiiéncias tragicas para a familia e para a produgdo
econdmica da sociedade. Esse fato ocorre porque esses tumores, na maioria das
vezes, atingem o individuo adulto em uma faixa etaria economicamente ativa, o que,
freqlientemente, o impossibilita de desenvolver suas fungdes profissionais e sociais
(FERRIGNO e SALVAJOLI 1999).

Alguns fatores progndsticos como a idade, classificacdo do desempenho
funcional pela escala de karnofsky (indice de performance status - KPS), extensdo da
ressec¢do tumoral, “Recursive Partitioning Analysis” (RPA) e dose de radioterapia
vém sendo avaliados pela literatura mundial e considerados influenciadores da
sobrevida (LACROIX et al. 2001).

Analisando 49 pacientes portadores de GBM tratados no Departamento de
Radioterapia do Hospital do Cancer A C Camargo entre 1998 e 2003 (dados ndo
publicados), evidenciou-se que a extensdo da ressec¢ao tumoral foi o principal fator
prognoéstico que influenciou na sobrevida. Os pacientes submetidos a ressec¢ao
radical da lesdo apresentaram uma probabilidade de sobrevida em dois anos de

49,71% contra os 7,36% dos pacientes com ressec¢ao parcial (p=0,0328).



Atualmente o tratamento padrdao para GBM inclui a ressecc¢ao cirrgica e a
radioterapia pos-operatéria na dose de 60Gy, administradas em 30 fracdes, com
doses diarias de 2Gy (FERRIGNO e SALVAJOLI 1999, JEREMIC et al. 2003). No
entanto, os resultados ndo sdo animadores, visto que a sobrevida média ¢ baixa,
normalmente em torno de 12 meses. Em virtude desses resultados desanimadores, em
uma tentativa de melhorar o prognoéstico, foram realizados, na ultima década, varios
estudos alterando-se a forma de tratamento (JEREMIC et al. 2003).

NAKAGAWA et al. (1998) elaboraram um estudo retrospectivo cujo objetivo
foi avaliar o impacto de altas doses de radiagdo na sobrevida dos pacientes com
GBM. Foram avaliados 38 pacientes que receberam doses de radiagdo variando entre
60 a 90Gy. O resultado final permitiu afirmar que nao houve alteragdo na sobrevida e
nem no padrao de recorréncia com o aumento da dose de prescrigao.

CHANG et al. (2003) levantaram a casuistica do Hospital M D Anderson e
avaliaram a influéncia do aumento da dose por fracdo em relagcdo a sobrevida em 59
pacientes tratados com doses de 2,5Gy por fragcdo, mantendo a mesma dose final.
Nao houve modificacdo na taxa de sobrevida e a unica vantagem desse esquema foi a
reducdo do tempo total do tratamento. O mesmo resultado desanimador foi
encontrado em uma revisdo de literatura dos trabalhos publicados entre janeiro de
1997 e junho de 2002. A dose por fragao variou de 1,2Gy a 2,65Gy, sem alteracdo na
sobrevida (NIEDER et al. 2004).

O uso de particulas pesadas, como os néutrons, ao invés de fotonterapia (raio
X e cobaltoterapia), também foi estudado no tratamento dos pacientes com GBM. A
radiagdo de particulas pesadas tem como caracteristica depositar grande quantidade
de energia em uma curta distancia (LEHNERT 1999). Diante dessa diferenca

radiobiologica, KOLKER et al. (1990) avaliaram o uso de um reforgo de dose (boost)



com néutrons apos a teleterapia com fotons. Dose de reforco foi administrada em
toda area que continha a lesdo antes da cirurgia, acrescida de uma margem de 1,0 cm.
Cinco anos mais tarde, esse mesmo autor colaborou em um trabalho no qual foi
adicionada quimioterapia em relagdo ao esquema anterior (KRISHNASAMY et al.
1995). Em ambos nao houve qualquer alteragdo na sobrevida.

A braquiterapia intersticial como forma de tratamento em pacientes com
GBM foi estudada em um protocolo na Universidade da Califérnia (NCOG n° 6G
82.2). Nesse estudo foram avaliados, de forma ndo randomizada, 107 pacientes.
Todos foram submetidos a teleterapia com 60Gy seguida de braquiterapia intersticial

de alta taxa de dose com Iodo'?

e de quimioterapia. Nao houve alteragdo
significativa na sobrevida. Metade dos pacientes precisaram ser reoperados apds 46
semanas do implante em razdo da piora do quadro neurologico ou por maior
dependéncia de esterdides, ou ainda, pela presenca de um maior efeito de massa
(GUTIN et al. 1991). Trés anos mais tarde, ao se avaliar o padrdo de recorréncia,
SNEED et al. (1994) perceberam que, na maioria dos casos, o tumor recorreu no sitio
primario onde foi realizado o implante.

A modulagdo da intensidade de feixes de irradiacdo (IMRT) vem sendo
estudada no tratamento do GBM. IMRT ¢ uma forma de planejamento mais preciso,
o qual permitiu administrar uma maior dose no tumor, poupando estruturas vizinhas
(XTA et al. 2004). Ao ser comparado as técnicas de planejamento nos pacientes de
GBM, o uso da IMRT mostrou-se eficiente ¢ vidvel. Essa técnica permite a
administracdo de um reforco de dose no tumor sem comprometer as estruturas

normais ao redor (CHAN et al. 2003; SUZUKI et al. 2003). Nao ha publicagdes que

comparem as formas de planejamento tridimensional com a sobrevida dos pacientes.



A radiocirurgia, como boost, vem sendo estudada e discutida. Recentemente,
um estudo do RTOG (9305), conduzido por SOUHAMI et al. (2004), avaliou 203
pacientes randomizados apds a cirurgia, para receberem ou nao radiocirurgia
associada a teleterapia e quimioterapia. Concluiu-se que o uso de radiocirurgia
associada a teleterapia e quimioterapia ndo modificou a sobrevida ¢ nem a fungdo
cognitiva dos pacientes (SOUHAMI et al. 2004).

Atualmente o uso de quimioterapia adjuvante em GBM vem sendo
amplamente discutido (DEUTSCH et al. 1989). STUPP et al. (2005) observaram, em
trabalho randomizado, melhora na sobrevida com a adi¢do de Temozolamida no
tratamento dos pacientes com GBM. No entanto, WASSERFALLEN et al. (2004)
avaliaram em estudo fase II a relagdo custo x beneficio do uso de Temozolamida nos
pacientes com GBM. Concluiu-se que ha necessidade de trabalhos fase III
randomizados para avaliar a real vantagem da quimioterapia na referida doenga, uma
vez que a droga ¢ de alto custo e o ganho da sobrevida, apesar de ter sido
significativo, foi de alguns meses.

A escala de Karnofsky, que avalia a performance status dos pacientes, ¢ um
importante fator prognéstico (LACROIX et al. 2001; JEREMIC et al. 2003). Esse
indice gradua a capacidade do paciente para exercer suas atividades normais e as

limitacdes decorrentes da doenga (Tabela 1).



Tabela 1 - Escala de KarnofsKy.

Escala de KarnofsKy Escala
(Descrigdo) de karnofsKy (%)
Nenhuma queixa: auséncia de evidéncias da doenga 100
Capaz de levar sua vida normal: sinais menores ou sintomas da doenga 90
Alguns sinais ou sintomas de doenga com o esforco. 80

Capaz de cuidar de si mesmo; incapaz de levar suas atividades normais ou
de exercer um trabalho ativo. 70

Necessita de assisténcia ocasional, mas ainda é capaz de prover a maioria

de suas necessidades. 60
Requer assisténcia consideravel e cuidados médicos freqiientes. 50
Incapaz; requer cuidados especiais e assisténcia. 40

Muito incapaz; indicada hospitalizacdo, apesar de a morte ndo ser
eminente. 30

Muito debilitado; hospitalizacdo necessaria; necessitando de tratamento

de apoio ativamente. 20
Moribundo, processos letais progredindo lentamente 10
Morto 0

CURRAN et al. (1993), na tentativa de classificar melhor os pacientes
portadores de gliomas malignos, avaliaram a contribuicdo de fatores prognosticos
pré-tratamento, como a idade, a histologia e o KPS. Nesse estudo foram avaliados
1578 pacientes que pertenciam a trés estudos do RTOG sobre gliomas malignos entre
1974 e 1989. Ao avaliarem os resultados, perceberam que a idade foi o principal
ponto de corte em relacdo a sobrevida. Pacientes com menos de 50 anos de idade
tiveram no grau histolégico o principal fator progndstico, enquanto que, nos
pacientes com mais de 50 anos de idade, o principal fator foi o KPS (70-100 x < 70),
seguido do tipo histologico. Apos esse estudo, foram criados seis grupos, Recursive

Partitioning Analysis (RPA) que serviram para classificar os pacientes (Tabela 2).



Tabela 2 - Grau de RPA.

Sobrevida

Classe Definicao Mediana 2 anos (%)
1 AA, idade <50, SM nl 58,6 76

1I AA, idade <50, KPS > 70 374 68

11 GBM, idade < 50, KPS 90-100 17,9 35

v GBM, idade < 50, KPS <90 11,1 15

A% GBM, idade > 50, KPS > 70 8,9 6

VI GBM, idade > 50, KPS < 70, SM na 4.6 4

AA astrocitoma anaplasico, GBM glioblastoma, SM status mental, nl normal, na anormal

Na classificagdo de RPA ndo sdo levados em consideragdo parametros
moleculares.

O tratamento através de radiagdes ionizantes tem como objetivo causar danos
ao DNA que poderdo ser reparados ou levar a morte celular. A morte celular ¢
dividida em morte clonogénica e apoptose. A morte clonogénica caracteriza-se pela
perda da capacidade de divisao celular, isto ¢, a célula se torna estéril, porém
morfologicamente integra. A apoptose ¢ um mecanismo de morte celular que ocorre
em situagdes fisioldgicas e também pode ser induzida por agentes agressores, como a
radiacdo. As células apoptoticas apresentam caracteristicas morfoldgicas proprias
como condensagao e fragmentagao da cromatina. Nesse processo de morte celular,
estdo envolvidos proto-oncogenes, como bcl-2 (inibidor da apoptose), e genes
supressores de tumor, como o p53 (indutor da apoptose) (LEHNERT 1999).

Em razdo dos avancos da pesquisa na area da biologia celular e molecular, o
conhecimento cientifico das alteragcdes genéticas e protéicas que envolvem as células
tem aumentado significamente. Tais conhecimentos permitiram a formulagdo de

novas modalidades terapéuticas para os pacientes oncoldgicos, como a terapia



molecular (MISCHEL e CLOUGHESY 2003). O GBM ¢ um tumor suscetivel a esse
tipo de terapia, pois suas alteragdes moleculares ja sdo conhecidas e,
conseqiientemente, as mudangas que elas acarretam nas vias de sinalizagdo (ZHU et
al. 1996). Nesses tumores, ¢ comum observar-se o aumento da expressdao de certos
oncogenes envolvidos no processo de apoptose. Certamente, no futuro, as
classificagdes da agressividade e a resposta terapéutica das neoplasias envolverdo

parametros relacionados as caracteristicas moleculares.

1.1 ONCOGENES E GENES SUPRESSORES ENVOLVIDOS NA

GENESE DO GBM

O oncogene amplificado mais freqiiente no GBM ¢ o gene que codifica o
receptor de crescimento epidérmico (EGFR) (KRISHNAN et al. 2003). O EGFR ¢
um receptor transmembranico muito expresso em células epiteliais. Ele € responsavel
por varios processos de sinalizacdo celular, entre os quais a funcdao de regular a
proliferagao celular (KRISHNAN et al. 2003). A amplificagdo do EGFR ¢
encontrada em 40% dos GBMs, em especial nos pacientes mais idosos, € em um
terco dos casos ha presenca de mutagdes neste gene. A mutacdo pode levar a
alteracdes na regido extracelular, intracelular ou justa membranar do receptor. A
delecdao da parte extracelular é a mutagdo que ocorre com maior freqiiéncia. Essa
dele¢dao ndo permite que o ligante conecte-se ao receptor, € a molécula torna-se ativa,
estimulando constantemente a proliferagdo celular de forma desordenada
(SHINOJIMA et al. 2003). Alguns estudos demonstraram uma menor sobrevida e

uma progressao mais rapida da doenga nos pacientes com tumores que apresentaram



aumento da expressao do EGFR ou sua mutagao (HUANG et al. 1997; FELDKAMP
et al. 1999; NISHIZAKI et al. 2000; ELEY et al. 2000).

BARKER et al. (2001b) mostraram maior radio-resisténcia nos GBM em
pacientes idosos e em tumores com superexpressao do EGFR. LAMMERING et al.
(2004) também perceberam que o aumento da expressao do EGFR estaria associado
a uma maior resisténcia a radioterapia. A resisténcia tumoral estd associada a uma
maior repopulagdo celular durante a radioterapia. Dessa forma, o uso dos anticorpos
anti-EGFR aperfeigoaria a resposta desses tumores a radiacdo. Um outro papel do
inibidor do EGFR seria a funcdo de redistribui¢do das células do periodo S para o
periodo G2 do ciclo celular. As células na fase G2 sdo mais sensiveis a radiacao do
que na fase S (KRISHNAN et al. 2003).

Dentre os marcadores de apoptose, o TP53 ¢ um gene de supressdo tumoral
localizado no cromossomo 17p13q. Este gene codifica a proteina p53, responsavel
por varios processos celulares, como a indugdo da apoptose, a diferenciagdo celular,
a resposta a danos no DNA e a neovascularizagdo (BOGLER et al. 1995). O aumento
da expressdo da proteina p53 ¢ um indicativo de mutacdo, pois a proteina truncada
apresenta meia vida mais longa e, conseqiientemente, maior detectabilidade em
reacdes imunoistoquimicas. A perda ou a mutagdo desse gene ¢ um dos primeiros
eventos genéticos na génese e progressao dos astrocitomas difusos e ¢ usualmente
encontrada em GBM de pacientes mais jovens. A associa¢ao da expressdo de pS3 em
relacdo a resposta ao tratamento tem sido motivo de alguns estudos e discussoes.
BIRNER et al. (2002) mostraram que pacientes com GBM nos quais era detectado o
aumento da expressdo de pS53 apresentaram melhor sobrevida apds tratamento
adjuvante com radio e quimioterapia. DEININGER et al. (2000) evidenciaram uma

diminui¢ao na expressdo de p53 nos GBM recidivados que receberam radioterapia.
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Essa redugdo estava associada a maior sobrevida. KYRITSIS et al. (1995) avaliaram
122 pacientes com GBM e ndo encontraram uma associa¢do significativa da
expressao de p53 com a melhora do prognostico. KIM et al. (2001) estudaram células
de gliomas com p53 mutado que receberam, através de um vetor, o gene p53
selvagem seguido de radioterapia. Observaram que nas células com o alelo selvagem
houve maior citotoxicidade, associada a um maior indice de apoptose. O ciclo celular
também sofreu altera¢des, como aumento da fase G1 e menor tempo na fase S, que ¢
menos sensivel a radioterapia. HAAS-KOGAN et al. (1999) ndo tiveram sucesso na
tentativa de demonstrar melhoras da sobrevida quando se associou a expressao do
p53 com mudangas no fracionamento da radioterapia.

As proteinas p2le p27 funcionam como reguladoras da progressdo do ciclo
celular, pois inibem complexos responsaveis pela progressao da fase G1 para a fase S
através da inibicdo do complexo ciclina-CDK (HARPER et al. 1993).
Conseqiientemente a célula permanece mais tempo em Gl1, permitindo corrigir
eventuais erros no DNA antes de ocorrer a duplicagdo. Em relagdo a radioterapia, a
presencga da célula em G1 € vantajosa, pois essa fase ¢ mais radio-sensivel do que a
fase S de duplicacdo (LEHNERT 1999).

Apesar de apresentarem papéis importantes no ciclo celular, o nimero de
trabalhos publicados na literatura internacional que estudam as alteragdes dessas
proteinas, em especial a p27, € bem menor que os trabalhos envolvendo p53 e EGFR.
KIRLA et al. (2003) mostraram que, apesar das proteinas p21 e p27 possuirem
fungdes similares, apenas a p27 resultou em um fator independente e significativo na
sobrevida dos pacientes com astrocitomas maligno. Pacientes que evidenciaram
tumores com expressdo menor de p27 apresentaram menor sobrevida quando

comparados aos que tinham maior expressdo. Esse mesmo trabalho apresenta a
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hipétese de que niveis baixos da relacdo p21/p27 estariam relacionados a um pior
prognoéstico e a menor sobrevida. WANG et al. (2001) transfectaram células de
glioblastoma com trés diferentes tipos de genes supressores de tumor. Observaram
que as células que receberam os genes p21 ou p16 tiveram redugao mais significativa
do seu crescimento em relacdo as células que receberam o p53.

As proteinas Bcl2 e Belx pertencem a familia Bcel2 e tém a fungo de inibir a
apoptose celular. O aumento da expressdo dessas proteinas, além de ocasionar uma
perda do controle proliferativo, facilita a sobrevivéncia da célula em varias
circunstancias adversas, como perda da adesdo e exposicdes as irradiagdes. Isso
permite a associacdo do aumento dessas proteinas a uma maior resisténcia tumoral a
radioterapia e a quimioterapia (STREFFER et al. 2002; SORENSON et al. 2004). No
entanto, ndo ha na literatura um consenso quanto ao papel dessas proteinas na
evolucdo dos glioblastomas.

Diversas técnicas t€ém sido utilizadas no estudo do perfil molecular dos
tumores astrociticos, dentre elas a imunoistoquimica, que ¢ uma técnica de baixo
custo e de grande valor para andlise de expressdo protéica em neoplasias. Avancos
técnicos recentes, como o tissue microarray (TMA), tém aumentado a aplicabilidade
da imunoistoquimica. O TMA consiste na confec¢do de um bloco recipiente, no qual
sdo depositados cilindros de tecido tumoral de cada bloco doador, utilizando-se um
tissue arrayer, que realiza as perfuragdes no bloco doador e transfere os cilindros de
tecido para o bloco receptor em coordenadas definidas pelo equipamento. Em
seguida, a partir desse bloco, sdo preparadas laminas. Desta forma, a
imunoistoquimica pode ser aplicada em um grande numero de casos
simultaneamente, ao invés de lamina por ldmina, o que permite economia de

anticorpos e rapido acesso as centenas de amostras. Além disso, as reagdes sdo feitas
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em laminas seqiienciais, o que permite a analise da expressao protéica de uma
mesma area tumoral com diversos anticorpos.

Através de novos conhecimentos gerados em larga escala, serd possivel, em
um futuro préoximo, o desenvolvimento de novas drogas, como os inibidores de
Kinase e¢ os anticorpos monoclonares. Esses, por sua vez, poderdo atuar em
moléculas envolvidas na proliferagdo e morte celular com o objetivo de inibir o
crescimento celular desordenado (MISCHEL e CLOUGHESY 2003).

Estudos moleculares de glioblastomas mostram alteragdes genéticas
heterogéneas. De acordo com a literatura, a freqiiéncia com que os marcadores
envolvidos na progressdo de tumores astrociticos (como amplificagdo de EGFR e
mutagdo do p53) € variavel, e, em geral, os estudos dessas moléculas sdo realizados
separadamente. Até o momento, ndo ha na literatura estudos de expressdo protéica
em GBM utilizando a técnica de tissue miccroarray (TMA), que permite a analise
simultanea da expressdo dessas proteinas na mesma area neoplasica. Também nao ha
trabalhos correlacionando essas expressdes com a evolugdo clinica e com a resposta
ao tratamento radioterapico. Esses conhecimentos podem contribuir para uma melhor

definicdo quanto ao comportamento do GBM.
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OBJETIVOS

Esse trabalho teve como objetivos:

Avaliar a expressao do EGFR e marcadores de apoptose (p53, Bcl2, Bcelx,
p27, p21) em glioblastoma;

Comparar os padrdes de expressdao desses marcadores com a sobrevida
global;

Avaliar a relagdo dos fatores progndsticos conhecidos como: idade, indice de
performance status (KPS), extensdo da ressec¢do tumoral, Recursive
Partitioning Analysis (RPA) e dose de radioterapia com a sobrevida e com a
expressao dos marcadores;

Verificar os marcadores como possiveis fatores prognosticos independentes.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, de carater retrospectivo, foram avaliados marcadores de
apoptose (Bcl-2, Belx, p53, p21, p27), e o EGFR (Anexo 1) em GBM. A expressao
destes marcadores foi correlacionada com fatores prognosticos conhecidos, como
idade, extensdo da ressec¢dao, indice de performance status (KPS), dose de
radioterapia, quimioterapia adjuvante e Recursive Partitioning Analysis (RPA).
Foram estudados, inicialmente, 85 casos diagnosticados como glioblastomas pelos
critérios da OMS/2000, atendidos no Hospital do Cancer entre os anos de 1982 e
2003. Todos os 85 pacientes tinham prontuarios acessiveis € amostra patologica do
tumor em quantidade suficiente no bloco de parafina para desenvolvimento deste
projeto. Como a sobrevida média de pacientes com GBM ¢ menor que 12 meses, o
periodo final de seguimento foi o ano de 2003.

Inicialmente, todos os prontuarios foram revistos para obtencdo de dados
clinicos como: idade ao diagnéstico, sexo, extensdao da resseccdo cirdrgica,
tratamentos adjuvantes - incluindo radioterapia e quimioterapia - e tempo de
sobrevida (Anexo 11). Os dados foram colocados numa planilha do Microsoft Excel.

Dos 85 pacientes selecionados para o TMA, foram descartadas as criangas, os
adolescentes (idade menor que 18 anos) e os pacientes que ja tinham tido outro tipo
de cancer no decorrer da vida, exceto tumores de pele que ndo fossem melanomas.
Descartamos também 14 pacientes que ndo tinham realizado radioterapia, pois
faleceram antes do inicio do tratamento. Apds esses cortes, selecionou-se uma

amostra de 55 pacientes.
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O tempo de seguimento variou entre 1,4 ¢ 41,8 meses, com uma mediana de
12,7 meses e uma média de 14 meses. Dos 55 pacientes, apenas 6 estavam vivos e
em acompanhamento.

Inicialmente os pacientes foram estratificados quanto as caracteristicas
clinicas e de tratamento (Tabela 3).

Em relagdo as caracteristicas clinicas, a maioria era do sexo masculino (62%)
e tinha idade superior a 50 anos (67,2%). A idade de corte utilizada foi de 50 anos,
em semelhanga ao ponto de corte utilizado na classificagdo do RPA (Recursive
Partitioning Analysis). A maioria dos pacientes apresentou indice de performance
status (KPS) superior a 70 (84,0%) e um grau de RPA superior a 4 (64%). Observou-
se equilibrio quanto a extensdo de resseccdo, com uma discreta prevaléncia dos

pacientes que tiveram ressec¢do completa (52%).

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas dos pacientes.

Variavel Categoria N°de
pacientes (%)

Idade <50 18 (32,8)
> 50 37(67,2)
Sexo Masculino 34 (61,82)
Feminino 21 (38,18)
KPS <70 8 (16,0)
> 70 42 (84,0)
RPA <4 18 (36,0)
>4 32 (64,0)

Em relacdo as caracteristicas referentes ao tratamento, a maioria dos pacientes
foi tratada em aceleradores de 4 MV (65,96%), com uma dose superior a 5900cGy

(76,0%). Notou-se prevaléncia do fracionamento didrio de 200cGy (72,22%) em
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relagdo ao de 180cGy e a maioria dos pacientes ndo recebeu quimioterapia (Tabela
4).

Tabela 4 - Caracteristicas referentes ao tratamento.

Variavel Categoria N° de casos (%0)
Fracionamento 180 cGy 15 (27,78)
200 cGy 39 (72,22)
Cobalto 4 (8,51)
Energia 4 Mv 31 (65,96)
6 Mv 12 (25,53)
Quimioterapia Sim 10 (18,5)
Nao 45 (81,5)
Dose <61GY e >59Gy 38 (69,0)
> 61Gy 4 (7,0)
<59Gy 13 (24,0)

3.1 CONSTRUCAO DO TISSUE MICROARRAY

Para a realizacdo das reagdes de imunoistoquimica, utilizou-se a técnica de
tissue microarrayer, o que possibilitou avaliar varias amostras diferentes em uma
mesma lamina.

Na preparagdo do TMA, inicialmente foram selecionados os blocos de
parafina com material suficiente existentes no arquivo do servigo de Anatomia de
Patologica do Hospital do Cancer. Em seguida confeccionamos uma lamina de cada
bloco que foi corada com hematoxilina-eosina (H&E), visando a confirmag¢do do
diagnéstico.

Apos a confeccdo, demarcamos em cada lamina areas com conteudo celular
vidvel para o estudo. Primeiramente selecionamos areas com predominio de células
neopléasicas viaveis e a assinalamos no bloco de parafina correspondente.

Glioblastomas sao neoplasias heterogéneas em sua morfologia, e, na medida
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do possivel, selecionamos areas contendo, além de células gliais neoplasicas, vasos
com proliferagdo endotelial e focos de necrose em paligada.

Empregando-se a técnica de TMA, foram retiradas das areas de interesse
assinaladas em cada bloco duas amostras de tecido tumoral em forma de cilindros
(1,0 mm de didmetro). Para isso, utilizou-se a extremidade cortante do tissue
microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, MD). Em um estudo preliminar,
observou-se que cilindros de 1,0mm de didmetro sdo suficientes para a representagao
de areas heterogéneas em glioblastomas (Figura 2).

Em continuidade, esses cilindros foram transferidos para o mesmo bloco
receptor na coordenada definida pelo aparelho. Ao final do procedimento, formou-se
um bloco receptor contendo amostras em duplicata de cada tumor.

Apbs a construgao do bloco receptor, foram realizados cortes seqiienciais de
4um em laminas previamente tratadas com pelicula aderente até o desgaste completo
do bloco de TMA. A cada 10 (dez) laminas cortadas, 01 (uma) foi corada por HE
para verificagdo histologica.

Nas reacdes imunoistoquimicas, as laminas contendo cortes de 4um foram
desparafinadas, desidratadas e incubadas com os anticorpos anti Bel-2, Bel-x, p21,
p27, pS3 e EGFR de acordo com protocolo utilizado no laboratério de
imunoistoquimica do Departamento de Anatomia Patologica do Centro de
Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo (Anexo 1). Para cada
anticorpo, foram realizadas reacdes em duas laminas de niveis diferentes,
acarretando uma analise em quadruplicata, o que aumentou a representatividade
tumoral. Por exemplo: lamina 2 e lamina 42, de modo que a distdncia entre a

primeira e a segunda fosse de, pelo menos, 80um.
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Legenda: A) Glioblastoma com areas hipercelulares (aumento 20X); B) Proliferagdo microendotelial
(seta) e gemistocitos (aumento 40X); C e D) Glioblastoma com area de necrose (setas), podendo se
observar a palicada na letra D (aumento 20X).

Figura 2 - Fotomicrografias de cortes histologicos obtidos de um bloco de TMA
com cilindros de Imm de diametro.

Para os anticorpos Bclx, Bcl2, p21, p27 e EGFR, cuja expressio ¢
citoplasmatica ou em membrana (Figura 3 e 4), foi estabelecido um score de 0 a 4
para intensidade (0 = negativo, 1 = fracamente positivo, 2 = moderadamente
positivo, 3 = fortemente positivo e 4 = intensamente positivo) e percentagem de
células positivas (0 = negativa, 1 = < 25% das células positivas, 2 = 25 - 50% das
células positivas, 3 = 50 — 95% das células positivas, 4 = > 95% das células
positivas). O resultado final para cada caso foi calculado mutiplicando-se o valor da
intensidade pelo valor do nimero de células e o resultado dividido por 4 (nimero de
amostras por caso). O valor final foi obtido através da média aritmética dos escores

das quatro amostras de cada caso (total dividido por quatro). Foram estabelecidas 4
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categorias de scores I (0 — 4), IT (5 — 8), IIl (9 — 12) e IV (13 — 16). Para os
anticorpos, como o p53 (Figura 5), cuja expressao ¢ nuclear, utilizou-se um score de
0 a 4, de acordo com o niimero de nucleos positivos. (0 = negativo, 1 = < 25% dos
nucleos positivos, 2 = 25 - 50% dos nucleos positivos, 3 = 50 — 95% dos nucleos

positivos, 4 => 95% dos nucleos positivos)

Figura 3 - Expressao positiva (cor marrom) de EGFR em pequeno aumento (seta)
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Figura 4 — Fotomicrografia em grande aumento mostrando forte expressdo (cor

marrom) do EGFR na membrana celular (seta).

Figura 5 - Fotomicrografia em grande aumento mostrando expressao p53 (cor

marrom) no nucleo (seta)
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3.2 ANALISE ESTATISTICA

Na analise estatistica, foram utilizadas ¢ analisadas variaveis como idade,
extensdo da ressec¢do (categorias: radical, parcial e ignorada), KPS, dose de
radioterapia, uso ou ndo de quimioterapia, o grau de RPA e os marcadores biolégico-
moleculares.

Estatisticas descritas como distribui¢do de freqii€ncias e medidas de tendéncia
central e de variabilidade foram adotadas para caracterizar a casuistica.

Foram criados pontos de corte (cut off) através da mediana para variaveis
quantitativas (a expressdo dos marcadores). Para cada anticorpo, a sua associagdo
com as demais variaveis (categoricas) do estudo foi realizada através do teste de
freqliéncia do qui-quadrado e, quando pelo menos uma freqiiéncia esperada era
menor que cinco, o teste exato de Fish foi adotado.

O tempo de seguimento foi calculado em meses, tomando-se por inicio a data
do diagndstico - obtida através de cirurgia - até a data do Obito ou da ultima
informac¢do do paciente. A sobrevida global foi calculada pelo método de Kaplan-
Meier.( KAPLAN e MEIER 1958). Utilizou-se ainda o teste de Longrank para
comparar as curvas de sobrevida de cada anticorpo e demais varidveis (Mantel N,
Haenswel W. 1959). O nivel de significancia de 5% foi considerado para todos os
testes.

O modelo uni e multivariado de Regressao de Cox foi utilizado para estimar o
Hazard Ratio (HR) e, assim, avaliar os anticorpos como possiveis fatores
prognosticos independentes, considerando-se intervalo de confianga de 95% (COX
1972). A técnica stepwise foi utilizada e, para a inclusdo das variaveis ao modelo de

regressao de cox, o valor de p< 0,10 foi considerado.
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4 RESULTADOS

Ao se avaliar os niveis de reatividade dos anticorpos, como uma medida da
expressao das proteinas em questdo, percebe-se que, na maioria dos casos, o grau de

positividade ficou entre negativo e fracamente positivo (Tabela 5 e Tabela 5.1).

Tabela 5 - Avaliagao do numero de casos em relagdo ao grau de positividade dos
marcadores nucleares.

Marcadores Categoria de Score de Positividade
Nucleares
Negativo (%) Fracamente ~Moderadamente Fortemente Intensamente
positivo positivo positivo positivo
numero de casos (%)
p21 no 19 (35) 36 (65) 0 0 0
nucleo
p27 no 13 (24) 36 (63) 6 (11) 1 (2 0
nucleo
p53 32 (58) 9 (16) 509 7 (12) 2 (5

Tabela 5.1 - Avaliagdo do nimero de casos em relagdo ao grau de positividade dos
marcadores citoplasmaticos.

Marcadores Categoria de Score de Positividade
Citoplasmaticos
I (%) 11 (%) 11 (%) IV (%)
(0-4) 5-9) 9-12) (13-16)
numero de casos (%)
p21 no citoplasma 51 (42,73)  4(7,27) 0 0
p27 no citoplasma 48 (87,27) 7 (22,73) 0 0
bel2 53 (96,36) 2 (3,64) 0 0
belx 2 (3,63) 15 (27,27) 19 (34,55) 19 (34,55)
EGFR 40 (72,72) 5 (9,09) 3 (545 7 (12,74)

Na analise dos marcadores, em rela¢do as outras variaveis, foi utilizada como

ponto de corte a mediana dos valores obtidos por anticorpo (Tabela 6 € 6.1).



Tabela 6 - Distribuigdo de freqiiéncia dos marcadores de acordo com os pontos de

cortes utilizados.

Marcadores tumorais Valor da Ne %
Mediana
EGFR <0,75 28 (50,91)
>0,75 27 (49,09)
p53 <0,75 31 (56,0)
> 0,75 24 (44,0)
p21 nucleo <0,25 29 (52,73)
>0,25 26 47,27)
p21 citoplasma <0,75 28 (50,91)
> 0,75 27 (49,09)
p27 nicleo <0,75 29 (52,73)
> 0,75 26 (47,27)
p27 citoplasma <1,0 26 (47,27)
>1,0 29 (52,73)
bel2 <0,3 27 (49,09)
>0,3 28 (50,91)
belX <12 29 (52,73)
>12 26 (47,27)
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Tabela 6.1 - Medidas de tendéncia central e de variabilidade da expressdo dos

marcadores.

Marcadores Variacdo Mediana Média Desvio padrdo
EGFR 0-16 0,75 3,65 5,36

p53 0-4 0,75 1,19 1,3

p21 nicleo 0-1,25 0,25 0,37 0,36

p21 citoplasma 0-6,75 0,75 1,5 1,8

p27 nucleo 0-3 0,75 0,9 0,82

p27 citoplasma 0-17,5 1,0 1,75 2,09

bel2 0-5,25 0,3 0,72 L11

belx 3-16 12 10,9 3,41




24

Na avaliagdo dos fatores progndsticos clinicos com a expressdo de cada
anticorpo (Anexos 2 a 9), as Unicas relagdes significativas foram p53 com sexo e

KPS, p21 no nucleo com idade e RPA e p21 citoplasma com KPS (Tabelas 7 a 9).

Tabela 7 - Relagdo significativa entre a expressao de p53 com sexo e KPS.

Variante Categoria p53
<075 >0,75 p

Sexo Masculino 16 18 0,077
Feminino 15 6

KPS <70 8 0 0,009
>70 21 21

Tabela 8 - Relagdo significativa entre a expressdo de p21 no nicleo com idade e
KPS.

Variante Categoria p21 nicleo
<0,25 >0,25 p

Idade <50 14 4 0,009
> 50 15 22

RPA <4 13 5 0,032
>4 13 19

Tabela 9 - Relagdo significativa entre a expressao de p21 no citoplasma com KPS.

Variante Categoria p21 citoplasma
<025 >025 p

KPS <70 2 6 0,095
>170 24 18

A sobrevida global no primeiro ano foi de 60,38%, caindo, de forma

significante, para 14,57% no segundo ano e para 2,43% no terceiro (Figura 6).
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Figura 6 - Curva de Sobrevida.

Na analise da sobrevida em relagdo as caracteristicas dos pacientes e do
tratamento (Anexo 11), apenas os topicos como idade (Figura 7), sexo (Figura 8),
RPA e uso de quimioterapia (Figura 7) foram significativos. Os pacientes do sexo
masculino com idade inferior a 50 anos e com RPA inferior a 4 e que receberam
quimioterapia tiveram melhor sobrevida. As demais varidveis clinicas nao

influenciaram na sobrevida (Tabela 10).
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Figura 7 - Curva de sobrevida em relagdo a Idade. (Kaplan-Meier).
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Tabela 10 - Relagdo significativa da sobrevida em relacdo as caracteristicas dos
pacientes e do tratamento.

Sobrevida (%)

Variavel Categoria 1 ano 2 anos 3 anos p

Idade <50 69,70 46,46 9,29 0,0036
> 50 56,16 2,81 00,00

Sexo Masculino 60,61 23,57 3,93 0,0105
Feminino 60,0 00,00

RPA <4 70,59 42,35 8,47 0,0005
>4 54,84 00,00

Quimioterapia Sim 78,95 33,83 00,00 0,0548
Nao 57,65 10,48 3,49
> 0,75 62,96 11,11 00,00

Na avaliacdo da influéncia de sobrevida, apenas o EGFR e o p27 nuclear

influenciaram significativamente no aumento da sobrevida dos pacientes (Tabela 11).

Tabela 11 - Relagdo significativa da sobrevida em relagdo a expressdo dos
anticorpos EGFR e p27 nticleo.

Sobrevida (%)
Variavel Categoria 1ano 2anos  3anos  p
EGFR <0,75 47,17 6,74 00,00 0,075
>0,75 73,58 21,88 4,38
p27 nucleo <0,75 68,42 22,81 4,56 0,0218
> 0,75 51,02 4,64 00,00

Através do modelo de regressao de cox, a idade maior que 50 anos, EGFR
menor ou igual a 0,75, e ndo receber o tratamento quimioterdpico mostraram-se

como fatores progndsticos independentes (Tabela 12).
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Tabela 12 - Risco relativo para morte pelo modelo de regressdo de COX uni e
multivariado.

Variavel Categoria RR bruto* p RR multiv** p
I1C (95%) IC (95%)
Idade (anos) <50 1,0 (ref) 0,005 1,0 (ref)
> 50 2,71 2,95 0,005
(133_574) (174_672)
EGFR > 0,75 1,0 (ref) 0,005 1,0 (ref)
<0,75 1,68 0,079 2,43 0,006
(0,9-3,0) (1,43 -4,6)
QT Sim 1,0 (ref) 0,005 1,0 (ref)
Nao 2,06 0,060 2,88 0,012
(130 — 434) (113 — 636)
*Risco relativo para morte bruta (univariada) IC: Intervalo de confianca

** Risco relativo para morte multivariado Ref: referéncia categorica
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5 DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS DOS DOENTES

Diferentes fatores prognosticos clinicos e terapéuticos sdo conhecidos em
GBM, todavia a sua correlagdo com marcadores moleculares ¢ pouco estudada.

A extensdo da ressec¢do tumoral sofreu influéncia do tamanho do tumor, da
sua localizacdo e da habilidade do cirurgido e foi considerada como um importante
fator prognostico. Ha trabalhos na literatura afirmando que pacientes com tumor
ressecado por completo obtiveram maior sobrevida em relagdo aos pacientes com
ressec¢do subtotal ou submetidos a apenas uma biopsia. Nessas séries, a extensdo da
resseccdo ¢ avaliada com ressondncia nuclear magnética seguida de cirurgia
(LACROIX et al. 2001; JEREMIC et al. 2003). No entanto, ha trabalhos, como os de
BARKER et al. (2001a), em que a extensdo da resseccdo ndo foi uma variavel
significativa para a sobrevida. Em nosso trabalho, pacientes submetidos a ressecgao
radical tiveram uma melhor sobrevida em 12 meses (69,23%) em relacdo aos
pacientes com ressec¢do parcial (55,10%). No entanto, essa diferenca nio foi
significativa (p=0,34). Uma possivel explicacdo para essa situa¢do ¢ a ndo realizagdo
e também, a depender da época, a ndo disponibilidade na rotina de exames de
imagem no pos-operatdrio. Sendo assim, a classificacdo da extensdo da ressecgdo se
baseou no relato do cirurgido escrito no prontudrio, o que € pouco preciso e

subjetivo.
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Um dos fatores prognosticos de grande importancia em nosso trabalho foi a
idade dos pacientes, considerada fator prognoéstico independente (Tabela 12). Uma
das explicagdes para essa vantagem seria a de que pacientes mais jovens teriam um
melhor KPS e estariam propicios a uma ressec¢do mais extensa. A “idade de corte”
utilizada foi de 50 anos, pois ¢ a mesma utilizada na classificacdo do RPA. Ha varios
trabalhos na literatura mostrando que pacientes mais jovens apresentam melhor
sobrevida (SALCMAN et al. 1982; BURGER ¢ GREEN 1987; CURRAN et al.
1993; LACROIX et al. 2001; JEREMIC et al. 2003). BARKER et al. (2001a)
avaliaram, em um trabalho prospectivo, a influéncia da idade nos pacientes com
GBM que foram tratados com cirurgia seguida de radioterapia associada ou nio a
quimioterapia. Em ambos os grupos (com e sem radioterapia), pacientes mais jovens
tiveram uma melhor resposta ao tratamento, tanto nas analises uni quanto na
multivariada. SIMMONS et al. (2001) avaliaram a relagdo da idade e da expressdo
protéica do EGFR com a sobrevida nos pacientes com GBM. Eles utilizaram como
corte a idade de 55 anos, que foi a média de idade dos pacientes. O resultado foi a
super expressdo do EGFR associada a um pior progndstico nos pacientes mais jovens
(menores de 55 anos) em relagdo aos pacientes com idade mais avangada (maiores de
55 anos). No nosso trabalho, ndo evidenciamos relagdo entre a expressao de EGFR e
a idade dos pacientes.

Visando melhorar o entendimento dos fatores prognosticos pré-tratamento,
CURRAN et al. (1993) criaram uma forma de avaliar os pacientes com gliomas
através do grau de RPA. O RPA estratifica os pacientes através da histologia
(astrocitoma anaplasico e glioblastoma), da idade (maior ou menor que 50 anos) e
pelo KPS. Em nosso trabalho, pacientes com RPA com valor menor ou igual a 4

apresentaram uma melhor sobrevida no primeiro (70,59% x 54,84%) e no segundo
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ano (42,35 x 00,00) pos-tratamento (p = 0,0005). Cinco anos mais tarde, SCOTT et
al. (1998) reavaliaram o trabalho do RTOG 96 e concluiriam que o grau de RPA
serve para definir grupos distintos de pacientes com GBM e as suas perspectivas de
sobrevida. Em nosso trabalho, o RPA mostrou-se como um importante fator
prognostico, devendo, com isso, fazer parte das anamneses dos pacientes.

No atual trabalho, pacientes com o indice de performance status (KPS) maior
ou igual a 70 apresentaram melhor sobrevida em 12 meses (62,5% x 50,0%). No
entanto, essa diferenga ndo foi significativa (p = 0,64), diferente de alguns trabalhos
(LACROIX et al. 2001; JEREMIC et al. 2003). Todavia, existem algumas duvidas
que podem influenciar no resultado. Entre essas, estariam a falta de consenso do
valor de corte para se avaliar a influéncia do KPS e qual o momento ideal para
avaliarmos: pré-tratamento, pos-cirurgia ou pré-radioterapia. No presente estudo,
adotamos KPS igual a 70, em semelhanca ao utilizado na RPA, bem como o periodo
pré-tratamento para a avaliagdo. Trabalhos na literatura que apresentam KPS como
um importante fator prognéstico (LACROIX et al. 2001; JEREMIC et al. 2003)
utilizam valores variando entre 80% e 90%.

A associa¢do com quimioterapia mostrou-se também como influenciadora da
sobrevida nesta andlise e foi considerada fator prognéstico independente através do
método de regressao de cox (Tabela 12). Pacientes que receberam quimioterapia
tiveram melhor sobrevida em relagdo aos que ndo receberam o tratamento (78,95 x
57,65%). No entanto, vale ressaltar que o nimero de pacientes que receberam
quimioterapia (dez pacientes) foi menor em relagdo aos pacientes que nao receberam
(44 pacientes). O tratamento quimioterapico utilizado na época foi o BCNU e ndo ha

registros nos prontuarios do motivo pelo qual foi optado pelo uso de quimioterapia.
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O uso de quimioterapia em GBM vem sendo amplamente discutido na
literatura internacional. STUPP et al. (2005) mostraram aumento de sobrevida com o
uso do Temozolamida e, ap6s essa publicagdo, alguns centros ja adotam a
Temozolamida como droga na adjuvancia. No entanto, a discussdo de quimioterapia
em GBM estd longe do consenso. Ha quem critique o uso da droga em GBM
questionando o seu custo x beneficio em razdo do alto custo e do aumento, apesar de
significativo, de apenas alguns meses na sobrevida. WASSERFALLEN et al. (2004)
concluiram que héa necessidade de um ensaio clinico fase trés para avaliar melhor a
relacdo custo x beneficio da referida droga.

Os parametros técnicos relacionados a radioterapia, como dose total, dose por
fracdo, energia e fracionamento ndo influenciaram na sobrevida. Em relagdo a dose
de tratamento, pacientes que receberam dose entre 59Gy e 60Gy tiveram melhor
sobrevida (61,64%), apesar de ndo significativa (p = 0,67), em relagdo aos pacientes
com doses maiores de 60Gy (50,0%) ou menores de 59Gy (60,0%). Esse mesmo
resultado foi encontrado por NAKAGAWA et al. (1998), que avaliaram a sobrevida
de 38 pacientes com GBM tratados com doses entre 60Gy a 90Gy. Concluiu-se que,
mesmo com doses superiores a 60Gy, a sobrevida ndo se modificou.

Em nosso estudo, a dose por fracdo variou entre 180cGy e 200cGy. Em
relacdo a sobrevida, os pacientes que receberam 180cGy tiveram melhor sobrevida
no primeiro ano (85,71% x 50,0%) e, nos demais (segundo e terceiro ano), essa
diferenga quase nao existiu (12,24% x 12,86%; 00,00 x 00,00). Um dos possiveis
motivos da diferenca de sobrevida no primeiro ano pode ser justificada pelo fato de
que houve uma prevaléncia no fracionamento de 200cGy (72,22% x 27,78%).

O aumento da dose por fracao ja foi estudado por CHANG et al. (2003), que

mostraram que, mesmo com o aumento da dose diaria para 2,5Gy, a sobrevida se
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mantém a mesma, sem aumento aparente da toxicidade. O autor sugere a utilizacao
de doses maiores por fragdo com o objetivo de diminuir o tempo de tratamento.

Em relagdo ao tipo de energia, ndo houve, no que diz respeito a sobrevida,
alteracdo significativa quando se utilizaram diferentes intensidades de energia, como
a do cobalto ou a dos aceleradores de 4Mv e 6Mv (75% x 58,62% x 50,0%). Essas
energias possuem as mesmas caracteristicas, pois sdo energias eletromagnéticas e
muito se aproximam em relagdo a radiobiologia. Sendo assim, era de se esperar que
ndo influenciassem na sobrevida (LEHNERT et al. 1999). Nos trabalhos que avaliam
a influéncia do tipo de energia, é realizada uma comparacao entre energias do tipo
eletromagnéticas isoladas ou associadas com néutrons (boost). Nesses trabalhos, ndo
houve mudangas na sobrevida com a alteracdo do tipo de energia (KOLKER et al.

1990; KRISHNASAMY et al. 1995).

5.2 ONCOGENES E GENES SUPRESSORES

Durante o nosso trabalho, percebemos que ndo ha um consenso acerca do
papel da expressdo dessas proteinas nos casos de GBM. Um dos motivos de tal
indefinicdo deve-se a auséncia de um ponto de corte para se classificar uma célula
como positiva ou negativa para uma determinada proteina e qual o melhor método
para a sua avaliacdo. No nosso trabalho, foi estabelecido um score de 0 a 4 para
intensidade (0 = negativa, 1 = fracamente positivo, 2 = moderadamente positivo, 3 =
fortemente positivo e 4 = intensamente positivo) e percentagem de células positivas
(0 = negativa, 1 = < 25% das células positivas, 2 = 25 - 50% das células positivas, 3

= 50 — 95% das células positivas, 4 = > 95% das células positivas) e, na analise
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estatistica, empregou-se como ponto de corte a mediana dos valores obtidos pelo
anticorpo.

O gene do receptor do fator de crescimento de epitélio (EGFR) € o oncogene
mais comumente amplificado nos individuos adultos com GBM. Uma mutagdo do
gene, conhecida como EGFRVIII, ¢ freqlientemente encontrada nos pacientes com
GBM. Nessa mutagdo, o receptor perde o seu dominio extracelular, permanecendo
constantemente ativado (KRISHNAN et al. 2003). Alguns estudos evidenciaram
correlacdo da expressdo aumentada do EGFR com uma maior radio-resisténcia
(LAMMERING et al. 2004).

ZHU et al. (1996), ao avaliarem 55 pacientes tratados com radioterapia,
evidenciaram uma relagdo significativa entre o aumento do numero de células que
expressavam EGFR e uma menor sobrevida global (p = 0,0016) e sobrevida livre de
doenca (p = 0,0182). Nesse estudo, ndo houve relacio significativa da expressao do
EGFR com as varidveis analisadas, como idade (> 50 anos ou <50 anos) e sexo, ¢
nem dessas variaveis com a sobrevida global e livre de doenga.

BARKER et al. (2001b) avaliaram em 170 pacientes a expressao de EGFR e
de p53 em relacdo a resposta a radioterapia. Para isso, utilizou-se de
imunoistoquimica ¢ da comparagdo de exames de imagem como Tomografia
Computadorizada ou Ressonancia Nuclear Magnética realizados apos a cirurgia e
apds a radioterapia. Concluiu-se, com esse trabalho, que pacientes com maior
expressdo de EGFR tiveram pior resposta ao tratamento com radiagdes ionizantes.
Nao houve uma relagdo significativa da expressdo de p53 e do indice de resposta a
radioterapia.

Apesar dos resultados apresentados acima, o papel do EGFR nos GBM esta

longe de ser plenamente esclarecido.
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SMITH et al. (2001) ndao encontraram, através de analises uni e multivariadas,
uma relagdo significativa entre a expressdo da proteina EGFR e a sobrevida dos
pacientes.

QUAN et al. (2005) avaliaram, através de um trabalho retrospectivo, a
amplificagdo do EGFR em 107 pacientes com GBM. O resultado evidenciou que a
amplificacdo nao foi um fator progndstico significativo para sobrevida global mesmo
quando estratificado o resultado por idade. Em pacientes com idade inferior a 60
anos, a sobrevida média com ou sem amplificacdo do EGFR foi de 13,6 e 12,1 meses
(p= 0,94). Nos pacientes acima de 60 anos, com ¢ sem amplificagdo do EGFR, a
sobrevida foi de 8 meses e 7,1 meses (p = 0,37) respectivamente.

Um estudo conduzido pelo RTOG avaliou, em 155 pacientes, a relagdo do
nivel de expressdo da proteina EGFR com a sobrevida. Apds a avaliacdo dos
resultados, ndo se constatou diferenga na sobrevida global ou livre de doenga nos
pacientes que apresentavam aumento ou diminuicdo da expressdo da proteina
(CHAKRAVARTI et al. 2005).

Parte da dificuldade de avaliagdo, na literatura, do papel do EGFR esta no
fato de que alguns estudos avaliam a amplificacdo, enquanto outros avaliam o
aumento da sua expressao. Outro fator relevante ¢ que nem sempre a mesma técnica
¢ utilizada para a avaliagdo da expressdo protéica. Em alguns estudos ¢ utilizada a
técnica de imunoistoquimica, enquanto que em outros ¢ adotada a Western blot
(QUAN et al. 2005).

Ha tendéncia de se encontrar maior expressdo do EGFR em pacientes mais
idosos. Esse fato pode ser explicado pela constatacdo de que os GBM's sdo, na

grande maioria, tumores que acometem pessoas mais idosas.
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No presente estudo, diferentemente de outros, uma pior sobrevida dos
pacientes foi associada a uma menor expressao do EGFR, que, pelo método de Cox,
foi considerada como fator independente (Tabela 12) e ndo teve relagdo com a idade
dos pacientes. Um dos fatores que pode explicar essa diferenga ¢ que, no nosso
trabalho, utilizamos a mediana das expressoes como ponto de corte. Um outro fator ¢
que na maioria dos trabalhos os pacientes eram identificados como tendo um
aumento da expressio do EGFR independente da intensidade da reagdo
imunoistoquimica. (ZHU et al. 1996; BARKER et al. 2001b; SHINOJIMA et al.
2003).

No que tange a proteina p53, o presente estudo ndo mostrou relacdo entre o
aumento da expressdo com a sobrevida dos pacientes. Semelhante resultado foi
encontrado por KYRITSIS et al. (1995) ao estudarem a expressdao tumoral de p53
nos pacientes com GBM. Nao houve diferenca significativa (p = 0,438) nas
sobrevidas considerando os pacientes cujos tumores expressavam ou nao pS3 (49
semanas versus 53 semanas).

SHIRAISHI et al. (2001) também estudaram a influéncia da mutagdo de p53
nos pacientes com GBM. Os dados finais concluiram que a presenca da mutagdo nao
alterou a sobrevida. A média de sobrevida nos pacientes que apresentavam a mutagao
foi de 69,7 semanas e de 71,2 semanas para os que nao tinha a mutacao (p>0,05).

A influéncia da expressao de p53 nos GBM ainda ¢ objeto de discussio.
Destacamos como BIRNER et al. (2002), diferentemente dos dados anteriores,
mostraram que nos pacientes tratados com radio e quimioterapia adjuvante o
aumento da expressdo de p53 estaria associada a uma melhora da sobrevida. A taxa
de sobrevida nos primeiros 12 meses resultou 72,5% nos pacientes positivos para p53

contra 44,7% para os que nao expressavam a proteina (p= 0,0399). Na andlise
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univariada, além da expressao de p53, o KPS pods-operatorio (> 80 vs <80) e idade (>
60 vs <60 anos) também influenciaram significativamente na sobrevida.

Alguns trabalhos mostraram forte influéncia da mutagdo do p5S3 em pacientes
mais jovens. Esses tumores sdo classificados como secundarios, pois, na maioria das
vezes, tiveram lesdo precursora de menor malignidade (BURTON et al. 2002,
BIRNER et al. 2002). Esse fato poderia explicar os nossos achados, uma vez que
utilizamos pacientes adultos sem historia de segunda neoplasia.

A parada no ciclo celular em G1 apos a ativagao da p53 envolve a transcri¢ao
do gene que codifica a proteina p21. A inducdo da p21 leva a inibigdo da atividade da
proteina do retinoblastoma (pRB), que se mantém hipofosforilada, levando a parada
do ciclo celular em G1. Essa parada, como mencionado, ¢ de fundamental
importancia para permitir o reparo do DNA danificado antes que ocorra sua
duplicacdo na fase S (CARIOU et al. 1998).

Semelhante ao presente trabalho, KIRLA et al. (2000) avaliaram a expressao
das proteinas envolvidas na progressao do ciclo celular em astrocitomas de alto grau
tratados com radioterapia. O resultado encontrado mostrou que nem a expressao de
p53 e nem de p21 estavam relacionadas a sobrevida.

A fungdo da proteina p27 e sua influéncia na sobrevida dos pacientes vém
sendo estudadas em outros tumores, como mama, ha algum tempo e numa freqiiéncia
muito maior do que em tumores cerebrais em especial o GBM (CARIOU et al.
1998).

A proteina p27, similar a p21, também tem a fun¢@o de regular a passagem da
fase G1 para a fase S do ciclo celular. Essa regulagem ocorre quando a proteina inibe
a ciclina E, que ¢ responsavel pela fosforilagdo da proteina Rb. Essa inibi¢ao faz com

que a célula ndo avance para a fase S do ciclo. Nao hd niimeros significativos de
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trabalhos na literatura que estudem a influéncia dessas proteinas em GBM. A
presenga, por mais tempo, da célula tumoral na fase Gl seria importante no
tratamento com radiagdes ionizantes, uma vez que € na fase S que se tem a maior
radio-resisténcia do ciclo celular.

Diferentemente dos nossos resultados, KIRLA et al. (2003) mostraram que o
aumento da expressdo de p27 estaria associado a maior sobrevida. No entanto, em
seu estudo avaliou-se somente o p27 nuclear, ndo estabelecendo graduagdo de
positividade como na presente analise, sendo consideradas positivas apenas células
que apresentavam forte fixacdo do corante na reagdo de imunoistoquimica.

PARK et al. (2004), através dos conhecimentos da terapia gé€nica, infectaram
uma linhagem celular de GBM com p27. Apoés a infeccdo, observaram uma
diminui¢ao do ritmo de crescimento e consideravel aumento dos niveis de apoptose
(2,85 x 12,9%) em relacdo as células ndo infectadas. Os autores concluiram que a
terapia génica envolvendo p27 poderd vir a tornar-se uma grande opg¢do no
tratamento dos pacientes com GBM.

A familia Bcl2 ¢ formada por genes inibidores e promotores de apoptose. As
duas proteinas, Bcl2 e Bclx, tém a fungdo inibidora na apoptose. Alguns estudos in
vitro mostram relagao entre a expressdo de Bcl-2 e uma radio-resisténcia em GBM.
STREFFER et al. (2002), através de um trabalho in vitro com células de GBM,
concluiram que altos niveis de Bclx estdo associados a uma maior radio-resisténcia.

Em similaridade a alguns trabalhos na literatura, as expressoes de Bcl2 e Belx
ndo se mostraram, no presente estudo, influenciadoras do prognostico dos pacientes

com GBM.
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NEWCOMB et al (1998) avaliaram as expressoes de EGFR, p53 e bcl-2 em
pacientes com GBM, e verificaram que ndo houve relagdo entre a expressdo destas
proteinas com a idade dos pacientes e nem com a sobrevida.

STRIK et al. (1999) concluiram, também, que ndo houve alteragdo
significativa da sobrevida livre de doenga em relacdo aos pacientes que expressavam
ou nao a proteina (8 meses x 12 meses).

RIBEIRO et al. (2004), semelhante ao presente trabalho, compararam a
expressdo de bcl-2 e pS3 em relagdo a sobrevida e idade dos pacientes. Nao houve
relacdo significativa entre a expressdo protéica e as demais varidveis. Na literatura
ndo existe um consenso sobre o papel dessas proteinas na historia natural do GBM.

KRAUS et al. (2001) avaliaram, também, a expressdo de p53 e bcl-2 em
relagdo a progressdo livre de doenga e ndo encontraram diferencas. Apesar de as
expressoes de p53 e bel2 (29% e 67%) serem maiores nos pacientes com tempo de
recidiva superior a 12 meses em relagdo aos pacientes com tempo de recidiva menor
que seis meses (17% e 61%), essa diferenga nao foi significtiva.

FELS et al. (2000) ndo evidenciaram relacdo significativa do aumento da
expressdo com aumento da sobrevida nos pacientes com GBM. Em analise
multivariada, o padrdo de positividade de bcl2 ndo foi considerado como um
prognostico negativo.

O tratamento do GBM ¢, sem duvida, um grande desafio para a comunidade
médica cientifica mundial. Nosso trabalho mostrou que ha alguns pontos divergentes
em relacdo a alguns trabalhos na literatura. Sendo assim, trabalhos multicéntricos,
além de unir um maior nimero de casos, resultaria na padronizagdo das técnicas de

execucdo e de avaliagdo dos resultados. Isso sem duvida seria um importante passo
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na tentativa de se conhecer uma pouco mais da biologia desse agressivo tumor e

ajudaria no desenvolvimento de novas terapias.
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CONCLUSAO

Os marcadores, de uma forma geral, ndo tiveram uma hiper-expressao nas
amostras avaliadas. A excecdo ocorreu com bclx que, na maioria das vezes,
apresentou-se hiper-expresso.

Em relacao a sobrevida global e a expressao dos marcadores tumorais, apenas
auséncias da expressdao de EGFR e o aumento da expressdao de p27 nuclear
influenciaram na sobrevida dos pacientes com GBM.

Na anélise das caracteristicas clinicas, apenas a idade, o sexo ¢ o grau de RPA
foram significativos na sobrevida.

Ao se avaliar as caracteristicas clinicas com a expressao dos marcadores, as
unicas relagdes significativas foram o p53 com sexo, p53 com KPS, p21 no
nucleo com idade, p21 no nucleo com o RPA e p21 no citoplasma com KPS.
Ao se avaliar os marcadores através do modelo de regressao de COX, apenas a
auséncia da expressado do EGFR foi considerada fator prognostico

independente.
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ANEXOS




Anexo 1 -PROTOCOLO DE REACOES - TMA

O bloco de TMA é cortado no micrétomo rotativo na espessura de 5 um. Coloca-se
o tape contra o bloco de TMA e corta-se. O tape com o material € colado na lamina
apropriada e com a pressdo manual de um rolo o tape é fixado na lamina. A lamina com o
tape sofre a irradiagdo com UV por 30 min, sendo em seguida mergulhada em solucio
solvente (TPC) e seca a temperatura ambiente Os tapes sao retirados apds a secagem. As
laminas sofrem banho de parafina, estando prontas para o armazenamento em freezer.

Desparafinizacdo das laminas deixadas por 24 horas em estufa a 60°C:

Xilol a 60°C por 20 minutos

Xilol a temperatura ambiente por 20 minutos
Etanol 100% 30segundos

Etanol 95% 30 segundos

Etanol 70% 30 segundos

Lavar as laminas em agua corrente e destilada.

Ferver a solugdo tampdéo citrato 10 mM pH 6.0 em panela de presséo (Eterna®,
Nigro) destampada, mergulhar as laminas e lacrar a panela com a valvula de seguranca
aberta.

ApGs a saida do vapor saturado, abaixar a valvula de seguranca e aguardar a
pressurizacdo total. Contar 3 minutos apds esse sinal (método de recuperacdo com calor
umido usando panela de presséo).

Deixar a panela fechada sob agua corrente por 10 minutos. Destampar a panela
com as laminas e deixar por mais 10 minutos a temperatura ambiente.

Lavar as laminas em agua corrente e destilada.

Proceder ao bloqueio da peroxidase endégena com H,O, 3%, (Agua oxigenada 10
vol) com 4 trocas de 5 minutos cada.

Lavar em agua corrente e destilada.

Lavar com solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate buffered saline)
10mM pH 7.4 por 5 minutos.

Incubar as laminas com o anticorpo primério diluido em titulo pré-estabelecido
conforme tabela abaixo em tamp&o PBS contendo albumina bovina (BSA) 1% (Sigma,
A9647, EUA) e azida sédica (NaN3) 0,1%, por 18 horas a 4°C em camara umida.

Anticorpos Clones Titulos Fabricantes
P27 SX53G8 1:200 Dako M7203
P21 SX118 1:30 Dako M7202
BClIx poli 1:50 Dako A3535
BCI2 124 1:50 Dako M0887
P53 DO-7 1:500 Dako M7001
EGFR H11l 1:20 Novo Castra WCL-EGFR

Lavar em tampé&o PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubar com o anticorpo secundario biotinilado-reagente C (Biotinylated goat anti-
mouse/rabbit 1g) do kit StreptABComplex/HRP Duet (mouse/rabbit) (Dako A/S, K492,
Dinamarca) no titulo pré-estabelecido de 1:200, diluido em PBS, por 30 minutos a 37°C.

Lavar em tampéao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubar com o complexo - reagente A (Streptavidin) e reagente B (Biotinylated
peroxydase) nos titulos pré-estabelecidos de 1:200, diluido em PBS, por 30 minutos a 37°C.

Lavar em tamp&o PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubar as laminas em solucdo substrato: 60 mg% de 3,3 Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1 mL de Dimetilsulféxido (DMSO); 1 mL
de H,0, 6% (Agua oxigenada 20 vol); 100 mL de PBS; por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da

luz.

Observar ao microscopio, nas laminas controles, o desenvolvimento de precipitado
castanho dourado, como produto final da reacéo.

Lavar em agua corrente e agua destilada por 3 minutos.

Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.




Lavar bem em agua corrente e destilada
Imergir 2 vezes em &agua amoniacal (solucdo de hidroxido de amobnio 0,5%),
lavando em seguida em agua corrente e destilada.
Desidratar as laminas em:
Etanol 80%, 30 segundos
Etanol 95%, 30 segundos
Etanol 100% 2 vezes, 30 segundos cada
Xilol 4 vezes, 30 segundos cada
Montagem das laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha)



Anexo 2 - Relagdo da Expressao do EGFR com os fatores prognosticos

Variante Categoria EGFR
<0,75 > 0,75 p
Ne N°
Idade <50 10 8 0,631
> 50 18 19
Sexo Masculino 17 17 0,218
Feminino 11 10
KPS <70 4 4 0,902
>70 20 22
RPA <4 8 10 0,706
>4 16 16
Extensdo da Ressec¢do  Total 13 14 0,991
Parcial 12 13
59 a 61Gy 20 18 N/A
Dose > 61Gy 2 2
<59GY 6 7
Fracionamento 180 cGy 23 16 0,091
200 cGy 5 10
Cobalto 2 2 N/A
Energia 4 Mv 16 15
6 Mv 7 5
Quimioterapia Sim 7 3 0,161




Anexo 3 - Relagao da expressdao do p53 com os fatores prognosticos.

Variante Categoria P53
<0,75 > 0,75 p
Idade <50 9 9 0,507
> 50 22 15
Sexo Masculino 16 18 0,077
Feminino 15 6
KPS <70 8 0 0,009
>70 21 21
RPA <4 11 7 0,738
>4 18 14
Extensdo da Ressecgdo Total 13 14
Parcial 17 8 0,148
59 a 61Gy 21 17 N/A
Dose > 61Gy 2 2
<59GY 8 5
Fracionamento 180 cGy 8 7 0,707
200 cGy 23 16
Cobalto 2 2 N/A
Energia 4 Mv 19 12
6 Mv 6 6
Quimioterapia Sim 5 5 0,600
Nao 26 18




Anexo 4 - Relacao da expressao do p21 no nicleo com os fatores prognoésticos.

Variante Categoria p21 nicleo
<0,25 > 0,25 p

Idade <50 14 4 0,009
> 50 15 22

Sexo Masculino (1) 18 16 0,968
Feminino (2) 11 10

KPS <70 4 4 0,902
>70 22 20

RPA <4 13 5 0,032
>4 13 19

Extensdo da Ressecgdo Total 13 14 0,571
Parcial 14 11
59 a 61Gy 20 18 N/A

Dose >61Gy 1 3
<59GY 8 5

Fracionamento 180 cGy 7 8 0,520
200 cGy 22 17
Cobalto 3 1

Energia 4 Mv 14 17 N/A
6 Mv 9 3

Quimioterapia Sim 7 3 0,203




Anexo 5 - Relacao da expressao do p21 no citoplasma com os fatores progndsticos

Variante Categoria p21 citoplasma
<0,75 >0,75 p
Idade <50 10 8 0,631
> 50 18 19
Sexo Masculino 19 15 0,348
Feminino 9 12
KPS <70 2 6 0,095
>70 24 18
RPA <4 10 8 0,706
>4 16 16
Extensdo da Ressec¢do  Total 11 16 0,165
Parcial 15 10
59 a 61Gy 18 20 N/A
Dose > 61Gy 2 2
< 59Gy 8 5
Fracionamento 180 cGy 19 20 0,457
200 cGy 9 6
Cobalto 3 1 N/A
Energia 4 Mv 18 13
6 Mv 3 9
Quimioterapia Sim 3 7 0,161

Nao 24 20




Anexo 6 - Relagao da Expressao do p27 no nucleo com os fatores prognosticos

Variante Categoria P27 nacleo
<0,75 >0,75 P

Idade <50 11 7 0,385
> 50 18 19
Sexo Masculino 20 14 0,249
Feminino 9 12
KPS <70 5 3 0,599
>70 22 20
RPA <4 12 6 0,178
>4 15 17
Extensdo da Ressecgdo Total 15 12 0,974
Parcial 14 11
59 a 61Gy 21 17 N/A
Dose >61Gy 2 2
<59Gy 6 7
Fracionamento 180 cGy 5 10 0,091
200 cGy 23 16
Cobalto 2 2 N/A
Energia 4 Mv 13 18
6 Mv 9 3
Quimioterapia Sim 7 3 0,252

Nao 22 22




Anexo 7 - Relagao da Expressao do p27 no citoplasma com os fatores prognésticos

Variante Categoria P27 citoplasma
<10 >1,0 P
Idade <50 10 8 0,391
> 50 16 21
Sexo Masculino 15 19 0,551
Feminino 11 10
KPS <70 4 4 0,804
>70 19 23
RPA <4 9 9 0,670
>4 14 18
Extensdo da Ressecgdo Total 12 15 0,974
Parcial 11 14
59 a 61Gy 18 20 N/A
Dose > 61Gy 2 2
< 59Gy 6 7
Fracionamento 180 cGy 8 7 0,636
200 cGy 18 21
Cobalto 3 1
Energia 4 Mv 16 15 N/A
6 Mv 8 7
Quimioterapia Sim 3 7 0,252




Anexo 8 - Relagao da expressao de Bcl2 com os fatores progndsticos.

Variante Categoria Bcl2
<03 =03 p
Idade <50 7 11 0,291
> 50 20 17
Sexo Masculino 14 20 0,135
Feminino 13 8
KPS <70 5 3 0,517
>70 21 21
RPA <4 10 8 0,706
>4 16 16
Extensdo da Resseccdo  Total 12 15 0,262
Parcial 15 10
59 a 61Gy 17 21 N/A
Dose > 61Gy 3 |
< 359Gy 7 6
Fracionamento 180 cGy 9 6 0,973
200 cGy 17 22
Cobalto 1 3 N/A
Energia 4 Mv 14 17
6 Mv 8 4
Quimioterapia Sim 3 7 0,161
Nao 24 20




Anexo 9 - Relagao da Expressao belx com os fatores prognosticos.

Variante Categoria Belx
<12 >12 p
Idade <50 10 8 0,769
> 50 19 18
Sexo Masculino 17 17 0,606
Feminino 12 9
KPS <70 5 3 0,599
>70 22 20
RPA <4 11 7 0,449
>4 16 16
Extensdo da Resseccdo  Total 16 11 0,416
Parcial 12 13
59 a 61Gy 23 15
Dose > 61Gy 0 4
< 59Gy 6 7
Fracionamento 180 cGy 8 7
200 cGy 21 18
Cobalto 1 3
Energia 4 Mv 16 15
6 Mv 8 4
Quimioterapia Sim 6 4 0,658
Nao 23 21




Anexo 10 - Sobrevida dos pacientes.

Sobrevida (%)

Variavel Categoria  lano 2 anos 3 anos p

Global 60,38 14,57 2,43

Idade <50 69,70 46,46 9,29 0,0036
> 50 56,16 2,81 00,00

Sexo Masculino 60,61 23,57 3,93 0,0105
Feminino 60,0 00,00

KPS <70 50,0 21,43 00,00 0,64
>70 62,50 12,50 3,12

RPA <4 70,59 42,35 8,47 0,0005
>4 54,84 00,00

Extensdo da Ressecgdo Total 69,23 20,36 4,07 0,34
Parcial 55,10 9,18 00,00

Dose 59 - 60Gy 61,64 13,53 3,38 0,67
> 60Gy 50,0 50,0 00,00
<59Gy 60,0 8,57 00,00

Fracionamento 200 cGy 50,0 12,86 00,00 0,221
180 cGy 85,71 12,24 00,00
4 Mv 58,62 11,72 391 0,567

Energia 6 Mv 50,00 4,55 00,00
Cobalto 75,00 25,00 00,00

Quimioterapia Sim 78,95 33,83 00,00 0,0548
Nao 57,65 10,48 3,49

EGFR <0,75 47,17 6,74 00,00 0,075
> 0,75 73,58 21,88 4,38

p53 <0,75 66,10 20,77 4,15 0,36
>0,75 53,19 6,94 00,00

p21 nucleo <0,25 60,00 14,48 00,00 0,72
>0,25 60,78 14,67 4,89

p21 citoplasma <0,75 57,69 19,23 6,41 0,42
>0,75 62,96 11,11 00,00

p27 nucleo <0,75 68,42 22,81 4,56 0,0218
> 0,75 51,02 4,64 00,00

p27 citoplasma <1,0 63,27 14,60 7,30 0,8883
>1,0 57,89 14,47 00,00

bel2 <03 73,58 16,35 5,45 0,365
>0,3 47,17 12,86 00,00

belx <12 64,29 13,64 00,00 0,63
>12 56,00 15,68 5,23




Anexo 11 - Ficha para coleta de dados

Nome:
Registro Sexo:M TF Raga
Idade (ao diagnostico): Procedéncia:

Dados Clinicos

Data do diagndstico: / /

Extensdo da ressecg¢ao: fcompleto Iparcial

KPS RPA:

Topografia do Tumor:

lignorado

Data do tratamento (inicio): / /

Dose de radiagao: cGy Fracionamento: X

Técnica de Radioterapia:IRT crénio total

Energia utilizada:

Quimioterapia: sim Tnio  Qual

IRT localizada

n° de ciclos

Local da cirurgia: T Hospital do Cancer
Ntmero de ressecgdes cirurgicas: 11 1)
Data da ultima informacao: / /
Status: 1) vivo

3)morte por outra causa

T Outro hospital
Mais de duas

2) morte por cancer

4) Perdido de seguimento
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