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Resumo

Os gliomas sao os tumores cerebrais primarios mais frequentes, representando mais de 70% de
todas as neoplasias do Sistema Nervoso Central. Tanto o diagndstico como a classificacao
destes tumores sao baseados nas caracteristicas histopatologicas que, por vezes, sdo dificeis
de definir. Apesar dos avancos na neurocirurgia, quimioterapia e radioterapia, o progndstico

dos doentes com gliomas continua muito reservado.

Nos ultimos anos, diversos estudos em gliomas identificaram marcadores moleculares de
diagnostico e progndstico, Uteis na definicdo da classificacao histologica. A codelecao 1p/19q,
a presenca de mutacbes somaticas em genes que codificam isocitrato desidrogenase e a
hipermetilacdo da regidao promotora do gene MGMT sdao os trés marcadores com maior

relevancia na atualidade.

Nas ultimas duas décadas, o tratamento para os gliomas de alto grau envolveu uma
abordagem multidisciplinar, que se baseava em ressecao cirlrgica maxima, quando possivel,
seguida de radioterapia e quimioterapia. Esta constitui a abordagem terapéutica
convencional, com um grande nimero de ensaios clinicos que revelaram na sua maioria
pequenas melhorias que nao sao satisfatorias. Com a evolucdo da nanotecnologia em plena
expansao, surgiram agora os primeiros estudos sobre a aplicacao desta tecnologia inovadora
na abordagem terapéutica dos gliomas de alto grau. Novas técnicas de diagnostico e
terapéuticas baseadas em nanomateriais oferecem opcdes promissoras no tratamento de
gliomas malignos. No entanto, a entrega de nanoparticulas para tumores cerebrais malignos
representa um desafio devido a presenca da barreira hemato-encefalica e as células tumorais

infiltradas no cérebro normal que nao sao facilmente detetadas.

As nanoparticulas magnéticas representam o nanomaterial mais promissor para direcionar a
terapéutica as células tumorais e simultaneamente obter imagens em tempo real, devido as
suas propriedades paramagnéticas, permitindo localizar o tumor. A conjugacao de péptidos ou
anticorpos na superficie destas nanoparticulas permite o direcionamento direto a superficie
da célula tumoral e potencial rutura das vias de sinalizacdo ativas presentes nas células
tumorais. Esta conjugacdo de péptidos ou anticorpos sera fulcral para permitir atingir todas
as células tumorais, inclusive as que nao sao detetadas nos meios convencionais de
diagnostico. Neste momento, encontram-se em curso numerosos estudos para permitir
compreender o impacto destas nanoparticulas magnéticas no tratamento de tumores

cerebrais malignos, com especial interesse nos gliomas cerebrais de alto grau.
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Abstract

Gliomas are the most frequent primary brain tumors, accounting for over 70% of all neoplasms
of the central nervous system. Diagnosis and classification of these tumors are based on the
histopathological characteristics that are sometimes difficult to define. Despite advances in
neurosurgery, chemotherapy and radiotherapy, the prognosis of patients with gliomas remains

very poor.

In recent years, various studies in gliomas identified molecular markers for diagnostic and
prognostic, useful in defining the histological classification. The co-deletion 1p/19q, the
presence of somatic mutations in genes encoding isocitrate dehydrogenase and
hypermethylation of the promoter region of the MGMT gene are the three markers with

greater relevance today.

In the last two decades, treatment for high-grade gliomas involved a multidisciplinary
approach, which was based on maximum surgical resection, when possible, followed by
radiotherapy and chemotherapy. This is the conventional therapeutic approach, with a large
number of clinical trials that showed mostly small improvements that are unsatisfactory. With
the development of nanotechnology in full expansion, the first studies on the application of
this innovative technology in the management of high-grade gliomas have emerged. Novel
diagnostic and therapeutic techniques based on nanomaterials provide promising options in
the treatment of malignant gliomas. Delivery of nanoparticles to malignant brain tumors
represents a formidable challenge due to the presence of the blood-brain barrier and

infiltrating cancer cells in the normal brain.

The magnetic nanoparticles are the most promising nanomaterial to direct therapy to tumor
cells and simultaneously obtain images in real time, due to its paramagnetic properties,
enabling you to locate the tumor. Conjugation of peptides or antibodies to the surface of
MNPs allows direct targeting of the tumor cell surface and potential disruption of active
signaling pathways present in tumor cells. This conjugation of peptides or antibodies will be
crucial to enable reach all tumor cells, including those that are not detected in conventional
diagnostics. At the moment, there are numerous ongoing studies to enable understanding of
the impact of magnetic nanoparticles in the treatment of malignant brain tumors, with

special interest in cerebral high-grade gliomas.

Vi



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

Keywords

High grade gliomas, Molecular markers, therapeutic approach, Temozolomide, radiotherapy,

neurosurgery, nanoparticles.

vii



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

Indice

FAY e = o LYol 0 1= ) o PP iii
RESUMIO e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeaaaaaaaaaaaaaaasanasaaananns iv
[ 1Y = T 1 - 1T PP PR v
FAN o ] - Yot A PRSP Vi
AT AT oY o PRSP vii
NI vttt ettt ettt sttt ettt et ettt ettt ettt ettt e e aerean e e e e s st an s viii
[ = o L= T =( 0 = SRR X
[ = e [T - o1 T PSSP Xi
[ = e [0V o T Y [T T3PSO xii
[aYu oo LU Tor- o TSRS 1
Capitulo 1. Carateristicas e o impacto dos gliomas na nossa realidade ..........ccoceeevciieeeccieeeeenns 3
1.1 Neoplasias MaliGNas......cuuuciiiiiiiiiie ettt e e e st re e e s rra e e e s satreeesntaeeeennsaeaeeas 3
1.1.1 Tumores do Sistema Nervoso CeNntral.......cccccceeiiicieiiieiiee e e 3

IR ] 1T o o - TP 4
00 R [ Tl o =T o ol - PSR 4
0 = 4 To] (o = - TSP 4
B @ T o Yot o TR SRR 5
1.2.4 Novos marcadores moleculares de gliomas ........ccccceveveiiriiciiee e 6
Capitulo 2. Abordagem terapéutica de gliomas cerebrais de alto grau .........cccceeeevciveeecciieeeenns 9
N oY 1 o [T = ol o LT = LT - SRR 9

P A - To [T 1 =T T o1 - SRR PPP 10

P O U ¢ - - PP P PPPT PP 12
N O N[ 1a 1 o] (=] -] o - I 14
2.5 Abordagem mista/CombBiNA0a ......ccuviicueiiecieeeee ettt et 16
2.6 Tratamento NAS FECIAIVAS ..eovtiirreeriie ettt ettt e e rite e sibe e s sare e sbeesbaeesataesbeeesarees 16
2.7 Novas modalidades terapEULICAS ......cccuuiiiiciiee ettt e e 18
Capitulo 3. NaNOMEAICING ...ccii i e e e e e e e st e e e e e e e e e essnnrraaeeeeaeannas 20
N N 0o T 1 o [T = Tolo TT =T = | SR 20
A N F-T oY o= o o (ol U1 =Y U U UTRP U 21



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

3.3 Aplicabilidade nos gliomas de alto grauU......c.cceeeeuieeiiciiei i

Capitulo 4. Conclusdes e perspetivas fULUIas .........ooccciiiiiee et e e

Referéncias Bibliograficas



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

Lista de figuras

Figura 1 - Um exemplo de pseudoprogressao num paciente com GB durante o tratamento

com Tmz e RT conCoOmMitante -----mmmmmmmmmm oo e 14

Figura 2 - NPM e a sua interagao COM O tUMOL ----=--m=xmsmmsmmm o oo oo oo oo 22



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

Lista de Tabelas

Tabela 1 - Gliomas malignos: epidemiologia e prognostico

Xi



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

Lista de Acronimos

e AA - Astrocitoma Anaplasico

e ADN - &cido desoxirribonucleico

e BHE - Barreira hemato-encefalica

e CED - Convenction-enhanced delivery

e FCEV - Fator de crescimento endotelial vascular

e GAG - Gliomas de Alto Grau

e GBM - Glioblastoma Multiforme

e Gy - Grays

e GRTO - Grupo de Radioterapia Oncologica

e IARC - Agéncia Internacional de Investigacao do Cancro
e |IDH - Isocitrato Desidrogenase

e INCC - Instituto Nacional de cancro Canadiense

e  MGMT - O6-metilguanina ADN-metiltransferase

e nm - nanometro

e NOA - Grupo neuro-oncologico alema

e NP - Nanoparticula

e NPM - Nanoparticula Magnética

e OA - Oligodendroglioma Anaplasico

e OEPTC - Organizacao Europeia de Pesquisa e Tratamento do Cancro
e OMS - Organizacdo Mundial de Saude

e QT - Quimioterapia

e RFCDP - Recetor do fator de crescimento derivado das plaquetas
e RFCE - Recetor do fator de crescimento epidérmico

e RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

e RT - Radioterapia

e TC - Tomografia Computadorizada

e Tmz - Temozolamida

e VAC - Volume alvo clinico

e VBT - Volume bruto do tumor

xii



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

Introducao

Glioma é o termo utilizado para designar tumores com origem nas células da glia (astrocitos,
oligodendracitos, microglia e ependimarias). Os principais gliomas cerebrais de alto grau sao

o astrocitoma anaplasico (AA) e o glioblastoma multiforme (GBM).

O GBM é a forma mais maligna dos gliomas e constitui o tumor cerebral maligno mais comum
em adultos[1]. Mesmo tendo em conta que é um tumor relativamente raro, ndo deixa de ser
significativo e de particular interesse, uma vez que a sobrevida média apods o diagnostico nao
ultrapassa os 20 meses e apenas 5% alcancam os 5 anos[1]. Uma das principais razdes para o
mau prognostico que lhe é imputado é o diagndstico tardio, frequentemente no Ultimo estagio
do tumor. Outra razao significativa, e possivelmente determinante é a ineficacia das
terapéuticas aplicadas no presente, é neste campo da abordagem terapéutica que os esforcos
se tém multiplicado, sem se assistir a grandes melhorias no que toca ao prognodstico. Os
estudos tém recaido em duas vias para o tratamento farmacologico cujo denominador se fixa
nas diferencas observadas entre as células cancerigenas e os tecidos saudaveis. A primeira
tem como alvo as células cancerigenas propriamente ditas enquanto a segunda tem como
objetivo o bloqueio da angiogénese, contrariando a estimulacao tumoral. Em ambos os casos

nao tém sido obtidas melhorias significativas.

Como alternativa recorre-se ao tratamento cirdrgico, nao esquecendo os iniUmeros casos em
que tal ndo é possivel face a complexidade do cérebro e ao alto grau de morbilidade
associado[2]. Nos casos em que a neurocirurgia € uma opcao valida com a respetiva ressecao
tumoral, € necessario radioterapia (RT) e/ou quimioterapia (QT) adjuvante. Apesar desta
forma combinada observa-se num curto espaco de tempo a recidiva do tumor em quase todos
0s casos 0 que limitas as opgdes de tratamento. No presente, as diversas terapéuticas aceites,
como a temozolamida (Tmz), apenas atrasam o inevitavel, o que reforca a importancia de

uma investigacao aprofundada em busca de novas respostas.

Neste trabalho pretende-se sintetizar os resultados obtidos com as diversas modalidades
terapéuticas e introduzir uma nova area, a nanomedicina, na qual se deposita esperanca para
uma melhoria do progndstico atual dos gliomas de alto grau (GAG). Esta area encontra-se em
grande e visivel expansao face ao acentuado desenvolvimento tecnoldgico, nas quais se
inserem as nanoparticulas magnéticas (NPM) que poderao constituir a chave para uma nova

era no tratamento dos gliomas cerebrais e mais concretamente do glioblastoma.

Os principais desafios que este tipo de tumores representa, sio a sua inacessibilidade face a
permeabilidade seletiva da barreira hemato-encefalica (BHE) e a incapacidade de atingir
todas as células tumorais com os tratamentos convencionais devido a sua grande capacidade
infiltrativa. As nanoparticulas (NP) podem, num futuro préoximo, ser a resposta para
ultrapassar estes obstaculos, através de técnicas que possibilitem ultrapassar a BHE. O grande
potencial que possuem também se deve a possibilidade de serem associadas a todo o tipo de

1
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materiais de revestimento, inclusive ligandos especificos para as células tumorais que

pretendemos atingir.

A metodologia usada para este trabalho, baseou-se numa revisdo sistematica da literatura
sobre esta tematica nas bases de dados de medicina baseada na evidéncia: UptoDate, Clinical

Evidence, Evidence Based Medicine e PubMed.

Nao se fez restricao da data de publicacao dos artigos, mas estes foram selecionados tendo
preferéncia pela sua atualidade. Na pesquisa, ndo existiu restricao de idioma. A pesquisa foi
realizada entre 15 de Novembro de 2013 e 20 de Abril de 2014. Para a elaboracao da presente
monografia foram também consultados livros, manual e eletronicamente, os quais foram

devidamente referenciados na Bibliografia.
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Capitulo 1. Carateristicas e o impacto

dos gliomas na nossa realidade

1.1 Neoplasias malignas

Designa-se neoplasias a um grupo de doencas caracterizadas por crescimento descontrolado e
anormal das células. De acordo com as estimativas da Agéncia Internacional de Investigacao
do Cancro (IARC), ocorreram em 2008, 12.7 milhdes de novos casos de cancro e 7.6 milhoes
de mortes resultantes. Segundo as estimativas da IARC é esperado que em 2030 se atinjam
21.4 milhoes de novos casos de cancro e 13.2 milhdes de mortes, devido ao envelhecimento
da populacao, assim como a reducao da mortalidade infantil e a diminuicdo das mortes
associadas a doencas infeciosas nos paises em desenvolvimento[3].

Como facilmente podemos constatar, os dados apontam para uma quase duplicacdo no

ndimero de novos casos anuais € na mortalidade associada ao cancro.

Em geral, o cancro é um processo lento, que se inicia numa Unica célula, devido a um evento
mutacional em genes determinantes e que, depois, se desenvolve em mdultiplos estadios,
através da acumulacao de alteracdes genéticas e epigenéticas que resultam na transformacao
de uma célula normal em célula cancerigena [4]. Estas alteracdes podem ser adquiridas

hereditariamente ou ao longo da vida de um individuo.

1.1.1 Tumores do Sistema Nervoso Central

Mundialmente, foram diagnosticados aproximadamente 256 mil novos casos de tumores do
Sistema Nervoso Central (SNC) em 2012, com uma estimativa de 189 mil mortes. Em geral, a
incidéncia de tumores cerebrais primarios é superior na raga branca comparativamente a raca
negra, e a mortalidade é superior no sexo masculino em relacdo ao sexo feminino[3].
Metastases cerebrais superam a incidéncia das neoplasias primarias do cérebro numa razao de
10 para 1, e afetam 20% a 40% dos pacientes com cancro[5]. Tumores cerebrais correspondem
de 85% a 90% de todos os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC)[3].

Os tumores das células gliais, AA e GBM, sao responsaveis por aproximadamente 38% dos
tumores cerebrais primarios. Os AA representam menos de 10% de todos os gliomas do SNC.
Contudo, dado que sao agressivos e muitas vezes incluidos em estudos com GBM, sdo amiude
tratados da mesma forma. Meningiomas e outros tumores mesenquimais sao responsaveis por

aproximadamente 27% dos tumores cerebrais primarios[3].
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1.2 Gliomas

1.2.1 Incidéncia

O diagndstico e posterior estadiamento dos tumores cerebrais primarios segue a classificacao
da Organizacdo Mundial de Saide (OMS)[6]. A incidéncia anual de gliomas situa-se em 5-
6/100.000 pessoas (tabela 1).

Tabela 1- Gliomas malignos: epidemiologia e progndstico[7].

Incidéncia anual Sobrevivéncia Sobrevivéncia Sobrevivéncia
por 100,000 alano (%) a 3 anos (%) a 5 anos (%)
Astrocitoma 0.41 60.3 34.7 27.4
anaplasico
Oligodendroglioma 0.12 79.9 59.6 49.4
anaplasico
Glioblastoma 3.19 34.6 7.3 4.8

Gliomas representam mais de 70% de todos os tumores do SNC, sendo o mais frequente e
maligno o GB[8].Houve um aumento recente na incidéncia de gliomas cerebrais de alto grau
no mundo ocidental, particularmente na populacao idosa. Isto reflete provavelmente fatores
como a maior disponibilidade e a evolucdo dos exames complementares de diagnostico,
nomeadamente os imagiologicos[9]. A idade média para o diagndstico é de 45 anos no estadio

Il e de 60 anos para o estadio IV[10]. Existe uma incidéncia superior no sexo masculino.

1.2.2 Etiologia

Na maioria dos casos, nao sao associados fatores de risco. Apesar disso é possivel identificar a
exposicdo a radiacdo ionizante como um fator de risco, como nos casos de tratamento
anterior por RT[8]. Muitos outros fatores foram estudados nos quais se incluem traumatismos
cranianos, campos eletromagnéticos, tabaco e mais recentemente o uso de telemdveis.
Nenhum foi comprovado como fator de risco para o desenvolvimento GAG[11].

Aproximadamente 5% dos doentes com GAG tém uma historia familiar de gliomas[12]. A
etiologia da maioria dos gliomas malignos permanece desconhecida, excecao feita as
sindromes hereditarias como a neurofibromatose, esclerose tuberculosa, sindrome de Li
Fraumeni, sindrome de Turcot, e sindrome de Cowden. Tanto as alteracdes ndo hereditarias
como a irradiacdo sao ocorréncias raras, sendo responsaveis por menos de 10% de todos os
gliomas, sugerindo com efeito que anormalidades genéticas complexas combinadas com

fatores ambientais desconhecidos predispéem individuos ao desenvolvimento de gliomas[13].
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1.2.3 Classificacao

Em 1926, Bailey e Cushing estabeleceram o primeiro esquema, amplamente aceite, de
classificacdo de neoplasias astrociticas[14]. Desde entao tém-se reunido esforcos no sentido
de melhorar esta classificacdo e, por conseguinte, facilitar a orientacdo diagndstica e
progndstica, com destaque para os contributos das recentes modalidades imagioldgicas e
marcadores imunocitoquimicos e genéticos/moleculares. Apesar dos avancos referidos no que
toca a informacao disponivel sobre estes tumores, o seu tratamento e seguimento nao foi

alterado significativamente[15].

Existem dois tipos de glioblastomas diferenciados com base na sua origem e fendtipo
molecular: primario (de novo) e secundario. O subtipo primario representa a maioria (90%)
dos doentes com GB e desenvolve-se rapidamente num espaco de semanas, apresentando-se
como um tumor de grau IV. Glioblastomas secundarios apresentam-se como gliomas de baixo
grau e eventualmente progridem para grau IV. Apesar desta distincdo, apds o diagndstico
estabelecido, a sobrevida média para pacientes tratados com cirurgia e RT concomitante

associada a Tmz, seguido de Tmz adjuvante, é de aproximadamente 15 meses[16].

O estadiamento é determinado pela parte do tumor com maior grau de malignidade, o que
nos projeta para a importancia de uma amostra adequada, nomeadamente através de
procedimentos de biopsia[11]. Os gliomas sdo diferenciados em baixo grau e alto grau
consoante o seu prognodstico e o tipo histologico de tumor. Os tumores de grau | e Il sao
referidos como gliomas de baixo grau e os tumores de grau Ill e IV sao referidos como
GAGI[7,17].

Nesta ultima classificacdo, alto grau, incluem-se os AA, oligoastrocitomas anaplasicos (OA) e
oligodendrogliomas (grau Ill, OMS), assim como os GBM (grau IV, OMS), que no seu conjunto

sao referidos como gliomas malignos.

Segundo a OMS o estadiamento tumoral tem 4 categorias. O grau | aplica-se a les6es com
baixo potencial proliferativo e com possibilidade de cura apds resseccao cirirgica. Neoplasias
de grau Il sao geralmente infiltrativas e apesar da sua baixa atividade proliferativa
usualmente recidivam. Algumas destas neoplasias tendem a progredir para estagios superiores
de malignidade. A designacao de grau Ill da OMS é geralmente reservada para lesoes com
evidéncia histolégica de malignidade, como é o caso dos astrocitomas. Apresentam-se com
anaplasia focal ou dispersa e um potencial proliferativo acentuado com aumento da
celularidade, atipia nuclear e atividade mitética evidente. A designacdo de grau IV pela OMS
esta associada a polimorfismo celular, atipia nuclear, atividade mitética, trombose vascular,
proliferacdo microvascular e sdo neoplasias com propensao para necrose tipicamente
associadas a uma evolucao rapida da doenca, tanto no pré como no pos-operatorio, com um

desfecho quase sempre fatal[6, 11].
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O estadiamento tem sido sistematicamente avaliado e aplicado com sucesso, como no caso
particular de um espectro de tumores astrociticos difusamente infiltrativos. Estas neoplasias
sao diferenciadas em 3 categorias hierarquizadas num sistema similar ao de Ringertz [18] e St
Anne-Mayo[19]. A OMS define que tumores astrociticos difusamente infiltrativos apenas com
citologia atipica sao de grau Il (astrocitoma difuso), aqueles que demonstram adicionalmente
anaplasia e atividade mitdtica sao grau Il (AA), e aqueles que ainda apresentam proliferacao

microvascular e/ou necrose sao grau IV[6].

1.2.4 Novos marcadores moleculares de gliomas

O progresso nas técnicas moleculares permitiu a identificacdo de uma variedade de
marcadores e perfis genéticos que caraterizam os gliomas para la dos critérios histologicos.
Até ao momento, a maioria ndo teve o impacto clinico esperado, dado que a informacao
ainda nao é robusta o suficiente para o processo de deciséo clinica.

Alguns marcadores moleculares, contudo, foram apresentados aos clinicos nos Gltimos anos e
tém-se demonstrado (teis na identificacao de subtipos de gliomas (diagndstico), assim como
na orientacao do seguimento da doenca (progndstico) e na escolha do tratamento. Isto é
notdrio nos pacientes com gliomas astrociticos e oligodendrogliomas de grau lll, que sao
particularmente dificeis de distinguir apenas com critérios morfologicos.

Em 2013, trés marcadores moleculares foram considerados ferramentas Uteis para a
orientacdo dos gliomas de alto grau: perda alélica de 1p/19q, hipermetilacdo da regido
promotora do gene O-6-metilguanina-ADN metiltransferase (MGMT), e a mutacdes nos genes

isocitrato desidrogenase 1 e 2, IDH1 e IDH2.

1.2.4.1 Perda alélica 1p/19q

Esta codelecdo é consequéncia de uma translocacdo nao equilibrada entre os bracos dos
cromossomas 1 e 19. Tumores que contém células com esta translocacdo, com a perda
completa de 1p e 19q, foram associados a um fenotipo oligodendroglial, prognostico melhor,
e uma melhor resposta ao tratamento pos-operatorio, apesar do papel biolégico deste
marcador ser pouco claro. Em 2012, os resultados de estudos acompanhados durante 11-12
anos do Grupo de Radioterapia Oncoldgica e da Organizacdo Europeia para pesquisa e
tratamento do Cancro (GRTO-OEPTC) demonstraram que o beneficio da sobrevivéncia média,
resultante da adicao de QT a RT, é limitado aos pacientes com tumores oligodendrogliais
anaplasicos com a codelecao 1p/19q [20, 21]. A codelecao completa 1p/19q deve ser
distinguida da perda parcial, que por sua vez ndo tem importancia progndstica. Evidéncias
sugerem que € homogénea dentro do tumor e nao se modifica durante a evolucdo da doenca

[22]. Verificou-se que a hipermetilacado da regiao promotora do gene MGMT foi
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significativamente mais elevada em tumores com esta codelecao, quando comparados com
tumores sem alteracao em 1p e 19q[23].

Entende-se entdao que a codelecao 1p/19q € bastante indicativa da morfologia de tumores
oligodendrogliais, tornando-se um marcador interessante em termos de diagndstico[24],

nomeadamente na confirmacao histologica[25].

1.2.4.2 Metilacao da regiao promotora do gene MGMT

A metilacdo da regido promotora do gene MGMT resulta no silenciamento epigenético da
metiltransferase, a qual perde a atividade de reparacdo genética. Esta metilacdo aparenta
ser um fator de progndstico prevalente nos gliomas de estadio II-V, apesar de se verificar
uma frequéncia menor a medida que a malignidade dos tumores aumenta[26]. A reparacao
das lesoes de ADN é essencial para a integridade celular e a auséncia de expressao do gene
MGMT é, por isso, um fator de mau prognostico, uma vez que conduz a acumulacdo de
mutacdes e instabilidade cromossémica [27].

Ha mais de 15 anos atras, relatorios indicavam que a alta atividade da proteina MGMT nos
gliomas estava relacionada com a resisténcia aos agentes alquilantes que estdo entre os
farmacos mais amplamente usados no tratamento do cancro humano. Os agentes alquilantes,
como as nitrosureias, sao moléculas muito reativas responsaveis por induzir a morte celular,
pela formacao de ligacoes cruzadas entre cadeias de ADN adjacentes, sendo a posicao mais
frequente a O6-guanina. Em 2000, a metilacao da regiao promotora do gene da MGMT estava
ligada a evolucao favoravel. Em 2005, a metilacao da regidao promotora da MGMT comprovada
por uma reacao em cadeia da polimerase-metilacdo especifica era capaz de prever o
beneficio da adicdo de QT com Tmz a RT no tratamento de GBM[28].No entanto, a
padronizacao de um ensaio de MGMT para uso clinico difundido foi um desafio, e as decisdes
terapéuticas continuaram a ser feitas sem o conhecimento do status de MGMT. Em 2012, dois
ensaios randomizados realizados numa populacao em crescimento de doentes idosos com GBM
demonstrou consistentemente que a hipermetilacao da regido promotora do gene MGMT é um
biomarcador preditivo poderoso para o beneficio do uso de Tmz. Com base nestes dados, pelo
menos na populacdo idosa, um teste ao gene MGMT devera ser um procedimento padrao para

a tomada de decisoes (QT vs RT), apesar de este teste nao estar amplamente divulgado[13].

1.2.4.3 Mutacoes IDH1 e IDH2

Mutacdes pontuais nos genes que codificam as enzimas IDH1 e IDH2, originalmente
descobertas em 2008, ocorrem na maioria dos gliomas de baixo grau (>80%) e GAG
secundarios. A frequéncia destas mutagdes ndo se altera durante a progressao do grau Il para
os graus Il ou IV (conhecidos por gliomas secundarios) tal como no caso da codelecao 1p/19q.

Existem evidéncias de que os GBM primarios e secundarios se desenvolvem através de vias
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genéticas diferentes, apesar de permanecerem histomorfologicamente indistinguiveis ao
diagndstico.

Mutacoes IDH1/2, que ocorrem no inicio da formacao dos gliomas, alteram a funcdo das
enzimas, passando estas a produzir 2-hidroxiglutarato, um possivel oncometabolito, ao invés
do a-cetaglutarato. Foi demonstrado que os niveis de 2-hidroxiglutarato estdo elevados em
amostras de gliomas, tornando as células mais vulneraveis a QT e a RT[29]. As mutacdes sao
capazes de aumentar a metilacdo nos gliomas. Gliomas com a mutacao IDH1 ou, menos
frequentemente, IDH2, estdo associados a um melhor prognoéstico quando comparados com os
outros [28]. A mutacdo IDH pode ser facilmente detetada através da imunohistoquimica e de
uma forma potencialmente nao invasiva através da espectroscopia de RMN. Células gliais nao
tumorais nunca expressam a mutacdo IDH, uma referéncia que pode ser usada para
diferenciar a gliose reativa de gliomas. Astrocitoma pilocitico (estadio |, OMS), ependimoma,
e GBM primario (mas ndao GBM secundario) ndao possuem mutacdes IDH[30]. De notar que as

mutacodes da IDH nao sao alteracdes especificas dos gliomas.
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Capitulo 2. Abordagem terapéutica de

gliomas cerebrais de alto grau

2.1 Considerac¢des gerais

Entre mais de 100 subgrupos histologicos diferentes de tumores cerebrais, os GAG sado as
entidades mais frequentes, sendo responsaveis por mais de 50% dos tumores cerebrais
primarios, dependendo da idade e do pais. A incidéncia do GAG tem aumentado nas Ultimas
décadas e tornou-se significativa na populacdo idosa. Apesar de avancos importantes e
recentes no entendimento dos mecanismos de base molecular dos GAG, melhorias notaveis na
imagiologia, cirurgia, e RT, assim como a descoberta de uma série de novos farmacos

promissores, o prognostico global permanece reservado, com poucas excecoes[31].

Na atualidade as opcoes terapéuticas disponiveis no tratamento de gliomas, (que incluem, em
linhas gerais, cirurgia, RT e QT), ainda nao sao suficientemente eficazes no controlo da
progressao da doenca. A sobrevida maxima é alcancada nos doentes que sao submetidos a
uma ressecao total, seguida de RT e Tmz, mas a sobrevida média nesta populacdo continua a

ser de apenas 20 meses[32].

No passado, um erro comum foi a inclusao de todos os GAG na mesma categoria, ou seja,
tumores de grau lll e IV (OMS) eram incluidos nos mesmos protocolos de tratamento e de
estudo, apesar das suas caracteristicas e prognosticos serem bastante diferentes. Em termos
histopatoldgicos, gliomas de grau IV ou GBM apresentam caracteristicas de necrose e
proliferacdo microvascular intensa, que ndo sao encontradas nos astrocitomas anaplasicos de

grau Il ou oligodendrogliomas anaplasicos[31].

O ensaio preponderante da Organizacao Europeia de Pesquisa e Tratamento do Cancro
juntamente com o Instituto Nacional de Cancro do Canada (OEPTC-INCC), publicado em 2005
e atualizado em 2009, estabeleceu o tratamento estandardizado para GBM [33, 34]. Apesar de
uma minoria significativa de pacientes sobreviver varios anos,[28, 35] a maioria sucumbe a
doenca. Progresso também foi feito no que toca a AA e OA[20, 21], para os quais o
progndstico € menos sombrio. A qualidade de vida relacionada com a saude é uma ferramenta
de importancia crescente nos GAG[36, 37], devendo ser um aspeto a incluir em qualquer

ensaio prospetivo, de forma a facilitar a decisao terapéutica final.

A abordagem com melhores resultados em relacao aos GAG envolve uma equipa
multidisciplinar. As opcbes para essa abordagem vao desde o tratamento conservador a
cirurgia e terapia adjuvante. O principal objetivo é o diagnostico e o prolongamento da
sobrevida sem intercorréncias. A dexametasona tem uma importancia vital no controlo rapido

do edema cerebral associado aos tumores. Uma eventual ineficacia dos esterdides sugere um
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maior défice neuroldgico no caso de uma ressecdo cirlrgica radical[38]. Uma abordagem
conservadora é uma opcao valida em pacientes com um prognostico reservado devido a sua
idade e as suas comorbilidades. Nesta situacdao é importante um tratamento paliativo/de

suporte com boa qualidade[11].

Preditores fortes de resultados benéficos nao estao relacionados com o tratamento em si, mas
sim com o paciente e nao podem ser alterados; incluem-se nestas condicdes a idade, a
pontuacdo de desempenho, o estado mental e mutacdes (epi)genéticas. Um exemplo da
influéncia desses preditores € visivel no caso do silenciamento da MGMT através da metilacao
da respetiva regiao promotora, neste caso existe um compromisso da reparacao do ADN e os

pacientes retiram um beneficio superior dos tratamentos atuais[39].

Existem diversas terapéuticas experimentais com resultados promissores que serao referidas
posteriormente, no entanto a sua aplicabilidade ainda tem pouca expressao e as terapéuticas

convencionais permanecem como os principais meios disponiveis para fazer face aos GAG.

2.2 Radioterapia

Para os radioterapeutas, os GAG sdao objeto de muito interesse, mas também de muitas
frustracoes. Em termos de medicina baseada na evidéncia, nenhum progresso significativo foi

feito desde a adicao concomitante e adjuvante de Tmz a RT[40].

Os GAG estao entre os tumores solidos mais heterogéneos em oncologia. A invasdo tumoral
nos gliomas é um processo de multiplos passos [41]. Provavelmente coexistem nos mesmos
GAG populacoes celulares de glioma de grau 2, grau 3, e/ou de grau 4, algumas com alta
atividade mitdtica e um perfil pré-angiogénico, enquanto outras sao sobretudo necroticas ou
quiescentes; estas Ultimas células exibem caracteristicas predominantemente infiltrativas
com a atividade metabodlica muito baixa[42]. Consequentemente, o conceito académico de
usar homogeneamente a “dose certa para o volume certo” aparenta ser inadequado. Além
disso, tem sido demonstrada a capacidade dos GAG aumentarem a sua agressividade em

periodos muito precoces de QT-RT[40].

O exato mecanismo da RT permanece incerto, contudo a maioria apoia a nocao que o efeito
celular mais importante da radiacdao é a quebra da cadeia dupla de ADN. Esta clivagem
provoca uma perda irreversivel da integridade reprodutiva da célula e uma eventual morte
celular. A RT também usa radiacao ionizante que por sua vez vai interagir com moléculas de

agua dentro da célula, o que liberta radicais livres, causando dano adicional ao ADN[43].

Pouco depois da descoberta dos raio-x por Roentgen em 1895[44], houve relatos de pacientes

com cancro que foram tratados com sucesso com RT[45].
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Frankel e German[46] publicaram um dos primeiros relatérios de RT para o GB em 1958, onde
concluiram que a radiacdo pos-operatoria de rotina prolongava efetivamente os efeitos
paliativos da cirurgia e propuseram um uso mais geral de RT. Em termos de cirurgia,
concluiram que uma remocao mais radical do tumor oferece melhor progndstico no que diz

respeito a mortalidade operatoria e subsequente tempo de sobrevida.

RT é a modalidade de tratamento que tem maior impacto na sobrevivéncia média dos doentes
com GAG e no caso concreto de GBM, a adicao de RT a cirurgia aumentou a sobrevivéncia
média de 3 ou 4 meses para 12 meses[33, 47]. Esta modalidade é agora usada rotineiramente
como parte do regime de tratamento para GAG. A sua eficacia e precisdo continuam a ser
estudadas. Problemas como a precisao e complicacdes relacionadas com o tratamento
permanecem como as principais questdes a avaliar. Infelizmente, a janela terapéutica para a
RT ao cérebro é estreita e existe uma incidéncia crescente de necrose derivada da radiacéo

com doses mais altas[11].

0 novo paradigma de uso da forma nao homogénea em que a dose é adaptada para
determinado volume é claramente mais adequado que o principio da homogeneidade, mas
implica o uso de ferramentas mais sofisticadas, nomeadamente meios imagioldgicos
avancados com novos algoritmos, acelerador linear de particulas (LINACs) tecnologicamente
avancados, e novos modelos matematicos de progressao tumoral para uma previsdo dinamica
do crescimento do tumor[48, 49]. Como o passo inicial na RT é a delimitacao do tumor, existe
a necessidade urgente de uma melhor visualizacdo dinamica destes novos "alvos bioldgicos”,
que va mais além do aparelho de tomografia computadorizada convencional e da ressonancia
magnética anatdomica, que apenas revelam imagens estaticas dos GAGs num momento

particular[40].

Devido a sua resolucao espacial superior, a ressonancia magnética nuclear (RMN) é favorecida
no estudo de GAG, mas a sua superioridade sobre a tomografia computadorizada (TC) nao foi
clinicamente comprovada. O ambiente peritumoral dos GAG é conhecido por incluir
proporcoes altamente variaveis de edema vasogénico e importantes populacoes de células
gliais. Consequentemente, o grupo de radioterapia oncoldgica (GRTO) e o OEETC recomendam
considerar estas regides hiperintensas em T2 como volume patolégico macroscopico [definido
como o volume bruto do tumor (VBT)] ou como volume patoldgico microscépico [definido
como o volume alvo clinico (VAC)], de acordo com o grau do glioma e os grupos de pesquisa
ou organizacoes (GRTO ou OEETC) [40].

Em termos gerais o VAC corresponde ao VBT com uma margem adicional de 2.5cm; a este
volume adiciona-se ainda uma margem de 0.5cm para prevenir eventuais erros de
configuracao e movimentos do paciente. Este volume total é referido como o Volume Alvo
Planeado (VAP), isto €, uma margem de 3cm com tecido cerebral normal é aplicada a volta do

tumor. Para reduzir os riscos de necrose por radiacdo a dose ¢ limitada[11]. De realcar que as

11



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

orientacdes da OEETC recomendam fortemente que a dose para o cérebro normal, exterior ao

VAP, seja idealmente inferior a 60% da dose prescrita (36 Gy)[40].

Varios regimes de RT foram propostos, mas tradicionalmente sao usados apenas dois nos GAG.
Referimo-nos portanto a RT radical, com doses de 60 grays (Gy) distribuidas em 30 fracoes

diarias e a RT paliativa, na qual se usa doses de 30 Gy durante 2 semanas em 6 fracoes[11].

Ainda que tenha sido demonstrada uma melhoria no controlo local e sobrevida quando a dose
de radiacao foi aumentada de 40 a 60 Gy, a recidiva continua a ser superior a 85%[50]. Usar
mais de 60 Gy parece logico, mas o Unico estudo prospetivo randomizado (GRTO 93-05) nao
conseguiu demonstrar qualquer vantagem a favor de um conceito de escalada da dose por

estereotaxia guiada por RMN[51].

Muitas variacdes do padrao de RT foram investigadas numa tentativa de aumentar a eficacia,
incluindo doses superiores a 60Gy, esquemas de fracionamento alterados, braquiterapia,
radiocirurgia estereotaxica, e o uso de agentes radiossensiveis. Nenhum destes demonstrou

um beneficio adicional em comparacdo com o padrao de RT fracionada usual[52, 53].

2.3 Cirurgia

Uma das formas mais antigas e, quica, ainda a mais importante no tratamento disponivel para
pacientes com glioma, é a cirurgia. Mesmo no meio contemporaneo de regimes multimodais,

incluindo RT e QT, a ressecao do glioma continua a ser um esteio[54].

Os GAG, nomeadamente o GB, comporta-se de forma extremamente agressiva.
Independentemente do grau, eles tém uma alta taxa de recorréncia e de progressido para
graus superiores, e sao finalmente fatais na maioria dos pacientes[55]. Estes tumores
difundem-se geralmente no tecido cerebral normal, o que significa que a ressecao cirurgica
envolve usualmente a remocao de tecido funcional. Deste modo, estes tumores sao dificeis de
remover na sua totalidade, especialmente quando células neoplasicas estao difundidas numa
grande area do cérebro[56]. Devido a estes desafios, muitos neurocirurgides ainda evitam os
riscos associados a ressecao cirdrgica procedendo no seu lugar a uma biopsia e posterior uso
de RT[57].

Biopsias sao pouco invasivas, bem toleradas e adequadas para lesdes em qualquer local e de
qualquer tamanho, sao usualmente consideradas quando os riscos da ressecao superam o0s
beneficios. Tem maior importancia nos casos em que o diagnostico inicial pode influenciar o
tratamento subsequente. Contudo, podem ocorrer erros na recolha das mesmas,
especialmente em amostras pequenas e heterogéneas. Para reduzir o risco de biopsias nao

diagnosticas, a orientacao imagioldgica é rotineiramente usada para guia-las[11].
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Uma das razoes para a referida reniténcia em executar uma ressecao total é a crenca comum
de que, independentemente da aparéncia radiologica, os gliomas se disseminam por uma
grande area e usualmente apresentam infiltrado microscopico no hemisfério contralateral no
momento da sua apresentacao inicial. Assim sendo, muitos autores defendem que os gliomas
sdo incuraveis. Uma das bases destas crencas cinge-se a estudos realizados ha 60-80 anos com
um numero reduzido de pacientes (5 ou menos), que foram tratados e seguidos com técnicas
cirrgicas e de diagnostico ultrapassadas nos dias de hoje. De referir que os critérios usados,
assim como o follow-up nao se encontram de acordo com os padroes atuais de evidéncia em

estudos cirargicos[57].

Apesar desta opcao, evidéncias sugerem que uma ressecao grosseira aproximadamente total
confere um beneficio moderado na sobrevivéncia quando comparado a bidpsia ou a ressecao
subtotal[2, 58, 59]. Os beneficios da ressecdo incluem melhoria dos sintomas relacionados
com o efeito de massa, reducao do volume do tumor[60] e remocao do nlcleo necrético do
mesmo, que pode ser resistente a RT e de dificil acesso a QT circulante. A ressecao cirlrgica
no caso de recorréncia pode melhorar a qualidade de vida e permitir que haja tempo para

terapias adicionais, mas o impacto na sobrevivéncia média é irrisorio.

Apesar da singularidade dos gliomas, estes continuam a ser um tumor solido sobre o qual sao
aplicaveis os dogmas basicos da oncologia. Dado que uma neoplasia € uma colecéo
heterogénea de diferentes populacdes celulares, uma percentagem das células tumorais é
naturalmente resistente ou menos sensivel a qualquer terapia adjuvante, incluindo RT e QT
convencional[57]. No entanto, a remocao cirtrgica é imune ao fato de existir uma populacao
heterogénea de células, removendo tudo o que estiver nas margens definidas previamente.
Assim a ressecdo cirlrgica € a pedra angular das terapias com maior sucesso em qualquer
cancro, reduz drasticamente o nimero de células que necessitam de ser destruidas pela
terapia adjuvante, e reduz dessa forma a possibilidade de encontrar populacées celulares
resistentes[57]. Ressecdes totais grosseiras dos gliomas podem ser alcancadas através de
melhores técnicas de localizacdo tumoral em simultaneo com melhores técnicas de
visualizacao e identificacdo. A RMN intraoperatoria ganhou evidéncia com base em relatorios
que comprovam o aumento das taxas de ressecao completa e melhora da sobrevida[61].
Infelizmente, o custo associado a RMN intraoperatoria é muito elevado e constitui um entrave

a sua disseminacao.

Wolber[32] descreve a cirurgia de GAG com os mais recentes desenvolvimentos no
planeamento pré-operatdrio, neuronavegacao multimodal, e diferentes meios que permitam
uma citorreducdo maxima e segura, associando estes desenvolvimentos a um melhor
progndstico. Craniotomias com os pacientes acordados nao é uma abordagem nova mas ainda
nao é amplamente usada na cirurgia de rotina em gliomas. A implementacao deste tipo de
cirurgia pode diminuir os défices neuroldgicos pos-operatorios e permitir uma ressecao
extensa do tumor, mesmo em areas eloquentes do cérebro. A constatacdo durante a cirurgia

de que as fungdes neurologicas do paciente permanecem intactas pode aumentar a confianca
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do cirurgiao, resultando numa excisao mais extensa[32]. O padrao de ouro para a cirurgia
segura em areas funcionais criticas € o mapeamento intraoperatério com o paciente
acordado[32].

O papel da ressecao foi confirmado com a demonstracao de que o aumento na taxa de
ressecoes completas, auxiliadas pelo marcador fluorescente acido 5-aminolevulinico (5-ALA)
para delinear a area tumoral sob o microscopio cirurgico, se traduz numa melhoria da
sobrevida livre de recorréncias em 6 meses[62]. Imagens de fluorescéncia intraoperatoria,
especialmente imagiologia de fluorescéncia na gama do infravermelho proximo, tem o
potencial de revolucionar a neurocirurgia proporcionando imagens de orientagcao em tempo
real com alta sensibilidade, o que permite aos cirurgides definir com maior exatidao as

margens do glioma[63, 64].

2.4 Quimioterapia

As nitrosureias (ex:vincristina) foram substituidas pela Tmz como tratamento padrao para os
GBM recém-diagnosticados, com base nos resultados de um estudo de fase Ill conduzido pela
OEPTC e o INCC. O estudo comparou a aplicacao de RT isolada (60 Gy durante 6 semanas) com
a aplicacio de RT e Tmz diaria concomitante (75mg/m?/dia) seguido de uma terapia
adjuvante de Tmz (150-200mg/m?/dia durante 5 dias consecutivos apds cada ciclo de 28 dias,
durante 6 ciclos)[33]. A adicdo de Tmz a RT melhorou a sobrevida média em comparacdo com
a RT isolada (14.6 versus 12.1 meses). Recentemente os resultados deste estudo foram
atualizados, revelando que o aumento da sobrevida devido a Tmz foi mantido, até aos 5
anos[34]. O beneficio da Tmz aumenta de forma significativa em pacientes com a metilacéao
da regiao promotora do gene da MGMT. Entre os pacientes com GBM e a metilacao de MGMT
que foram tratados com Tmz, a sobrevida média é de 21.7 meses e a sobrevida aos 2 anos é
de 46%. No caso dos pacientes sem a metilacdo de MGMT a sobrevida média foi de 12.7 meses

e a sobrevida aos 2 anos foi de 13.8%[28].

E agora reconhecido que os achados na RMN imediatamente apds a QT podem demonstrar
uma aparente progressao da doenca, imagens subsequentes mostram que estas alteracdes ou
estabilizam ou progridem. Esta pseudoprogressao € mais frequentemente observada nos
pacientes com a metilacdo do MGMT e pensa-se que representa um sinal de prognostico

positivo de resposta a terapia (figura 1)[11].

Uma alternativa para a QT sistémica envolve a implantacdo cirlrgica de polimeros
biodegradaveis contendo carmustina (Gliadel® Wafer) na cavidade de ressecdo tumoral. Um
estudo randomizado, duplo cego de fase Ill demonstrou um beneficio modesto em pacientes

com GBM recém-diagnosticados. Os pacientes que receberam radiacao e placebo obtiveram

14



Abordagem Terapéutica de Gliomas Cerebrais de Alto Grau

uma sobrevida de apenas 11.6 meses, em comparacao com os 13.9 meses de sobrevida para

0s pacientes que receberam radiacao e carmustina[65].

Before Start of

After 2 More Cycles
Start of chemo RT Adjuvant Phase y

Figura1 - Um exemplo de pseudoprogressao num paciente com GB durante o tratamento com Tmz e RT
concomitante. Antes do inicio da fase adjuvante este tumor aparenta um aumento das suas dimensodes.
Isto ndo € uma progressao real mas sim pseudoprogressao, uma vez que, a medida que se continua a

Tmz concomitante obtemos uma excelente resposta depois de mais 2 ciclos[11].

No entanto, foi recentemente publicado um estudo (RESCUE) que demonstrou que a
administracdo continua de Tmz numa dose diaria de 50 mg/m?, ao invés dos ciclos
convencionais 5/28, tem uma eficacia favoravel e é bem tolerada como um agente de
segunda linha[66]. Outros agentes, tais como carmustina, carboplatina, etoposido,
irinotecano e procarbazina, lomustina e vincristina, produzem baixa taxas de resposta e

nenhum beneficio significativo de sobrevida[67].

Tanto a OEETC como a GRTO nos USA e Canada exploraram o papel da vincristina antes e
depois da RT em OA. Ambos os estudos revelaram que a adicdo de vincristina a RT em AO
recém-diagnosticados aumentava a sobrevida sem recidivas mas ndo a sobrevida global[68,
69]. Como a toxicidade hematoldgica da vincristina é substancial, foi concluido que a
vincristina como adjuvante nao deveria ser considerada parte do tratamento estandardizado

destes tumores[7].

O NOA (grupo neuro-oncologico alemao) explorou a possibilidade da QT apenas com
vincristina ou Tmz substituir o tratamento Unico de RT no caso de gliomas anaplasicos recém-
diagnosticados. O ensaio 04 do NOA demonstrou nao haver diferenca para a sobrevida global
ou livre de recidivas entre estes tratamentos de 1° linha para os AA, OA e oligodendroglioma.

A Tmz foi tao efetiva como a vincristina, mas melhor tolerada[70].

Muitos neuro-oncologistas estendem a duracdo do tratamento, dada a excelente

tolerabilidade da Tmz, geralmente por 12 meses ou mais. A vantagem dessa abordagem é
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desconhecida e deve ser estudada, até porque a exposicao prolongada a alquilantes aumenta

o risco de mielodisplasia[71].

2.5 Abordagem mista/combinada

O tratamento classico do glioma anaplasico recém-diagnosticado inclui uma ressecao
cirirgica total se possivel, seguida de RT (54-60 Gy em fracbes de 1.8-2 Gy) diretamente
sobre a regiao do tumor com uma margem de seguranca de 2-3 cm, dependendo da
localizacao. A cirurgia em pacientes com gliomas malignos tem como objetivo a remocao da
maior quantidade possivel do tumor, sem causar défices neurologicos. A biopsia é
possivelmente a Unica opcao para tumores multifocais ou que envolvam o corpo caloso. O
papel da QT em adicao a RT tem sido examinado em iniUmeros estudos, mas os resultados sdo
inconclusivos. Foi realizado um estudo britanico de grandes dimensdes para avaliar a
combinacao de procarbazina, lomustina e vincristina, ainda que em dosagens incomuns, tendo
sido obtida uma sobrevida média de 15 meses com a RT + vincristina versus 13 meses apenas
com RT[72].

A analise de trés estudos randomizados [68-70] estabeleceu o papel progndstico proeminente
de marcadores moleculares em pacientes com gliomas anaplasicos e revelou os seguintes
resultados: a perda alélica de 1p/19q esta fortemente associada com a morfologia
oligodendroglial e um melhor resultado com a RT isolada, QT isolada ou a modalidade de
tratamento combinado[68-70]; a metilacdo do promotor MGMT prevé uma maior sobrevida
global e sem recidiva independente do tipo de tratamento[70, 73]; mutacdes de IDH sao
comuns em todos os tipos de glioma anaplasico e de progndstico favoravel
independentemente do tratamento[7]. Por conseguinte, nenhum destes marcadores é

atualmente Util para escolher entre a RT, QT ou tratamento de modalidade combinada[74].

2.6 Tratamento nas recidivas

Os GAG recidivam de forma quase universal, sendo que o padrao de recidiva demonstra que
esta ocorre predominantemente num raio de 2 cm em relacdo a localizacdo primaria do
tumor. As opgles terapéuticas sdao repetir cirurgia, a administracdo de QT com o mesmo
esquema anterior ou com alteracao do mesmo, e RT adicional. A repeticao do procedimento
cirirgico tem demonstrado aumento da sobrevida em pacientes cuidadosamente
selecionados, contudo, a cirurgia sem a terapia adjuvante adicional pode nao ser efetiva[75,
76].
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A administracao de doses repetidas de RT tem sido limitada devido ao receio de
complicacoes, derivadas da exposicao a doses progressivamente maiores de radiacao. A
reavaliacdo da toxicidade por radiacdo apds os avangos recentes nas técnicas e respetiva
tecnologia usada na RT revelaram que, sao raros os casos de necrose com doses de radiacao
superiores a 100Gy nos tecidos normais[77]. Sao necessarios mais estudos para determinar um

método 6timo para a aplicacao de RT nos GAG recidivantes.

As opcoes terapéuticas nos pacientes com GB recorrente estdao a aumentar de maneira
substancial mas o tratamento padrao nao foi ainda bem definido. Uma minoria dos pacientes
beneficia de uma segunda cirurgia ou de uma segunda aplicacao de RT. Bevacizumab foi
aprovado para o tratamento de GB recorrentes em varios paises como a Suica e os EUA, mas
tal ainda nao aconteceu na Uniao Europeia. O valor do bevacizumab no tratamento de gliomas
€ universalmente aceite, mas existem ainda muitas duvidas no esquema terapéutico a
usar[7]. Este farmaco é um anticorpo monoclonal que bloqueia a acdo do fator de
crescimento endotelial vascular (FCEV), impedindo o crescimento de células vasculares

tumorais[78].

Em pacientes selecionados com GBM recorrente que podem ser submetidos a ressecdo, os
implantes de carmustina produzem uma vantagem modesta na sobrevida de cerca de oito
semanas[79]. Tendo em conta a informacao limitada, a decisao terapéutica no caso de um
GBM que recidiva é realizada numa base individual. Os fatores a considerar incluem a
histologia do tumor, terapia anterior, intervalo de tempo até a recidiva, e estado geral. Em
geral, os pacientes com doenca recorrente devem ser incluidos em estudos sempre que

possivel[80].

Irinotecano, cisplatina, e nitrosureias tém um longo historial de uso em tumores cerebrais,
com eficacia demonstrada no tratamento adjuvante de gliomas. Na atualidade o padrado de
tratamento dos gliomas baseia-se na Tmz com RT concomitante e o papel destes
quimioterapicos mudou para o tratamento de casos de recorréncias e progressdo dos tumores.
Apesar dos avancos em agentes bioldgicos, a atividade comprovada destes agentes
quimioterapicos nos tumores cerebrais ira assegurar-lhes um lugar no arsenal dos neuro-

oncologistas nos proximos anos[81].

Existem variados esquemas de tratamento para os pacientes com glioma anaplasico
recorrente, e a escolha é realizada tendo em atencao o tratamento primario, ou seja, se nao
tiver sido sujeito a RT deve ser esta a primeira opcdo. Aqueles que ja foram alvo de RT
devem receber QT, e considerando o seu perfil comprovado de seguranca e tolerancia, a
escolha devera recair na Tmz. Em pacientes que ja foram alvo de ambos os tipos de
tratamento referidos e que ndo obtiveram progressos, deve optar-se por outra estratégia

terapéutica experimental como a monoterapia com bevacizumab|[7].
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2.7 Novas modalidades terapéuticas

Existem diversos estudos sobre novas modalidades terapéuticas, um deles faz uma analise
critica dos padrdes atuais de tratamento e novas abordagens na gestao do GBM, a partir de
uma perspetiva de oncologia médica e neuro-oncologia. A partir dos estudos publicados em
pacientes adultos (OEETC-INCC) e em pacientes idosos, foram avaliadas cuidadosamente

novas terapias.

Terapias moleculares especificas sao uma perspetiva interessante, atualmente em varios
estagios de pesquisa e desenvolvimento. Estes sdo farmacos que tém como objetivo atingir as
vias oncogénicas em gliomas, através da interacdo com os recetores ou afetando um alvo a
jusante. Os ensaios clinicos de farmacos que bloqueiam o recetor do fator de crescimento
epidérmico (RFCE), o recetor do fator de crescimento derivado de plaquetas (RFCDP) e o

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e respetivas vias, até agora tém sido dececionantes[11].

A angiogénese é importante para o crescimento e proliferacdo dos GAG e é mediada por
diversas vias, principalmente através do FCEV, niveis elevados deste fator sao observados nos
tumores malignos como o GBM. Visar o FCEV parecia ser uma abordagem muito atraente,
dada a expressao aumentada de FCEV em GBM, no entanto, foram realizados recentemente
dois estudos controlados randomizados sobre GBM primario que obtiveram resultados
dececionantes, levantando uma série de questdes relativas a adicdo de FCEV para
quimioradioterapia. Um outro estudo de larga escala nao randomizado de fase 2 do
bevacizumab em casos de recidiva revelou uma taxa de resposta alta (sobrevida sem
recorréncia aos 6 meses de 46%; sobrevida global aos 6 meses de 77%)[78], o que revela ser
um farmaco particularmente util nos casos de recorréncias[11, 80]. O bevacizumab é
geralmente bem tolerado, sendo os efeitos secundarios mais comuns a fadiga, hipertensao, e
proteinlria. Outros efeitos secundarios menos comuns mas com maior gravidade incluem o
tromboembolismo, hemorragia, e perfuracdo intestinal[80]. Infelizmente, os beneficios da
terapia antiangiogénica sao transitorios, e foi sugerido que as respostas radiograficas
substanciais observadas em pacientes sob o efeito de bevacizumab fossem o resultado de uma

permeabilidade diminuida da vasculatura ao invés de um efeito anti-tumoral real[80].

Além disso, o farmaco cilengitide, inibidor seletivo de integrinas, produziu resultados
animadores em estudos de fase 2, em particular para os pacientes cujos tumores exibem a
metilacdo do MGMT, mas a eficacia desta abordagem nao foi confirmada num estudo
randomizado controlado de grande dimensdo. Varios agentes dirigidos contra o recetor do
fator de crescimento epidérmico (RFCE) foram testados, mas os resultados foram novamente

decepcionantes[82].

A monoterapia tem pouco efeito como verificamos ap6s os estudos mencionados
anteriormente, uma possivel explicacao para esta fraca resposta podera dever-se ao facto de

multiplos receptores de tirosina quinases estarem activados durante o desenvolvimento do
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glioma, o que faz com que o bloqueio de apenas um receptor tenha um efeito reduzido. A
combinacao de varias terapias especificas podera ser um aspecto importante a considerar
futuramente[11, 80].
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Capitulo 3. Nanomedicina

3.1 Considerac¢des gerais

A Nanotecnologia, juntamente com alguns conceitos relacionados, tais como os
nanomateriais, nanoestruturas e NP, tornou-se um foco prioritario para a investigacao
cientifica e desenvolvimento tecnologico. A nanotecnologia corresponde a criacao de
materiais e dispositivos a nanoescala. A emergente nanomedicina associa a nanotecnologia a
medicina de forma a desenvolver novas terapias e melhorar os tratamentos atualmente
utilizados. Na nanomedicina manipulam-se atomos e moléculas para produzir nanoestruturas

da mesma dimensao de biomoléculas para interacdo com as células humanas.

Nos Ultimos anos, surgiu uma inovacao na area da terapia do cancro, denominada terapia
dirigida ou direcionada, que envolve o desenvolvimento de farmacos confinados a NPs
(nanofarmacos). Este direcionamento do agente terapéutico pode ser passivo ou ativo. O
direcionamento passivo € baseado na reduzida dimensao das NPs, que as leva a entregar o
farmaco, preferencialmente, no local do tumor. Os materiais distribuidos sistemicamente
acumulam-se nos locais afetados, com base numa aumentada permeabilidade e retencao. Por
outro lado, o direcionamento ativo envolve a conjugacao das NPs com ligandos. Estes ligandos
ligam-se especificamente a certos tipos de células tumorais, o que permite que as NPs
distribuam o farmaco apenas nessas células tumorais e nao nas restantes células do
organismo[83]. As NPs direcionadas para as células tumorais irdo permitir aplicar terapias
seletivas, com menos efeitos secundarios. Adicionalmente, devido a uma capacidade
aumentada para visualizacdo de células tumorais ira permitir um diagnostico precoce,
conferir uma monitorizacdo em tempo real da eficacia de um tratamento e controlar o
aparecimento de metastases ou de tumor reincidente. Esta capacidade aumentada deve-se a
utilizacdo de NPs superparamagnéticas de 6xido de ferro que funcionam como contraste na
RMN.

Existe ainda a possibilidade de reaproveitamento de agentes quimioterapicos, cujo interesse
diminuiu por serem extremamente toxicos mas que, tendo em conta os sistemas de
distribuicdo possiveis através da Nanotecnologia, podem agora tornar-se opgdes viaveis no
tratamento de cancro. O uso de nanomateriais biocompativeis permitiu a fabricacdo de NPs

com capacidades que superam as dos agentes convencionais[84].
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3.2 Nanoparticulas

Com os avancos atuais nas engenharias, estdo a ser sintetizadas e testadas NPs com varios
tamanhos, formas, composicao e compostos de revestimento. Alguns dos tipos de NPs mais
usados incluem particulas poliméricas, micélios[85], nanoshells[86], pontos quanticos[87], e

NPs magnéticas de oxido de ferro [88].

As NPM representam um nanomaterial promissor devido as suas propriedades
eletromagnéticas Unicas que permitem a sua detecao pela RMN[89, 90]. Estas NPM mostraram
grande potencial como agentes de contraste em T1 ou T2 na RMN, sendo que as NPs
superparamagnéticas de oxido de ferro sdao as mais investigadas como agentes de
contraste[91]. NPs de oxido de ferro num campo magnético podem gerar niveis de contraste
significativamente maiores que o gadolinio, fornecendo assim a oportunidade de detetar

tumores precocemente.

Tanto o perfil de toxicidade favoravel, como a sua capacidade para atravessar a BHE hemato-
encefalica, fazem destas NPs uma nanoplataforma atrativa para as terapias destinadas aos
tumores cerebrais malignos. As propriedades Unicas das NPM também podem ser exploradas
para gerar hipertermia local com a aplicacdo segura de campos eletromagnéticos[92]. A
hipertermia corresponde a elevacdo da temperatura numa regido especifica do corpo
usualmente afetada por um tumor. O principio fisico baseia-se na morte direta das células

tumorais com temperaturas de 41° a 42° Celsius.

As NPM sdao comummente compostas por um nlcleo e um revestimento, o nicleo é composto
por oxido de ferro (usualmente magnetite ou magmite), revestido com um material
biocompativel[93]. As NPs de magnetite tornam-se superparamagnéticas a temperatura
ambiente se o diametro do cerne da particula for de 20 nm ou menos. Estas NPs tém inimeras
aplicacoes, de entre as quais se destacam a reparacao de tecidos, marcacao celular,
diagnostico e tratamento de cancro. Além disso alguns estudos tém demonstrado que o ferro
libertado a partir da NPM em degradacdao é metabolizado pelo corpo, reduzindo assim o

potencial de citotoxicidade a longo prazo[94].

NPs carregadas com quimioterapicos obtiveram resultados positivos nas formulacdes de
libertacdo sustentada, que podem baixar a toxicidade sistémica e produzir um maior efeito
antitumoral[84]. NPs desenvolvidas recentemente podem atravessar a BHE apds a
administracao sistémica ou sao distribuidas no cérebro através de Convection-Enhanced
Delivery (CED) para atingir as células dos GBM. A importancia dada a estas NPs deve-se ao seu
potencial terapéutico e de diagnostico, que é reforcado pela ideia de que serdo capazes de

fornecer uma visualizacao em tempo real do tumor e de o tratar diretamente.

CED é um método de entrega direta que usa um gradiente de pressao hidrostatico para
distribuir macromoléculas através do tecido cerebral via cateteres implantados

cirurgicamente[95]. No entanto, varios estudos, incluindo um ensaio clinico recente,
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destacam a natureza imprevisivel de distribuicao de agentes por CED. A perda de infusdo para
os ventriculos e espaco subaracnoide e a anisotropia do tecido circundante do tumor podem
contribuir para a natureza aleatéria da dispersao do agente. Numa tentativa para ultrapassar
a limitacdo de distribuicdo aleatoria, pode ser utilizada monitorizacdo em tempo real
aproveitando as propriedades das NPM na RMN. Este procedimento permite ajustes durante o
procedimento, ou tratamentos adicionais nos casos em que a area tumoral nao seja

totalmente incluida pelo procedimento inicial[95].

3.3 Aplicabilidade nos gliomas de alto grau

O tumor cerebral que representa um maior desafio para o seu tratamento é o GBM, existem
multiplas razbes para a inabilidade atual de tratar este tumor. Sdo extremamente agressivos
com invasao local[96], as células tumorais infiltram-se para la da area massa tumoral visivel e
nao sao facilmente detetadas pela RMN ou cirurgia. O objetivo da ressecao cirlrgica cinge-se
a remover a parte do tumor que respondeu ao contraste de gadolinio, dada a potencial
morbilidade de remover tecidos saudaveis adjacentes que nao responderam ao contraste[97].
Contudo algumas células infiltrativas permanecem nesses tecidos saudaveis adjacentes, e
posteriormente serao responsaveis pela recorréncia. A QT adjuvante é usada numa tentativa
de eliminar as células tumorais residuais, mas na maioria dos pacientes nao se obtém sucesso,

o0 que é confirmado pela recorréncia do tumor.

Diversos agentes experimentais tentam atingir a superficie das células tumorais e as vias de
sinalizacdo intracelular que estdo ativas nessas células. A entrega dos farmacos aos tumores
cerebrais representa um desafio diferente para o tratamento efetivo das células tumorais. A
existéncia da BHE dificulta a passagem da maioria dos farmacos para o cérebro,
especificamente para o tumor. Adicionalmente, a confirmacdao do acesso dos farmacos ao

tumor através da imagiologia € pobre, o que dificulta a detecdo da eficacia dos mesmos.

As NPMs multifuncionais permitem simultaneamente obter imagens e direcionar os farmacos,
dai o seu grande potencial para o tratamento do GBM. A inclusdo das NPMs nas células
tumorais e nas células fagocitarias permite observar os tumores cerebrais através da RMN,
apos uma introducao sistémica destas NPs. Ligandos especificos do tumor conjugados as NPMs
podem aumentar a sua absorcdao por parte do tecido tumoral. Um melhor acesso aos
parametros de perfusao cerebral podera determinar a resposta do tumor a terapia, a necrose

por radiacao e recorréncia do tumor[98].
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Figura 2 - NPM e a sua interacdo com o tumor. (A) llustracdo de uma NPM com diferentes grupos
funcionais na sua superficie,que permitem a ligacdo molecular as células tumorais, visualizacdo (RMN),
aumentar o tempo de circulacao no plasma, e/ou terapia. (B) Ilustracao de NPMs revestidas com
ligantes ligadas a células tumorais (células grandes e irregulares) ao invés das células normais (rosa).

Inclusdao de NPM nas células tumorais também é visivel.

Um dos marcadores mais promissores para gliomas é a amplificacdo da expressao do RFCE
com uma frequéncia de cerca de 50% nos GBM[99], sendo um alvo preferencial na detecdo de

células tumorais associadas ao GBM.

As estratégias para o controlo local do GBM incluem as NPMs conjugadas com anticorpo de
RFCE para atingir as células tumorais e as suas vias de sinalizacao sobreativas, e a hipertermia

em combinacao com a RT em ensaios humanos e pré-clinicos.

As NPMs também sdo muito promissoras na perspetiva de permitirem uma delineacdo do
tumor intraoperatoria. Apesar do sucesso limitado com a entrega sistematica de NPMs, a
capacidade de concentracao em tumores cerebrais continua a ser um desafio que ainda nao

foi superado.

As aplicacOes terapéuticas e imagiologicas das NPM requerem um revestimento especial da
superficie, ndo toxico e biocompativel, que possa fornecer uma entrega direcionada a uma
localizacao particular numa area especifica. O revestimento da superficie com carga neutra
ou negativa pode ser otimo para direcionar especificamente para os tumores cerebrais
malignos[98]. O tamanho hidrodinamico das NPMs desempenha um papel importante na sua
entrega, uma vez que as NPs maiores (>100nm) podem ter dificuldades em chegar aos

tumores cerebrais[98].

Nos ensaios in vivo as NPMs devem ser recobertas com um polimero biocompativel durante ou
depois do processo de sintese para prevenir a formacao de grandes agregados, mudancas na
estrutura original e biodegradacdo quando expostas a um sistema bioldgico. O polimero vai
também permitir a ligacao de farmacos por afinidade covalente, adsorcao ou aprisionamento

nas particulas.
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Um estudo recente revelou que NPMs direcionadas para células e vasculatura do GBM por uma
conjugacao de péptidos especificos pode ter um efeito anti-tumoral significativo. NPMs a base
de o6xido de ferro conjugados com um peptideo ligante de células tumorais e um peptideo
pro-apoptotico demonstraram retardar o desenvolvimento do tumor em tumores resistentes

ao tratamento implantados nos roedores apds multiplas administracoes sistémicas[100].

Apesar da eficacia obtida com o uso de NPM para entregar Tmz in vivo, a eficiéncia do
farmaco que realmente atinge o alvo € bastante baixa. Este achado pode diminuir o potencial
clinico das NPM. Neste sentido, e para melhorar esta eficiéncia foram usados anticorpos e
outros ligandos na superficie das NPM[101]. Adicionalmente, o aumento da concentracao do

farmaco nas NPM pode aumentar a quantidade que efetivamente atinge o alvo.
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Capitulo 4. Conclusdes e perspetivas

futuras

A heterogeneidade fenotipica tumoral e a resisténcia adaptativa aos farmacos anti-tumorais
sdo desafios complexos e necessitam de uma abordagem ao nivel do diagndstico e tratamento
que se exige diversificada e abrangente. O desenvolvimento de ferramentas para uma melhor
decisao clinica, deve assim ser acelerado com enfoque na biocompatibilidade, capacidade de
contraste em imagiologia, libertacdo controlada de farmacos, facilidade de preparacao,
capacidade de absorcao pelas células tumorais, distribuicdo pelo tumor, toxicidade reduzida

e eliminacao controlada.

Neste momento as probabilidades de cura de um GAG nao sao favoraveis e, dado o grande
numero de pessoas visadas pela patologia, torna-se indispensavel a procura por solucoes.
Desde cedo se comecou essa procura, com os meios disponiveis incentivou-se a cirurgia e
posteriormente a RT e a QT, verificando-se melhorias constatadas por variadissimos estudos
mas que foram pouco significativas. A sobrevida, de facto, aumentou com a utilizacao destes
meios convencionais de tratamento, no entanto, o prognostico pouco melhorou. Atualmente
situa-se nuns curtos 15 meses, e € por isso que a procura de outras abordagens terapéuticas
se intensificou. Nos proximos anos a incorporacdo de varias plataformas tecnolégicas ira

provavelmente permitir avancos na abordagem dos tumores cerebrais malignos.

A natureza clinica multifuncional da nanotecnologia permitira especificar as terapias e a
visualizagao das células tumorais infiltrativas associadas ao GBM. As NPMs serdo usadas para
romper as vias de sinalizacdo sobreativas das células tumorais, que contribuem para a
resisténcia a diversas terapias. NPMs conjugadas com um revestimento superficial de péptidos
ligantes tumorais ou anticorpos especificos para o tumor, serdo introduzidas de forma
sistémica ou local no cérebro por CED para tratamento especifico do tumor. As carateristicas
das NPMs permite usa-las como contraste na RMN, configurando-se como fundamental para
fornecer informacdo precisa em relacdo a entrega dos agentes terapéuticos e sua eficacia,
assim como para a monitorizacao posterior. A ressecao cirlrgica sera igualmente necessaria
para remover a massa tumoral principal, aliviando assim o efeito de massa no cérebro. A
visualizacdo intraoperatoéria das NPMs e o uso do marcador fluorescente 5-ALA irdo permitir

uma ressecao mais completa.

Hipertermia local também sera uma opcao viavel com o uso de NPMs, que possibilita a
destruicdo das células que incluiram estas NPs usando um campo magnético alternado. Com
os inimeros estudos e ensaios realizados até a data, é unanimemente reconhecido que sera

necessaria uma abordagem combinada para a obtencdo de um prognostico mais favoravel com
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o respetivo aumento da sobrevida dos pacientes, essa abordagem podera passar pelo uso de

NPMs para marcar as células tumorais seguido da RT e QT convencionais.

Multiplos estudos sobre marcadores moleculares dos GAG permitiram identificar marcadores
especificos destes tumores, mas nenhum é representativo da totalidade das células afetadas

pelo que as dificuldades permanecem na erradicacao deste tipo de tumores.

Existem hoje diversos modelos de NPs desenvolvidas na forma de plataformas versateis que
poderao ser usados para ultrapassar os muitos obstaculos associados ao tratamento de
gliomas. De referir, que o sucesso da entrega intracraniana de farmacos levanta a
possibilidade de usar este sistema, ndo so0 para tratar tumores mas também um grande

espectro de outras doencas do sistema nervoso central.
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