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RESUMO

O glioblastoma multiforme € o tipo mais agressivo entre os gliomas. Oriundo tanto de
lesdes pré-existentes quanto do “novo”, o tumor traz ao paciente um progndstico
pouco favoravel devido ao seu rapido desenvolvimento e alta agressividade. Dado o
ponto de vista epidemiolégico, o glioblastoma ainda € um grande problema a ser
superado na saude. O tumor ocorre em cerca de 54% de todos os gliomas,
acometendo especialmente homens na faixa de 40 a 60 anos e o progndstico
mantém-se de 14 a 16 meses, Atualmente, o tratamento padrao do glioblastoma é
constituido da associagcédo da intervengao cirurgica seguida da terapia com agentes
alquilantes, como a Temozolomida. O diagndstico da doenga é feito quando a
mesma encontra-se em estado avancado,através de exames de imagem como a
Ressonancia Magnética. Nas imagens,o tumor apresenta-se com carater infiltrativo e
anel necrotico. Marcadores moleculares foram identificados no glioblastoma, como
por exemplo :06-metilguanina-DNA  metiltransferase = (MGMT), isocitrato
desidrogenases (IDH) e amplificagdo do gene de receptor do fator de crescimento
epidérmico e sado estudados a fim de correlacionar essas alteragdes a uma melhor
resposta ao tratamento. Atualmente, o glioblastoma representa um grande desafio a
ciéncia e estudos por todo o mundo buscam por novas estratégias para aumentar o

tempo e a qualidade de vida de pacientes acometidos pela doenca.

Palavras-chave: Glioblastoma. Molecular. Biotecnologia. Gliomas. Sistema

Nervoso.



ABSTRACT

Glioblastoma multiforme is the most aggressive type among gliomas. Coming from
both pre-existing and "new" lesions, the tumor brings to the patient an unfavorable
prognosis due to its rapid development and high aggressiveness. Given the
epidemiological point of view, glioblastoma is still a major problem to be overcome in
health care. The tumor occurs in about 54% of all gliomas, affecting especially men
between the ages of 40 and 60, and the prognosis remains 14 to 16 months,
Currently, the standard treatment of glioblastoma is the combination of surgical
intervention followed by therapy with alkylating agents such as Temozolomide. The
diagnosis is made when the disease is at an advanced stage, through imaging tests
such as Magnetic Resonance Imaging. In the images,the tumor presents with an
infiltrative character and a necrotic ring. Molecular markers have been identified in
glioblastoma, such as: O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT), isocitrate
dehydrogenases (IDH) and amplification of the epidermal growth factor receptor
gene and are studied in order to correlate these alterations to a better response to
treatment. Currently, glioblastoma represents a great challenge to science, and
studies around the world are searching for new strategies to increase the time and

quality of life of patients affected by the disease.

Keywords: Glioblastoma. Molecular. Biotechnology. Gliomas. Nervous System.
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1 INTRODUCAO

Rudolf Virchow, em 1858, foi um dos pioneiros a descrever a glia, termo que significa
‘cola” em grego, designado devido a unido de células nervosas. Posteriormente, diversos
nomes estudaram a glia e a dividiram em macroglia e microglia. (GOMES; TORTELLI;
DINIZ, 2013)

Os tumores cerebrais abrangem uma diversidade de neoplasias, que divergem em
origem, localizacdo, tratamento e progndstico. Entre os tumores que acometem o Sistema
Nervoso Central, os gliomas (astrocitomas, ependimomas e oligodendrogliomas),
representam 50% dos casos. (AC CAMARGO, 2015)

Derivados dos astrécitos, os astrocitomas s&do os mais comuns entre os gliomas e
séo classificados de | a IV pela OMS, considerando aspectos histolégicos. Como
representante Unico do grau IV, o Glioblastoma Multiforme (GBM) possui 0 maior indice de
malignidade entre todas as outras neoplasias. (GIRAO FARIA; VIDAL DO PATROCINIO;
BAREM RABENHORST, 2006)

Hans-Joachim diferenciou o GBM em primario e secundario, de acordo com sua
origem, sendo primarios aqueles que nao advém de nenhuma lesdo pré-existente e

secundarios os que evoluiram de neoplasias ja existentes. (Neupatimagem-UNICAMP, 2023)

Do ponto de vista epidemioldgico, o glioblastoma é o de maior incidéncia entre todos
os gliomas, representando mais da metade dos casos de tumores cerebrais. A faixa etaria
de maior incidéncia varia de 55 a 64 anos para glioblastomas primarios e em torno de 40
anos para glioblastomas secundarios. (TAMIMI; JUWEID, 2017)

O progndstico da doenca torna o cenario ainda mais desfavoravel, a média de
sobrevida de pacientes acometidos pela doenca beira 1 ano, sendo raros os casos em que o

paciente vive por mais de 5 anos. (CORREIA et al., 2009)

Atualmente, a ressonancia magnética é utilizada para identificar o glioblastoma, que
apresenta-se com altas lesbes infiltrativas e realce de anel necrético. (ALEXANDER;
CLOUGHESY, 2017)

A abordagem terapéutica para o glioblastoma € um grande desafio na Medicina,
devido a heterogeneidade da doenca. Considerando o carater infiltrativo, a ressecgéo
cirdrgica nem sempre alcancga o éxito. (THON; KRETH; KRETH, 2013)
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Estudos do perfil molecular dos gliomas s&o importantes ndo s6 para que seja
possivel refinar a classificagcdo desses tumores, mas também permitir um tratamento
personalizado e mais eficaz. (REIFENBERGER et al., 2016)

Apoés o sucesso no tratamento de neoplasias hematoldgicas, a tecnologia CAR-T tem
despertado interesse em tumores sélidos. A técnica de imunoterapia consiste em utilizar as
préprias células T transduzidas com um receptor de antigeno quimérico (CAR - do inglés

chimeric antigen receptor) especifico para o antigeno tumoral. (MAGGS et al., 2021)

A terapia de células CAR-T baseia-se na coleta de sangue do paciente para
obtencdo de células T que apos a inser¢ao génica do mecanismo CAR, sdo infusionadas
novamente no paciente e a partir disso podem se ligar e destruir células cancerigenas. (CT
USP)

Apesar de ainda existir muitos desafios frente a esta terapia, como a
permeabilidade da barreira hematoencefalica, a heterogeneidade na expressdo de EGFR,
entre outros, uma nova perspectiva € levantada a partir da imunoterapia como opc¢éo de
tratamento de gliomas. (MAGGS et al., 2021)
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2 OBJETIVOS

Dissertar sobre a nova perspectiva trazida pelo conhecimento dos aspectos
moleculares do glioblastoma, apresentando o que ha de conhecido atualmente e propondo a
necessidade de mais estudos para desenvolvimento de técnicas mais eficazes para o

tratamento da doenca.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho teve como metodologia uma revisdo bibliografica narrativa. Foram

utilizados os descritores “glioblastoma”, “aspectos moleculares do glioblastoma”, “tumores

cerebrais”, “mutagdo MGMT”, “isocitrato desidrogenase” e outros termos para delineamento

nos idiomas portugués e inglés.

A utilizacio de tais termos foi realizada para pesquisa na base de dados PubMed e
também no Google Académico. Os artigos foram selecionados com base em seus titulos,
respeitando o intervalo de ano de publicacao entre 1980 a 2023, utilizando os mais antigos
para informacgdes pioneiras sobre o Glioblastoma, e priorizando artigos mais atuais para o

desenvolvimento do trabalho.
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4 DESENVOLVIMENTO
4.1 Células da Glia

O sistema nervoso é composto por dois grupos celulares, sendo eles: 0os neurdnios e
as células da Glia. Entendidas como adjuvantes a fung¢ao cerebral, as células da Glia s&o
responsaveis, de modo geral, pela sustentagdo, metabolismo de neurotransmissores e
defesa dos neurdnios. (HE; SUN, 2007)

Em 1858, Rudolf Virchow, patologista alemdo descreveu uma substancia acelular
em que se encontravam os elementos do sistema nervoso, a qual o mesmo assimilou a
“cola” por manter essas estruturas unidas. (GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013)

Por isso, o termo “glia”, que do grego significa cola, foi designado a essas células no
século XIX, justamente por assimilar que a unido das células nervosas era fungado das
células gliais. A denominagdo se manteve até hoje apesar de ndo haver evidéncias que
comprovem tal ligacdo. (PURVES et al., 2023)

Em 1990, Kettenmann Ramson classificou a neuroglia em dois grupos que se
distinguem devido suas fungdes e origem embrioldgica, sendo eles: a microglia que tem
origem mesodermal e a macroglia, de origem ectodermal e que compreende células como
ependimdcitos, oligodendrécitos e astrécitos. (GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013)

Os astrocitos, maior populagdo de células da glia, receberam esse nome por conta
de seu aspecto similar a uma estrela. Descritos no século XIX, os astrocitos eram
entendidos apenas como suporte para os neurdnios, no entanto, com o passar dos anos, foi
entendido que eles possuem fungcbes complexas e essenciais no sistema nervoso central.
(KIMELBERG; NORENBERG, 1989)

4.1.1 Tumores cerebrais

O termo “tumor cerebral” abrange uma diversidade de neoplasias que divergem entre
sua localizagao, tratamento e progndéstico. Glioma € uma nomeagdo genérica que engloba
os astrocitomas, ependimomas e oligodendrogliomas e representam cerca de metade dos
casos de tumores cerebrais. (AC CAMARGO, 2015)

Ao tratar-se de tumores cerebrais, ha a diferenca entre tumores que se originam
diretamente no cérebro, conhecidos como primarios, e aqueles que sdo metastasicos, ou
seja, decorrentes de lesbes pré-existentes. (AC CAMARGO, 2015)
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Independente da area do cérebro afetada, os tumores podem aumentar a pressao
intracraniana por conta de seu crescimento, comprimindo o tecido e dificultando o fluxo do
liquido cefalorraquidiano. Os sintomas mais observados sao cefaléia, nausea e convulsdes.
No entanto, tumores em areas especificas do cérebro podem levar a dificuldade na fala,
perda de memodria e fraqueza muscular. (INSTITUTO ONCOGUIA, 2015)

4.1.2 Gliomas

Para Schwartzbaum et al. (2006) o termo “glioma” compreende todos os tumores que
se originam nas células da glia e representam aproximadamente 80% dos tumores cerebrais
primarios e sao responsaveis por uma menor sobrevida que qualquer outro tumor.
(SCHWARTZBAUM et al., 2006)

Ha muitas maneiras de classificar os gliomas e o padrao de crescimento é um fator
que permite dividi-los em circunscritos e difusos. Os gliomas circunscritos, como o0s
astrocitomas fibrilares juvenis, costumam ser de baixa agressividade e devido a localizagao,
tem a ressecgao cirurgica como opgao viavel. Por sua vez, gliomas difusos, possuem alto
nivel de invasio, nao possibilitando a diferenciacao clara entre tumor e tecidos circundantes.
Por conta disso, a cirurgia nem sempre € a opg¢ao mais eficaz, levando em conta que as

células neoplasicas residuais levam a recidiva. (SOOMRO, 2017)

Figura 1- Exemplos de Tumores Cerebrais

ADAPTADO: FARIA, Mario Henrique Girao et al. (2006)

Nota: (a) Astrocitoma pilocitico, grau | (OMS); (b) Astrocitoma fibrilar, grau Il (OMS); (c) Astrocitoma
anaplasico, grau lll (OMS); (d) Glioblastoma multiforme, grau IV.
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Os astrocitomas, originados dos astrécitos, sdo os mais comuns entre todos os
gliomas e sdo classificados pela OMS de | a IV (Tabela 1), de acordo com o grau de
malignidade e levam em consideragao critérios histolégicos como necrose, atipia celular e
atividade mitética. Diante disso, ao Glioblastoma Multiforme foi designado o grau IV, por ser
o representante de maior malignidade entre todos da classe (Figura 1). (GIRAO FARIA;
VIDAL DO PATROCINIO; BAREM RABENHORST, 2006)

Tabela 1- Classificagao da OMS para gliomas

Grau Caracteristicas
Tumor de Grau | Tumor benigno de crescimento lento; geralmente associado a
(Astrocitoma Pilocitico) sobrevivéncia de longo prazo e baixa probabilidade de

recorréncia.

Tumor de Grau ll Hipercelularidade aumentada; sem proliferacdo vascular; sem
(Astrocitoma) necrose; pode recorrer como tumor de alto grau.
Tumor de Grau lll Alto grau de hipercelularidade e de mitose; sem proliferacao

(Astrocitoma Anapldsico) vascular; sem necrose; alta taxa de recorréncia.

Tumor de Grau IV Grau de hipercelularidade muito elevado, taxa de mitose muito
(Glioblastoma) alta; presenca de proliferacdo vascular e necrose.

Fonte: ADAPTADO DE BROWN; ECKLEY; WARGO,( 2010).

4.2 Glioblastoma
4.2.1 Definigao

O glioblastoma (GBM) é o tumor cerebral mais comum entre adultos e apesar das
abordagens terapéuticas disponiveis, o prognéstico pouco favoravel, é quase que unanime
para pacientes acometidos pelo tumor. (WIRSCHING; WELLER, 2016)

Em 1940, Hans-Joachim Scherer distinguiu o Glioblastoma em primario e
secundario, de acordo com a evolugdo de cada um, sendo que o GBM primario ndo advém
de nenhum outro tumor ou lesdo pré-existente, enquanto o secundario origina-se de

astrocitomas de menor grau de classificagdo. (Neupatimagem-UNICAMP, 2023)

O glioblastoma multiforme é observado com maior frequéncia nos lobos temporal
(32%) e frontal (31%).(CORREIA et al., 2009)
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No ambito histopatolégico (Figura 2), o GBM tem como caracteristica o processo
neoplasico astrocitico, classificado como grau IV, com notavel proliferagdo microvascular e
necrose tumoral, alguns dos tragos responsaveis pelo alto indice de malignidade do tumor.
(JAIRO BATISTA NETTO; THAMYRES FIGUEREDO SILVA; VINICIUS, 2019)

O Glioblastoma possui alta capacidade de infiltragdo no parénquima cerebral e tende
a ter maior concentracdo celular no centro do tumor, reduzindo a celularidade pelas
periferias. (KESARI, 2011)

Os aspectos patologicos do glioblastoma s&o caracterizados por uma neoplasia
altamente infiltrativa com aparéncia astroglial e em alguns casos, pode apresentar

astrocitomas de células gigantes. (WEN et al., 2020)

Figura 2- Histopatologia do glioblastoma

Fonte: OLAR, Adriana; ADALPE, Kenneth (2013)
Nota: Lamina corada com Hematoxilina e Eosina - proliferagdo de células atipicas com atividade

mitotica, necrose (A) e proliferagcdo microvascular (B).

A heterogeneidade do glioblastoma se faz presente tanto no cenario histologico
quanto molecular, o que traz ainda mais desafios ao tratamento bem sucedido da doenca,
visto que essa diversidade influencia diretamente na resposta do organismo frente a
abordagem terapéutica. (OLAR; ALDAPE, 2013)
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4.2.2 Dados epidemiolégicos

Considerando a epidemiologia que o tange, o glioblastoma é o de maior incidéncia
entre todos os gliomas, representando 54% dos casos e 16% de todos os tumores cerebrais
primarios. Os tipos primario e secundario também divergem entre si nas idades em que
tendem a ser diagnosticados, sendo o GBM primario mais frequente na faixa de 55 a 64
anos e o secundario em torno dos 40 anos. (TAMIMI; JUWEID, 2017)

Quase 50% dos pacientes acometidos pelo glioblastoma possuem idade superior a
65 anos. Nestes casos, o tempo médio de sobrevida é mais curto, beirando de 4 a 11
meses. (PREUSSER et al., 2011)

No cenario global, a incidéncia do glioblastoma se mantém baixa, em torno de 10
casos a cada 100.000 pessoas, sendo mais incidente em homens do que em mulheres.
(HANIF et al., 2017). Apesar de representar uma baixa porcentagem em escala mundial,
beirando cerca de 2% de todos os tumores, o rapido e agressivo desenvolvimento do
glioblastoma, somado a baixa sobrevida dos pacientes corroboram para que a doencga seja
um grande desafio na oncologia (Grafico 1). (SCHWARTZBAUM et al., 2006)

Inumeros estudos epidemiolégicos realizados nos Estados Unidos, visam identificar
fatores de risco para o desenvolvimento do Glioblastoma, no entanto, ndo obtiveram
sucesso. Habitos de estilo de vida como consumo de alcool, tabagismo e uso recorrente de
celulares, ndo foram associados a uma maior incidéncia do GBM. (NAGPAL; THOMAS;
RECHT, 2012)

O prognéstico de pacientes acometidos pelo glioblastoma, torna o cenario da doenga
ainda mais delicado. O tempo médio de sobrevida € de 9 a 12 meses e apenas 5%
sobrevivem por mais de 5 anos. Fatores como a idade tem relevante influéncia na
sobrevida, sendo que 50% dos pacientes com menos de 40 anos vivem cerca de 18 meses,

comparado a 10% dos pacientes acima de 60 anos. (CORREIA et al., 2009)
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Grafico 1 - Probabilidades de sobrevida relativa de dois anos em portadores de
glioma, em fungao da idade no momento do diagndstico e subtipo histolégico — base:
diagnosticados entre 1973 e 2002 nos Estados Unidos

30%

PORCENTAGEM DE SOBREVIVENCIA

20%

10%

0%
Oligodendroglioma

Idade no Glioblastoma Astrocitoma Anaplasico Astrocitoma NOS Anaplasi Qligrodendroglioma Glioma maligno NOS
diagndstico napasico

<20 anos 27,90% 59% 81,80% 88,80% 53,10%
20-44 anos 29,80% 71,40% 76% 76,50% 92,30% 68,60%
45-54 anos 11,60% 44% 41,30% 62,80% 83,70% 38,60%
55-65 anos 6% 19,40% 20% 51,20% 67,10% 26%

65-74 anos 2,70% 6,40% 9,10% 29,50% 50,90% 12,70%

75+ anos 1,40% 4,10% 5,80% 4,90% 33,30% 6,90%

TIPO HISTOLOGICO

Fonte: Adaptado de SCHWARTZBAUM et al., 2006

4.2.3 Sintomatologia

Correia (2009) difere a sintomatologia em especifica e nao especifica, sendo a
primeira causada pela localizagdo do tumor e a segunda provocada pelo aumento da
pressédo intracraniana. (CORREIA et al., 2009). A depender da localizagdo em que
encontra-se o tumor, alteragcdes na fala e personalidade, déficits visuais e de equilibrio
podem ocorrer. (GLADSON; PRAYSON; LIU, 2010)

Cefaléia, nauseas e vomitos sdo sintomas comuns, decorrentes do aumento da
pressao intracraniana. Observa-se em cerca de 25% dos casos de gliomas, convulsdes que
podem ser totais ou parciais. (CORREIA et al., 2009). De acordo com lacob e Dinca (2009),
o GBM é assintomatico até atingir um tamanho consideravel e em poucos meses 0s
sintomas se manifestam abruptamente. (IACOB; DINCA, 2009)

Somado a isso, Correia (2009) descreve que a vascularizacdo e o liquido
céfalo-raquidiano podem ser comprometidos, levando a déficits neurolégicos progressivos
(CORREIA et al., 2009)
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4.2.4 Diagnéstico

A ressonancia magnética é utilizada como padrao para identificagdo do glioblastoma
e por meio deste exame pode-se observar caracteristicas pertencentes ao GBM, como por
exemplo: lesdo infiltrativa com realce de anel necrético. (ALEXANDER; CLOUGHESY, 2017)

De acordo com Hans-Georg Wirsching e Michael Weller, o glioblastoma geralmente
se apresenta na ressonancia magnética como massas difusas, com realce de contraste na

margem em que marca a barreira hematoencefalica. (WIRSCHING; WELLER, 2016)

Ainda na ressonancia magnética, a maioria dos glioblastomas realgam em contraste
de gadolinio. Se apresentam como uma massa de aspecto irregular e centro hipointenso de
necrose, caracteristica marcante do tumor (Figura 3). (DAVIS, 2016) No entanto, ndo se
conhece métodos de detecgao precoce do glioblastoma antes da manifestagédo clinica do
mesmo. Por este motivo, quando diagnosticado, o tumor ja se encontra em grau avangado.
(KESARI, 2011)

Figura 3 - Caracteristicas de neuroimagem do glioblastoma

Fonte: ADAPTADO DE WIRSCHING, Hans-Georg ; WELLER, Michael, 2016

Nota: Ressonancia magnética (RM), ponderada em T1 recuperagdo de inversao intensificada por
gadolinio (a), atenuada por fluido (b).

4.2.5 Tratamento

De acordo com Netto et al, desde 1928, ano em que o primeiro caso de GBM foi
relatado, o tempo de vida a partir do diagndstico aumentou de 6 para 15 meses, devido a
avancos consideraveis no tratamento da doenga. (JAIRO BATISTA NETTO; THAMYRES
FIGUEREDO SILVA; VINICIUS, 2019) O GBM recém-diagnosticado requer uma conduta
multidisciplinar. Atualmente, a terapia padrao inclui ressecc¢ao cirdrgica maxima, combinada

com radiagdo concomitante com temozolomida (TMZ). (DAVIS, 2016)
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A resseccgao cirdrgica € uma das abordagens mais comuns para o tratamento do
glioblastoma, no entanto, o carater altamente infiltrativo do tumor faz com que a intervencgéao
cirdrgica nem sempre alcance éxito (Figura 4). Somado a isso, a recidiva do tumor ocorre
em aproximadamente 25% dos pacientes acometidos pela doencga, tornando as opgdes de
tratamento limitadas. Apesar de ter a possibilidade de melhorar a sobrevida do paciente, a
escolha pela cirurgia deve ser avaliada tendo em vista os altos riscos de mortalidade e
sequelas que o procedimento oferece. (THON; KRETH; KRETH, 2013)

Figura 4 - Imagem pré-operatdria e apos 24 horas de cirurgia.

24 horas pos operatdrio

Pré operatério

Nota: Na imagem pés operatdria, pode-se notar residuo tumoral minimo.
Fonte: Adaptado de SHUKLA, Gaurav et al (2017)

Agentes alquilantes, como a temozolomida citada anteriormente (Figura 5), sdo muito
utilizados no tratamento de tumores cerebrais, pois sdao antineoplasicos que adicionam
grupos metil ao DNA, induzindo efeitos citotoxicos, causando danos em diversos sitios do
DNA e assim, levando a apoptose da célula. O tratamento com a temozolomida, conhecida
comercialmente como Temodar®, realizado concomitante e adjuvante a radioterapia
apresenta resultados melhores para pacientes que possuem a metilacdo do promotor
MGMT. No entanto, fatores como plaquetopenia e neutropenia significativas justificam
adequacgdo da posologia. (JAIRO BATISTA NETTO; THAMYRES FIGUEREDO SILVA;
VINICIUS, 2019)

O uso da TMZ foi aprovado pelo FDA em 1999, para tratamento de astrocitomas

anaplasicos em adultos e, em 2005, para pacientes adultos acometidos pelo glioblastoma. O
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mecanismo de agido da temozolomida € interromper o ciclo celular entre as fases de G2 e

mitose, eventualmente levando a apoptose. (LEE, 2016)

Figura 5- Mecanismo de acgao e resisténcia da Temozolomida

MGMT/APNG/BER

™Z N3-metiladenina MMR

Acido N7-metilguanina Morte celular
nucleico O6-metilguanina (Sensivel a TMZ)
MGMT/APNG/BER

MMR

N3o citotdxico(Resistente a TMZ)

Fonte: ADAPTADO de Lee, Sang Y. (2016)

Nota: A temozolomida (TMZ) modifica o DNA ou RNA nos locais N 7 e O 6 na guaninae o N 3 na
adenina pela adicao de grupos metil. Quando o MMR ¢é expresso e ativo, as células sdo sensiveis a
TMZ .Quando as proteinas MGMT, APNG e BER s&o expressas, as células GBM sao resistentes a
TMZ.

A terapia realizada com TMZ associada a radiagéo trouxe melhora significativa na
sobrevida global de pacientes com Glioblastoma recém-diagnosticado, ao comparar aqueles
que s6 foram tratados com radiacdo, passando de 12,1 a 14,6 meses em média.
Geralmente, o tratamento é feito com a administragdo de 75 mg/m 2 /dia de TMZ, durante 6
semanas, juntamente com a radioterapia focal. (NAGPAL; THOMAS; RECHT, 2012)

Todavia, Mrugala (2013) descreve que o desafio para o tratamento com
quimioterapicos se da devido a incapacidade dos mesmos em atravessar a barreira
hematoencefalica e, consequentemente, prejudicar a liberagdo do farmaco no parénquima
cerebral. Somado a isso, 0 uso de medicamentos concomitantes, como esterdides e drogas
antiepilépticas contribui para a reducao da eficacia dos quimioterapicos e exacerbacao dos
efeitos colaterais. (MRUGALA MM, 2013)

Em estudos iniciais, a temozolomida apresentou eventos adversos variaveis, como

nausea, fadiga e mielossupressao. No entanto, esses efeitos foram considerados leves na
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pratica clinica e esperados comparados aos agentes citotéxicos ja conhecidos. (GUNEL,;
PIEPMEIER; BAEHRING, 2016)

Como tratamento de suporte, visando o alivio dos sintomas e melhoria da funcao
neuroldgica, sdo usados anticonvulsivantes e corticosteréides. Os corticosterdides auxiliam
na reducdo do edema peritumoral, aliviando a pressao intracraniana e os sintomas por ela
causados, como a cefaléia. (CORREIA et al., 2009)

4.3 Aspectos moleculares do glioblastoma

No ultimo século, ndo houve muito avango no tratamento do GBM. No entanto, a
pesquisa e desenvolvimento de técnicas focadas nos aspectos moleculares tem permitido

uma nova perspectiva para a terapia destes pacientes. (KESARI, 2011)

Em 2006, sugeriu-se que o GBM poderia ser também classificado levando em conta
aspectos moleculares, os dividindo em proneurais, classicos e mesenquimais. Ndo obstante,
€ importante ressaltar que mesmo que aceita, essa classificacdo ainda nao é definitiva.
(ESKILSSON et al., 2017).

Tabela 2- Principais mutagées genéticas associadas ao GBM

Mutagdes Implicagdes no GBM

LOH 10q (Loss of heterozygosity in 10g - Associada a baixa sobrevivéncia; parece
Perda de heterozigose no 10q) contribuir com o desenvolvimento do GBM.

Delecdo do gene p53. Permite a auséncia de supressao tumoral.

Amplificacdo do gene EGFR Aumento da proliferacdo celular.

Amplificagdo do gene VEGF Aumento da angiogénese.

Regulador negativo do p53. Permite o escape
Amplificacdo do gene MDM2 da supressao pelo p53, quando a proteina
(Murine Double Minute 2) traduzida (MDM2) liga-se ao p53 e suprime sua
atividade normal.

Gene que codifica a enzima reparadora do DNA
e contribui para a resisténcia do tumor a
quimioterapia.

Amplificacdo do gene MGMT
(Methylguanine Methyltransferase)

Fonte: ADAPTADO DE BROWN; ECKLEY; WARGO,( 2010).

23



4.3.1 O6-metilguanina-DNA metiltransferase

O gene MGMT esta localizado no cromossomo 1026, codificando a enzima,
conhecida como O6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT), capaz de remover adutos
de alquila da posi¢do O6 da guanina. No entanto, a guanina O6-alquilada faz com que haja
quebra das cadeias duplas e o emparelhamento das bases ocorre de maneira incorreta,
induzindo assim a apoptose. Dessa forma, a agdo da enzima é capaz de inibir os efeitos

esperados de agentes alquilantes, como a temozolomida. (THON; KRETH; KRETH, 2013)

A atividade de MGMT é controlada por um promotor, que ao ser metilado, silencia o
gene no tumor e as células ndo produzem mais a enzima. Um estudo realizado por Esteller
et al, analisou o promotor MGMT no DNA de células do tumor por meio de um ensaio de
reacdo em cadeia da polimerase especifico para metilacdo. A partir disso, observou-se que
o promotor encontrava-se metilado em 40% dos pacientes, associando ao prolongamento da
sobrevida global da doencga. (ESTELLER et al., 2000)

Estratégias para superar a quimiorresisténcia mediada pelo MGMT estdo sendo
estudadas, entre elas o tratamento com inibidores ndo toxicos do gene, como a
O6-benzilguanina. Todavia, a utilizagdo de tais farmacos € limitada devido ao aumento
consideravel da toxicidade hematoldgica. (JAIRO BATISTA NETTO; THAMYRES
FIGUEREDO SILVA; VINICIUS, 2019)

Figura 6 - Mecanismo de quimiossensibilidade aumentada resultante da inativagao

epigenética do gene de reparagdo de DNA, MGMT.
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Fonte: Adaptado de (ESTELLER et al., 2000)

Indicada como um marcador favoravel ao prognéstico, foi observado que a metilagao
do promotor do gene MGMT aumentou quase o dobro do tempo médio de sobrevida dos
pacientes, passando de 12,7 para 21,7 meses para aqueles que o possuem (Figura 7).
(THON; KRETH; KRETH, 2013)

A concentragcao de MGMT pode variar bastante, inclusive entre tumores iguais, cerca
de 30% dos gliomas ndo possuem MGMT, o que permite um aumento na sensibilidade
desses tumores a agentes alquilantes, devido a deficiéncia da enzima. (ESTELLER et al.,
2000)

Figura 7: O estado MGMT tem um impacto significativo na sobrevida global em
pacientes com glioblastoma

— MGMT neg (n=71)
— MGMT pos (n = 58)

P < 0.001, log rank

Porcentagem de sobrevivéncia

0.0 +—+———"—F—-+r——"—"—"F—-"+—v—"—r—p"————p—t———
0 1000 2000 3000 4000 5000

Sobrevida (dias)

Fonte: Adaptado de (THOMAS et al., 2012)

Um estudo randomizado realizado pela Organizagdo Européia para Pesquisa e
Tratamento do Cancer e o Instituto Nacional do Cancer do Canada mostrou que os
resultados do tratamento combinado entre radioterapia e a quimioterapia com temozolomida
sdo melhores em pacientes que apresentam a metilagcado do gene MGMT, no entanto, esse

marcador ainda ndo é levado em conta para decisdes clinicas. (WICK et al., 2014)

De acordo com Hegi, ha uma variedade de métodos para medir niveis de MGMT em

tumores. Entre eles, a imunohistoquimica permite a detecg¢édo da proteina e a cromatografia
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liquida de alta performance para medir atividade enzimatica. Somado a isso, ha um método
que avalia o silenciamento do gene através da metilagdo do promotor, conhecido como

reacao em cadeia da polimerase especifica da metilacao (Figura 8). (HEGI et al., 2008)

Figura 8: PCR para MGMT

543 555 569 H,0 527 529 PBL PBL
U M U M U M L U MUMUMUM U M

300 bp —
200 bp —

* —81bp

— -—
Fonte: HEGI (2008)
Notas: PCR indicando promotor de O6-metilguaninemetiltransferase (MGMT) metilada € mostrado por

setas. Sendo U, promotor de MGMT n&o metilado e M, promotor de MGMT metilado.

4.3.2 Mutagodes na isocitrato desidrogenase

Estudos independentes de sequenciamento do genoma do cancer identificaram em
2008 e 2009, mutacdes na isocitrato desidrogenase (IDH) em glioblastoma multiforme e
também na leucemia mieldide aguda (Figura 9). (CAIRNS; MAK, 2013)

Figura 9 : Linha do tempo de descobertas referentes a IDH.
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Fonte: ADAPTADO DE (CAIRNS; MAK, 2013)

Atuantes do ciclo do acido carboxilico, as isocitrato desidrogenases sdo enzimas
responsaveis por catalisar a descarboxilagdo oxidativa do isocitrato a a-cetoglutarato,
liberando fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH) e dinucleétido de
nicotinamida e adenina (NADH). (OLAR; ALDAPE, 2013)

Segundo Waitkus et al (2016), a IDH1 é o principal fornecedor de NADPH ao
cérebro, que por sua vez, é responsavel pela prote¢do contra danos oxidativos. (WAITKUS;
DIPLAS; YAN, 2015)

Apesar da divisdo do glioblastoma entre primario e secundario basear-se em
aspectos clinicos, a observacdo das mutacdes na IDH permite evidenciar que os tumores
diferenciam entre si ndo somente na origem mas também em aspectos moleculares.
(ALDAPE et al., 2015)

As proteinas IDH1 e IDH2 apesar de semelhantes, sdo codificadas por diferentes
genes e se encontram em diferentes localiza¢des. IDH1 é codificada pelo gene IDH1 (2933)
e fica localizada no citosol e peroxissomos. Em contrapartida, a IDH2 é codificada pelo gene
IDH2 (15g26) e encontra-se nas mitocondrias. (WAITKUS; DIPLAS; YAN, 2015)

Foi identificado que as mutagdes de IDH ocorrem em mais de um quinto das
amostras do tumor. Posteriormente, observou-se que a mutacdo IDH1 R132H, em que a
arginina na posicdo 132 é substituida pela histidina, € a mutagdo que mais ocorre em
gliomas. (HUANG et al., 2019)

As mutacdes IDH1/2 podem produzir um alto nivel de 2-HG e a partir disso, passam
a inibir a diferenciagdo das células-tronco do glioma, influenciar na formagéo do
microambiente tumoral e promover a invasdo do glioma. Dessa forma, essas alteragdes

contribuem para o desenvolvimento do glioblastoma (Figura 10). (HUANG et al., 2019)
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Figura 10: Relagado entre mutagcao IDH1/2 e glioma
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Fonte: (HUANG et al., 2019)

As enzimas mutantes atuam convertendo a-cetoglutarato (a-KG)

em

D-2-hidroxiglutarato (D2HG), um metabdlito raro que em alta concentragdo contribui para a

progressao do tumor, descrito como oncometabdlito.(Figura 11) (CAIRNS; MAK, 2013)

Figura 11: Reagoes enzimaticas catalisadas por enzimas IDH selvagens e mutantes

O- _OH IDH1/IDH2
O o selvagem o O
OH NADP NADPH O
Isocitrato a-KG + CO,
o o IDH1/IDH2 (o) (o)
mutante i
HOJ\H/\/U\OH P HOJ\‘/\/U\OH
o NADPH NADP OH
u-KG D2HG

Fonte: Adaptado de (CAIRNS; MAK, 2013)
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A divisdo dos tumores em IDH1-mutante e IDH1-selvagem, foi considerada em 2016
pela Organizacdo Mundial da Saude e adicionada na classificagdo de tumores do Sistema
Nervoso Central, sendo a primeira vez que um aspecto molecular foi considerado. (KESARI,
2011)

Encontradas em 70 a 90% dos casos de astrocitomas e oligodendrogliomas, as
mutacdes IDH sdo comumente observadas nos glioblastomas oriundos desses tumores.
Nao obstante, ndo sdo frequentes em glioblastomas primarios, sendo observadas em 5 a
15% dos casos. (CAIRNS; MAK, 2013)

4.3.3 Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

A expressdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) ocorre em
aproximadamente 50 a 60% dos glioblastomas e a mutacdo mais comum, EGFRUVIII, é
caracterizada pela delecdo dos exons 2-7, encontrada em 24-67% dos casos. (BARKER et
al., 2001)

O EGFRUVIII, por si somente, ndo tem capacidade de transformar células, no entanto,
a fosforilagdo constitutiva do receptor confere maior tumorigenicidade, devido ao aumento
da proliferacédo e redugao da apoptose. Somado a isso, 0 EGFR do tipo selvagem, mediador
da invasao de células tumorais independente da angiogénese in vivo, aumenta a invaséo
das células tumorais.(Figura 12) (ESKILSSON et al., 2017)

Glioblastomas que expressam EGFR foram apontados como mais resistentes ao
tratamento. Infelizmente, inibidores do EGFR nao apresentaram resultados satisfatorios. O
Gefitinib, aprovado em 2003 para o tratamento de cancer de pulmao, ndo adicionou
qualquer beneficio ao tratar pacientes com glioblastoma. (GUNEL; PIEPMEIER; BAEHRING,
2016)
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Figura 12: Esquema da sinalizacao do EGFR no GBM.
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Fonte: Adaptado de (ESKILSSON et al., 2017)

Nota: O EGFR de tipo selvagem promove a invasao de células GBM através das vias classicas de
sinalizagao do EGFR, enquanto o EGFRVIII ativo constitutivo promove a angiogénese através da
ativacédo de diferentes vias oncogénicas. Ambos os receptores promovem a proliferacdo e

sobrevivéncia de células GBM através da ativagdo de PI3K/Akt.

No estudo realizado por Heimberg et al (2005), a amplificacdo de EGFR e EGFRuvIII
aumentou a proliferacdo e invasao de gliomas in vitro, apontando propensdo ao
desenvolvimento da doenga multifocal. Nao obstante, a superexpressao de EGFR e sua
variante, como Unica mutacgao, nao esta relacionada a um mau prognéstico. (HEIMBERGER
et al., 2005)

4.4 Terapia CAR-T : uma nova perspectiva no tratamento do glioblastoma

Recentemente, tem surgido grande interesse na imunoterapia para o tratamento do
glioblastoma, o qual consiste em utilizar as proprias células T transduzidas com um receptor
de antigeno quimérico (CAR - do inglés chimeric antigen receptor) especifico para o
antigeno tumoral. (MAGGS et al., 2021)

CARs sao receptores recombinantes sintéticos compostos por uma porgao

extracelular de reconhecimento de antigenos, em sua maioria derivada de um anticorpo que
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estd ligado a dominios de sinalizagdo intracelular, que direcionam linfécitos T para
reconhecer e lisar células tumorais (Figura 13) (STERNER; STERNER, 2021).

Séo transfectadas em células T do sangue periférico, através de plasmideos, mRNA

ou transdugao do vetor viral e infundidas no paciente para atingir qualquer antigeno tumoral

exposto. (Figura 14) (BAGLEY et al., 2018)

Figura 13- Funcionamento das células CAR T
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Fonte: CT USP
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A terapia de células CAR-T baseia-se na coleta de sangue do paciente para

obtencéo de células T que apos a inser¢cao génica do mecanismo CAR, sdo infusionadas

novamente no paciente e a partir disso podem se ligar e destruir células cancerigenas.

(Figura 14) (CT USP)

Figura 14 - Terapia com células CAR- T
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Fonte: Adaptado de (CT USP)

A terapia com células CAR T se mostrou muito promissora no tratamento de
canceres hematoldgicos, no entanto, o sucesso ainda ndo é o mesmo em tumores solidos.
O motivo para isso pode ser multifatorial, estando entre eles, o fato de tumores sdlidos

possuirem barreiras ausentes nas neoplasias hematolégicas.(MAGGS et al., 2021)

Bagley et al relataram que uma unica dose infundida de células CAR T direcionadas
ao EGFRUvIll poderiam alcangar regides de glioblastoma ativo. Como resultado desse
estudo, observou-se, através de PCR quantitativo, a sequéncia de DNA CART-EGFRuvIII até
100 vezes mais em amostras cerebrais do que no sangue periférico, sugerindo entdo que

esse trafego ocorreu com sucesso. (BAGLEY et al., 2018)

Em modelos pré-clinicos, células CAR T especificas para EGFRuvIIl apresentaram um
controle tumoral eficaz. No entanto, a administracdo de células CAR T direcionadas a essa
molécula em pacientes com GBM apresentou resultados limitados. Uma das maiores
limitagbes do uso do EGFRVvIII como alvo de antigeno tumoral se da pela sua expressao
heterogénea em glioblastomas. Essa heterogeneidade podera levar a geracao de variantes
resistentes a terapia com células CAR T. (MAGGS et al., 2021)

N&o obstante, outros desafios no sucesso do tratamento do glioblastoma se da pela
dificuldade da penetragdo dos medicamentos na barreira hematoencefalica. Uma limitagédo
na atividade antitumoral da imunoterapia baseada em células CAR-T é a seletividade e
heterogeneidade da expressao dos antigenos tumorais alvo, pois o alvo n&o é expresso de
forma homogénea em todas as células diferenciadas e as células iniciadoras de tumor (CIT).
As CITs sdo células que estdo em um estagio inicial de diferenciagcdo em uma linhagem,
incluindo células-tronco tumorais, as quais sio resistentes a quimio e radioterapia
convencionais. (MAGGS et al., 2021)

Figura 15 - Limitag6es da terapia CAR-T em glioblastoma
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Fonte: Adaptado de (MAGGS et al., 2021)

Em 2014, a Universidade da Pensilvania realizou um estudo com pacientes com
glioblastoma recorrente e positivos para a mutagao EGFRUvIII, utilizando a tecnologia CAR-T.
Os pacientes tiveram células T autélogas coletadas através de aférese e apéds isso, foram
modificadas ex vivo e criopreservadas para infusdo. O estudo contou com 9 pacientes
tratados, que permitiu a conclusdo que a infusdo foi segura e nao forneceu nenhuma
evidéncia de toxicidade fora do tumor. (UNIVERSIDADE DA PENSILVANIA,2018)

Somado a isso, foi observado que todos os pacientes tiveram significativa expansao
de células CART-EGFRVIIl em até 10 dias apés a infusao,que foi avaliado por citometria de
fluxo e PCR quantitativo em amostras de sangue periférico. Apds isso, cinco pacientes
precisaram ser submetidos a resseccgao cirurgica do tumor entre 6 a 120 dias apds a
infusdo, e a avaliacdo patoléogica demonstrou infiltragdo de células CAR T.
(UNIVERSIDADE DA PENSILVANIA,2018)
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O glioblastoma & o tumor cerebral conhecido de maior agressividade, tendo em vista
o prognéstico curto da doenga. E caracterizado pela heterogeneidade que o tange e seu
carater altamente infiltrativo. Atualmente, a terapia padrao baseia-se em ressecgao cirurgica
seguida da associag¢ao de quimio e radioterapia.

No entanto, marcadores moleculares do GBM, ampliam o conhecimento do
comportamento da neoplasia e trazem novas perspectivas referentes ao tratamento da
doenca.

A presenga da enzima MGMT n&o metilada, evidencia a quimiorresisténcia do tumor
ao tratamento com a temozolomida. Ndo obstante, a atividade de MGMT é regulada por um
promotor, que ao ser metilado, silencia o gene e as células ndo a produz mais. Dessa forma,
ha o aumento da sensibilidade do tumor ao quimioterapico.

Entre outras mutacbes citadas neste trabalho, a expressdo do gene EGFR, mais
especificamente a mutacdo EGFRUvIll, tem um papel de destaque, visto que a mesma

contribui para o aumento da proliferagao tumoral.

Tal mutacdo ainda destaca-se por ser alvo de estudos para o tratamento da
neoplasia através de células CAR-T, uma abordagem que tem como premissa a utilizagcao

de células T modificadas para atingirem alvos especificos do tumor.

A terapia com células CAR-T apresentou excelentes resultados com neoplasias
hematolégicas e vem sendo cada vez mais estudada sua aplicabilidade em tumores sélidos.

Apesar de muitos desafios,traz nova perspectiva ao tratamento do glioblastoma.

No decorrer dos Ultimos anos, diversos estudos acerca do entendimento da
influéncia dos marcadores moleculares do glioblastoma e seu impacto no tratamento vém
sendo realizados. Embora essa revisdo tenha sido sucinta, evidencia-se a necessidade de

mais estudos focados na terapia do glioblastoma a partir de aspectos moleculares
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