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RESUMO

Astrocitomas malignos (AM) tém evolucdo devastadora. Cirurgia para retirada supra total ou
completa é central no tratamento. O uso transoperatorio da fluoresceina serve para aumentar a
resseccdo, criando um tom amarelo na neoplasia diferente do cérebro normal. Quebra da
barreira hematoencefalica pode ser a causa da permanéncia desse corante no tumor, e alguns
marcadores de invasividade e neoangiogénese, como as Metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e 9),
podem influenciar na efetividade da fluoresceina, caracteristicas radiolégicas e grau tumoral.
Neste ensaio clinico buscou-se entender caracteristicas radiolégicas, moleculares e de
coramento da fluoresceina nas cirurgias de AM. O uso da fluoresceina foi randomizado e as
amostras de tecidos foram retiradas em quatro momentos da cirurgia (acopladas a uma
fotografia): apos a durotomia, ao encontrar a pseudocédpsula, na retirada do core e ap0s
resseccdo. Analise radiologica e histoldgica duplo cega foi feita e avaliacdo visual da
imunohistoquimica (IHQ) para MMP-2 e 9. O coramento por fluoresceina foi medido com
Image] e escala visual. Grau de resseccdo avaliado pela comparacdo das
ressonancias/tomografias. 73 pacientes foram incluidos, mas 31 ficaram para anélise. O
volume meédio dos tumores foi 36,31 cm e a média de necrose foi de 36,25%. 16 tumores
eram em area eloquente/proxima. Houve 22 casos de AM de alto e baixo graus, 2 casos de
metastase, 2 malignos inconclusivos (MI) 6 de gliose/benigno ou tecido normal e 1
astrocitoma grau I. 17 das 21 amostras da substancia branca edemaciada, retiradas apés o
tumor, eram de AM, incluindo 8 graus IV. IHQ para MMP-2 e 9 nas areas Al (n=11)
apresentaram na maioria intensidade fraca ou nula, com forte ou moderada quando as
histologias foram graus Il e MI. Nas laminas com tumor grau IV (n=16) predominou o
coramento forte para MMP-2 e fraco ou nulo para MMP-9. O gadolinio foi mais forte na area
de pseudocépsula e a fluoresceina na pseudocédpsula e core. Houve correlacdo entre o
contraste na RM e o coramento pela fluoresceina, que também correspondeu as areas de maior
atividade das MMPs-2 e 9 e ao maior grau de malignidade. Um aplicativo de imagem pode
complementar a utilidade da Fluoresceina.

PALAVRAS-CHAVE: Astrocitoma. Metaloproteinase 2 da Matriz. Metaloproteinase 9 da
Matriz. Fluoresceina. Barreira hematoencefalica.



ABSTRACT

Malignant astrocitomas (MA) have devastating evolution. Supra total or complete removal is
key in the treatment. Transoperative fluorescein is used to increase degree of removal,
creating in the tumour a different intensity of yellow from normal brain. Disruption of blood-
brain barrier is believed to be the cause of the stain permanence in the tumour, and some
markers of invasiveness and neoangiogenesis, such as MMP-2 and MMP-9, may be
implicated in the effectiveness of fluorescein and in lesions aggressiveness radiologic
features. In this trial, an effort was made to understand radiologic, molecular characteristics of
MA and fluorescein behaviour during surgeries. Fluorescein use was randomized and tissue
samples were collected in four surgery times (connected to a Picture): after durotomy, when
dissected pseudocapsule, during core removal and after resection. Double blinded histologic
and radiologic analysis was done, besides visual evaluation of immunohistochemistry (IHC)
for MMP-2 and 9. Fluorescein intensity was measured with ImageJ and visual scale. Degree
of resection was achieved by comparing MRI/CT scans. 73 patients were initially included,
but only 31 remained for analysis. Mean volume was 36,31 cm?3 and mean necrosis percentage
was 36,25%. 16 tumours were in eloguent/near area. There was no difference in degree of
resection between groups. There were 22 cases of MA of high and low grades, 2 metastasis, 2
inconclusive malignant (IM), 6 gliose/benign or normal tissue and 1 grade | astrocytoma. 17
of the 21 samples of swollen white matter after tumour removal were of MA, including 8
grade IV histology. IHC for MMP-2 and 9 in Al area (n=11) showed a majority weak or null
intensity, with strong or moderate when histology was grade Il or IM. Among grade IV
samples (n=16), strong dye was noticed for MMP-2, while weak or null predominated for
MMP-9. Gadolinium was stronger in the pseudocapsule and fluorescein in the pseudocapsule
and core areas. There was correlation between MRI and fluorescein intensities, and they also
related to areas of greater intensities of MMP-2 and MMP-9 and a higher degree of
malignance. An image software may be useful to fluorescein use.

KEY WORDS: Astrocytoma. Fluorescein. Matrix Metalloproteinase 2. Matrix
Metalloproteinase 9. Blood-Brain Barrier.
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1 INTRODUCAO

Dos tumores cerebrais primarios, o glioma (neoplasia astrocitaria) € o diagnostico
mais comum (atingindo 6,45 a cada 100.000 pessoas por ano), sendo considerado benignos
apenas os de grau | na classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), enquanto 0s
de graus Il a IV sdo malignos e em sua grande maioria infiltrativos (LOUIS et al., 2007). O
prognostico dos pacientes com gliomas de alto grau encefalicos (astrocitomas grau Ill e IV da
OMS) (STUPP et al., 2005) ndo melhora como esperado. O aumento médio na sobrevida em
2 anos de 10,4% para 26,5% em casos de glioblastoma (GBM, grau 1V) resultou de técnicas
que permitem uma ressecgdo cirdrgica ampla e segura, além da evolugcdo na radioterapia e
quimioterapia adjuvantes. Nos pacientes portadores de gliomas de baixo grau de malignidade
(15% dos tumores primarios recém-diagnosticados, em adultos jovens) o progndéstico é
melhor (SANAI et al., 2008), mas apresenta sobrevida média em 5 anos de 50-70% dos
pacientes sob as melhores condi¢cGes de tratamento clinico e cirdrgico, e com taxas de
progressédo para gliomas de alto grau em torno de 50% (SANAI et al., 2008; BERGER, 2013).

Uma das formas de tentar aumentar a resseccdo cirurgica de gliomas encefalicos é o
uso transoperatério da fluoresceina, corante proteico (xanteno) com caracteristicas
fluorescentes na forma de sal sédico (fluoresceina sodica), que auxilia na localizacdo das
margens nos tumores cerebrais infiltrativos, tornando visiveis areas que sofreram alteragdes
na barreira hematoencefalica provocadas pelo tumor (SILVA, 2010). Por sua propriedade de
impregnar preferencialmente ou exclusivamente as lesdes expansivas do sistema nervoso, é
usada nao apenas para melhorar a ressec¢do dos gliomas encefalicos, mas de meningioma,
adenomas e outros tumores da base do cranio (SILVA; SILVA, 2010). Por sua capacidade de
corar o liquor quando utilizada via endotecal ou endovenosa, a fluoresceina é usada para
correcdo cirargica de fistulas liquoricas frontobasais (TABAEE et al., 2006) ou para
orientagdo em cirurgias endoscopicas endonasais de tumores cranianos (ANARI et al., 2007;
SILVA; SILVA, 2010). Também ¢ descrito seu uso durante endoscopias ventriculares
(LONGATTI et al., 2013).

Avaliando a eficacia da fluoresceina e seu beneficio no progndéstico dos pacientes com
gliomas de baixo grau, Koc et al., (2008) compararam o volume da leséo captante de contraste
(area considerada tumor) nos exames pré e pos-operatorio e observaram que as taxas de
resseccdo completa foram maiores nos grupos que receberam fluoresceina, assim como
constataram um aumento do tempo livre de recidiva da doenga e da sobrevida nos grupos de

pessoas que receberam a fluoresceina. A seguranca do procedimento também tem sido bem
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avaliada, com ocorréncia de novos déficits mais comuns nos grupos controle (CHEN et al.,
2012).

A hipdétese tdo amplamente aceita de que a acdo transoperatdria da fluoresceina guarda
relacdo com a quebra da barreira hematoencefalica (BHE) carece de esclarecimentos quanto a
seus mecanismos. Na génese desse fendmeno, ocorre degradacdo da matriz extracelular pelas
células tumorais, mudanca de polaridade e migracdo dos astrécitos neoplasicos, e as
metaloproteinases de matriz participam de vias metabdlicas importantes nesse sentido (BRAT
et al., 2004).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo moléculas com importancia no
entendimento da agressividade de algumas neoplasias, incluindo tumores encefalicos,
especialmente no que concerne a invasividade e neoangiogénese, pois entre as funcdes
conhecidas das MMPs estdo: a degradacdo de proteinas de matriz permitindo migracédo
celular, lise e ativagdo de outras MMPs, receptores, citocinas, outras enzimas e fatores de
crescimento (VANDOOREN et al.,, 2013). A atividade aumentada de MMP-2 e 9 ¢
encontrada em tumores mais agressivos, e esta associada ao mal prognostico em gliomas
(TABOURET et al., 2014). Varias vias moleculares estdo alteradas nas diferentes
apresentagOes de astrocitomas de baixa e alta malignidade, muitas delas tendo como resultado
alteracdo do padrdo de expressdo de metaloproteinases de matriz (ZWIATKOWSKA et al.,
2013).

H& poucos estudos sobre quais 0s mecanismos celulares e teciduais pelos quais ha
tantos padrdes diferentes de coramento transoperatério pela fluoresceina, de acordo com o
grau de malignidade e padréo de crescimento tumoral em gliomas (CHEN et al., 2012). Este
estudo tem como finalidade verificar se hd uma correlacdo entre a atividade das
metaloproteinase de matriz 2 e 9, os diferentes tipos de gliomas e seu grau de malignidade e
se 0 padrdo de coramento pela fluoresceina esta relacionado com atividade aumentada ou
diminuida das MMPs, além de comparar padrdes de coramento por sua distribuicdo no
espectro de cor, avaliados computacionalmente. Elucidar os beneficios do uso transoperatorio
da fluoresceina e seus mecanismos biologicos é parte da estratégia para melhorar o tratamento

e reduzir custos, permitindo melhor prognostico e sobrevida dos pacientes.
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1.1 Fundamentacéo teorica

Esta fundamentacéo teorica busca abordar os principais topicos relacionados ao tema

da dissertacéo.
1.1.1 Gliomas encefalicos

Os gliomas malignos sdo lesGes cancerigenas derivadas de astrécitos ou de células
precursoras de astrocitos ou oligodendrdcitos. Juntos, sdo 0s tumores mais comuns do sistema
nervoso central (STUPP et al., 2005; LOUIS et al., 2007; FULLER et al., 2011; HINOJOSA
et al., 2011), e incluem os astrocitomas com baixo grau de malignidade, como o astrocitoma
difuso, o oligodendroglioma e o oligoastrocitoma (graus Il da OMS), e o astrocitoma
anaplasico (AA), o oligoastrocitoma anaplasico e o oligodendroglioma anaplasico, que sao
considerados de grau Il de malignidade pela OMS, e, por fim, inclue também o glioblastoma
(GBM), que é a lesdo mais comum e € representativa do grau IV. Mesmo com o melhor
tratamento possivel atualmente — ressec¢do cirurgica de pelo menos 98% da lesdo em casos de
tumores ressecaveis, radioterapia e quimioterapia com o agente citotoxico temozolamida e o
anticorpo monoclonal inibidor do VEGF bevacizumab - estas lesdes permitem uma sobrevida
média de menos de 2 anos, nos casos de alta malignidade (SHINODA et al., 2003; MCGIRT
et al., 2009). Esse tipo de tumor se caracteriza por comportamento invasivo e infiltrativo — e
ndo metastatico — que faz com que uma resseccdo curativa seja altamente improvavel. Os AA
acometem pessoas com 40 anos de idade média, enquanto o0 GBM acomete pessoas com 53
anos em media, mas com pico de incidéncia entre 65 e 74 anos. AA e GBM tém localizacéo
preferencial periventricular e nos hemisférios, enquanto os gliossarcomas, que perfazem cerca
de 8% dos tumores de grau 1V, tém localizacdo preferencial temporal e tendéncia de invaséo
dural (SHINODA et al., 2003; MAGIET et al., 2009).

A forma que a OMS utilizava até 2016 para classificar esses tumores denota o carater
agressivo e infiltrativo, com tendéncia a formacdo de necrose, neoangiogénese e indices
proliferativos acentuados. Os de grau Il (baixa malignidade, dentre os quais destacam-se 0s
tipos protoplasmatico, o gemistocitico e o fibrilar) se caracterizam por apresentar astrocitos
bem diferenciados como células tumorais e apresentam, na avaliacdo histologica,
hipercelularidade, infiltracdo exacerbada, porém atipia nuclear discreta e pouca ou nenhuma
mitose, e sem apresentar necrose nem proliferacdo vascular. O AA é composto por astrocitos
pouco diferenciados e altas taxas de mitose e atipias nucleares, podendo-se encontrar

proliferacdo vascular, mas ndo necrose. Os gliomas de grau IV da OMS (GBM e
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gliossarcoma) caracterizam-se por apresentar ndo sé alto grau de mitose e atipia nuclear, mas
proliferacdo vascular (essa relacionada ao insulto isquémico da proliferacdo acelerada e
associada a disfuncéo da barreira hematoencefalica) e areas de necrose em pseudopalissada —
que provavelmente representam células tumorais fugindo da area isquémica (LACRIOX et al.,
2001). A morfologia celular do GBM é variavel, indo de células pequenas, alongadas ou
redondas e densamente empacotadas até formas bizarras gigantes ou multinucleadas, que
podem estar presentes no mesmo tumor. Figuras mitoticas sdéo comuns e correspondem ao
marcador de indice mitotico, o antigeno Ki-67 (SANAI et al., 2008). Houve uma importante
mudanca na classificacdo da OMS para os astrocitomas, sendo a nova classificagcdo inovadora
por levar em consideracao parametros moleculares (LOUIS et al., 2016), mas neste estudo
continuamos usando a classificacdo de 2007.

Os gliomas difusos ou grau Il apresentam grande expressdao de proteina acida glial
fibrilar (GFAP), enquanto no GBM ha grande expresséo de receptor do fator de crescimento
epidermal (EGFR), o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e alta taxa de
mutacdo da p53 no tipo secundario (SENAI et al., 2008; BERGER, 2013). H4 uma tendéncia
em separar 0s GBM em 4 subclasses moleculares — com possiveis influéncias no prognéstico
e tratamento: clones envolvendo: 1. A amplificacdo e ativacdo dos genes do receptor de
tirosina quinase (RTK), incluindo mutagdes do receptor EGFR em 45%); 2. Ativacéo da via do
PI3K, parte da via do AKT, que estimula a sobrevivéncia e proliferacdo celular e estd mutado
em cerca de 15% dos casos de GBM (juntas, as vias de sinalizacdo RTK/RAS/PI3K estdo
alteradas em cerca de 88% dos GBM e causdo ativacdo das metaloproteinases de matriz); 3.
Inativagcéo do p53 - com esse gene mutado em 35% e a ciclina dependente de quinase N2A
(CDKN2A) em 49% e 4. Das vias do supressor tumoral retinoblastoma (RB) — com delecéo
deste em 11% e CDKN2A em 52% e da CDKN2B em 47%. Outro gene frequentemente
alterado é o do supressor tumoral fosfatase lipidica PTEN (inibe o PI3K), em 36% dos casos.
Esta via, quando liberada e promovendo proliferacdo celular, também ativa a expressao das
MMP-2 e MMP-9. Outra mutacdo frequente e importante é a metilagdo do gene MGMT, com
importancia no tratamento dos GBM, pois representa passagem destes para um fendtipo
hipermutante e com quimiorresisténcia ao principal agente citotoxico usado (temozolamida)
(CHACKO et al., 2003; STUPP et al., 2003; SANAI et al., 2008; TODA, 2008).

Em relacdo ao incremento da proliferacdo vascular, caracteristico no crescimento dos
astrocitomas malignos e principalmente no GBM, representa a mais importante frente de

tratamento clinico (VALLE et al., 2011; ALDAVE et al., 2013), ap6s aprovacéo para gliomas
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recorrentes do inibidor do VEGF-A bevacizumab. Acredita-se que durante a malignizacdo
desses tumores as células de glioma, em resposta a mutacdes e hipdxia: 1. Liberam fatores de
crescimento, como o0 VEGF e o basico de fibroblasto (bFGF), que ativam células endoteliais
locais a se diferenciarem em fendtipo angiogénico; 2. Fatores de crescimento se ligam a
receptores endoteliais e ativam vias de transducédo levando a proliferagdo endotelial; 3. VVasos
neoformados liberam uroquinase e metaloproteinase e migram em dire¢do ao tumor usando
integrinas; 4. As células tumorais envolvem 0s vasos e migram através deles para longe do
tumor principal para formar um nicho vascular; 5. Apés atingir um tamanho critico, o glioma
recruta seus proprios vasos, perpetuando o processo. As MMP-2 e 9 sdo produzidas e nas
células tumorais da margem infiltrativa ou da parte interna dos tumores, nos vasos
neoformados, nos pericitos e neutréfilos, e estdo envolvidas, em conjunto com o VEGF, no
processo de neoangiogénese, e se este processo vai ser eficaz ou facilitar a necrose (ROSE et
al., 2008).

1.1.2 As metaloproteinases de Matriz (MMPs)

A acdo de MMPs foi mostrada pela primeira vez por Gross e Lapiere (1962), que
observaram enzimas capazes de degradar géis de colageno fibrilar da cauda involutiva de
girinos, posteriormente denominadas de colagenases. As MMPs pertencem a uma familia de
endopeptidases zinco-dependentes com capacidade de degradar uma ampla variedade de
substratos dentre os principais componentes da matriz extracelular e membrana plasmatica
além de moléculas da superficie celular e outras proteinas pericelulares (STERNLICHT;
WERB, 2001). Séo, por essas funcdes, integrantes fundamentais no processo de progressao
das lesbes tumorais. Atualmente as MMP sdo agrupadas em oito classes, sendo que cinco das
classes sdo secretadas (MMP) e trés sdo metaloproteinases do “tipo membrana” (MT-MMP)
(NAGASE et al.,, 2006). As MMP localizam-se na superficie celular em ligacdo com
integrinas ou interacdo com proteoglicanas e colageno tipo IV e dependem da ligacdo com o
zinco para funcionamento (VANDOOREN et al., 2013).

Em geral, seus elementos estruturais incluem uma sequéncia sinalizadora N-terminal
(pré-dominio) que direciona ao reticulo endoplasmatico, sendo entdo removida; um dominio
pro-peptidico, que mantém a laténcia da enzima; um dominio catalitico contendo um sitio de
ligacdo do ion zinco (Zn2+); uma regido de articulacao ou ligacdo e um dominio de repeticdes
semelhantes a hemopexina (STERNLICHT et al., 2001). Fatores de crescimento, hormonios,
citocinas, oncogenes e microRNAs regulam a transcrigdo dessas enzimas, que séo sintetizadas
como zimogénios inativos (pr6-MMPs) (WEY et al., 2011; ZWIATKOWSKA et al., 2011;
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ASUTHKAR et al, 2012; VANOOREN et al., 2013). As pro-MMPs sdo mantidas inativas
pela interacdo entre um grupo sulfidrila ou tiol (SH) de cisteina ndo pareado, proximo a
extremidade C-terminal do dominio pré-peptideo, e o ion zinco no dominio catalitico. A
ativacdo requer a abertura deste “interruptor” por remogao proteolitica do dominio pro-
peptideo ou por perturbacdo ectopica da ligacdo entre cisteina e zinco (STERNLICHT;
WERB, 2001). A maioria das MMPs é ativada no exterior da célula por outras MMPs ja
ativadas ou serina proteases, como a plasmina (WOESSNER; NAGASE, 2000). O
microRNA-211 é um regulador intranuclear das MMPs, e apresentou um efeito supressor
sobre a invasividade e migracao das células de glioma no estudo de Asuthkar e colaboradores,
além de que seus niveis altos tém efeito aditivo, quando associados a radioterapia.

A acdo das MMPs na degradacdo e remodelacdo da Matriz Extracelular (MEC) é
essencial em processos fisiologicos como desenvolvimento embrionario, morfogénese,
reproducéo, reabsorcdo e remodelacédo tecidual. Expressdo desregulada de MMPs devido ao
desequilibrio entre sua ativacdo e inibi¢do é observada em doencas inflamatdrias, na fibrose e
no cancer (NAGASE et al., 2006).

1.1.3 MMP-2 e MMP-9 na progressdo dos gliomas encefalicos

As atividades das MMP-2 e MMP-9 tém sido investigadas em associa¢do com infiltracdo
e agressividade de tumores de diversas origens. Além de incremento do fen6tipo maligno, ha
elevacdo da atividade dessas MMPs nas células tumorais, endoteliais e nos pericitos, bem
como, nas células inflamatdrias na evolucéo dos gliomas, muitas vezes acompanhada de uma
reducdo da acdo dos inibidores de MMP, com variacdes que demonstram a importancia das
MMPs para 0 prognostico desses tumores (WOESSNER et al., 2000; STERNLICHT et al.,
2001; EGEBLAD, 2002; NAGASE et al., 2006; ROSE et al.,, 2008). A MMP-2 foi
identificada como um marcador genético do GBM, aumentando seus niveis quanto maior o
grau de malignidade do glioma. Em animais de laboratorio alterados geneticamente para que
0s tumores ndo produzam MMP-2, a neoangiogénese foi ineficaz (ROSE et al, 2008). No caso
da MMP-9, além de seu papel na biologia tumoral, apresenta envolvimento na formagéo
embrionaria esquelética, reprodutiva e neuronal, e na sinalizacdo antiapoptética e
proinflamatéria (VANDOOREN et al., 2013).
A expressdo de MMPs tem sido alvo de diversos estudos relacionando o grau de
malignidade e sobrevida em pacientes com tumores cerebrais. Desta forma, nos quadros 1, 2 e
3, ha uma sintese dos resultados obtidos por diferentes metodologias empregadas para

averiguar esta relacdo, assim como, pais de estudo, niUmero de amostras, tipo de tumor
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encontrados em algumas pesquisas que se propuseram a avaliar a importancia das MMP-2 e

MMP-9 nos gliomas encefalicos.
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Quadro 1 - Estudos realizados com tumores cerebrais e a expressao de Metaloproteinases de Matriz 2 (MMP-2): autor, ano de publicacao,
numero de amostras (N), tipos de tumores estudados, técnicas laboratoriais aplicadas e niveis de expressa da MMP-2.

Autor/Ano Amostras (N) Tipo de Tumor Técnica Utilizada Expressdo das MMPs
Jaalinoja et N= 101 tumores cerebrais tumores benignos astrocitomas Imunohistoquimica Identificado que a MMP-2 esta expressa nas células tumorais e
al (2000) astrocitomas analasicos na vasculatura, assim como em células inflamatérias. A
oligodendrogliomas anaplasicos sobrevida media dos pacientes com tumores negativos para
GBM MMP-2 foi de 36 meses enquanto foi de 7 — 14 meses nos
tumores positivos para MMP-2.
N= 11 casos de
Hirohito astrocitoma, Gliomas Imunohistoquimica A expressdo de MMP-2 se correlacionou com o grau de
Yano et al N= 10 casos de astrocitoma malignidade
(2001) e 09 casos de GBM.
N= 57 amostras de grau (I Imunohistoquimica Expressdo principalmentes nas &reas invasivas mas ndo nas
Ping Guo et | e IV) bordas do tumor; Glioma Western blot areas centrais dos tumores. Aaumento d a expressdo de MMP-2.
AL (2005) N= 35 (centro do tumor) Zimografia
Espectroscopia A expressao para MMP-2 foram bem maiores nos tumores de
Kai Zhang et | N=41 (16 de baixo grau e | Astrocitoma imunohistoquimica alto grau. A espectroscopia por ressonancia € Gtil em avaliar a
al (2007) 25 de alto grau invasividade de astrocitomas e predizer o prognostico.
N= 45 amostras de gliomas Expressdo aumentada de MMP-2 em AA e GBM, estando
Jian Gu et al | pediatricos Astrocitoma Anaplasico; GMB Imunohistoquimica positivamente relacionado e associado com maior grau de
(2009) N=20 amostras controle malignidade
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Quadro 2 - Estudos realizados com tumores cerebrais e a expressao de Metaloproteinases de Matriz 9 (MMP-9): autor, ano de publicacao,
numero de amostras (N), tipos de tumores estudados, técnicas laboratoriais aplicadas e niveis de expressa da MMP-2.

Autor/Ano Amostras (N) Tipo de Tumor Técnica Utilizada Expressdo das MMPs

A expressdo de MMP-9 estava aumentada em gliomas e foi

Jipei Zhao et | N= 272 pacientes Gliomas Imunohistoquimica associada com a progressdo tumoral, pois aumentou do grau 2

al (2012) para o 4. Pacientes com gliomas com niveis mais altos de MMP-9
tiveram uma sobrevida geral mais curta. Em analise multivariada,
a expressdo de MMP-9 se mostrou um fator prognostico
independente em gliomas. O estudo foi a primeira evidéncia da
expressao de MMP-9 como fator prognostico.
O aumento da expressdo de MMP-9 se correlacionou com o pior

Wei Yan et N=168 pacientes GBM mRNA microarray prognostico.

al (2011)

N= 66 pacientes (29 com grau

Hlobilkova 2 e 37 comagraus 3 e 4) Astrocitomas Imunohistoquimica A expressao de MMP-9 foi aumentada no grupo de maior

et al (2009) malignidade.
H& um aumento dos marcadores no periodo posoperatério. EM

Hormigo et Astrocitoma ELISA casos de glioblastoma, pessoas com tumores residuais tiveram

al (2006) Padrao radiografico niveis de MMP-9 significativamente mais elevados que os sem

sinais radiograficos de doenca residual, mas 0 mesmo néo
aconteceu em relacdo aos astrocitomas grau I11. MMP-9 néo
apresentou associa¢do com a sobrevida dos pacientes. Conclui-se
que a dosagem sérica da MMP-9 pode ser usada na monitorizacéo
de tumor residual em pacientes com GBM.




Quadro 3 - Estudos realizados com tumores cerebrais e a expressao de Metaloproteinases de Matriz 2 e 9 (MMP-2 e MMP 9): autor, ano de
publicacdo, nimero de amostras (N), tipos de tumores estudados, técnicas laboratoriais aplicadas e niveis de expressa da MMP-2e 9.
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grau 3. GBM grau 4.

Autor/Ano Amostras (N) Tipo de Tumor Técnica Utilizada Expressdo das MMPs
schwannomas, meningiomas e
Kachra et al N= 60 tumores astrocitomas pilociticos grau 1, Western blotting Os niveis de MMP-9 estavam aumentados nos astrocitomas e
(1999) astrocitomas grau 2 e anaplasicos oligodendrogliomas grau 3 do que em schwannomas e

menigiomas (grau 1).

Expressdo de MMP-2 e 9 se localizou nas células tumorais e

Oligodendrocitomas grau 4
anaplasias

Sheetal Raithatha Glioma hibridizacdo in situ | estruturas vasculares. A expressao da proteina MMP-2 foi vista
et al (2000) e predominantemente nas células tumorais enquanto a expressao
imunohistoquimica | de MMP-9 foi mais proeminente nas estruturas vasculares, mas
também foi expressa em células tumorais.
RT-PCR Com excelente correlagdo entre mRNA e niveis proteicos,
Manaut et al N=:20 GBMe 05 GBM Western blot formas ativas de MMP-2 e MMP-9 estavam presentes em 8/18 e
(2003) cérebros normais Zimografia 7/18 dos GBMs e 17/20 expressavam altas quantidades de
imunohistoquimica | VEGF.
38% dos casos foram positivos para MMP-2 e seu mMRNA
Komatsu et al N=21 Gliomas Imunochistoquimica | detectado em 62%. N&o houve relacdo significativa entre a
(2004) RT-PCR expressdo de MMP-2 ou do mRNA e a agressividade ou
classificacdo histolégica, mas 0 MMP-2 mRNA estava elevado
em casos disseminados ou recorrentes. Houve positividade para
MMP-9 em 81% das amostras, nas células neoplésicas e
endoteliais. A expressdo do Mrna da MMP-9 foi detectado em
91% dos casos (mais elevados em casos de GBM), sugerindo
relacdo com grau de malignidade.
Thorns et al MMP-2 e MMP-9 coram primariamente estruturam vasculares.
(2006) Astrocitomas Imunohistoquimica | tém papel importante na neoangiogénese e vascularizacdo

tumoral.
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1.1.4 Ressecgdo Cirargica de Gliomas e Utilizacdo de Fluoresceina

Se a resseccdo de um glioma abranger mais de 75% do volume inicial ja ha beneficios
demonstraveis na sobrevida sobre as pessoas que receberam biopsia (até 50% de retirada) ou
resseccdo parcial (MCGIRT et al., 2009). No entanto, ressecgdes de pelo menos 98%
(LACRIOX et al., 2001), quando estas sdo possiveis sem acarretar acréscimo de morbidade
neuroldgica, apresentam melhor resultado, com maior tempo livre de recidiva. Nos casos de
reoperacdo, a resseccdo total ou proxima do total também mostrou associacdo significativa
com o aumento da sobrevida (SANAI et al., 2008; SMITH et al., 2008; STUMMER et al.,
2008; BERGER, 2013).

Opcdes para aumentar a ressecabilidade dos gliomas, mantendo a seguranca do
procedimento, incluem a neuronavegacdo (TODA, 2008), uso de ultrassonografia
transoperatoria (CHACKO et al., 2003; HINOJOSA et al., 2011), o mapeamento
transoperatorio de areas eloquentes (SANAI et al., 2008), a craniotomia com 0 paciente
acordado (area de linguagem) e o uso do 5-ALA associado ao microscopio com filtro de luz
azul (HEFTI et al., 2010; VALLE et al., 2011) ou a fluoresceina sédica endovenosa durante a
cirurgia (MOORE et al., 1948; KOC et al., 2008; SILVA,; SILVA, 2010; CHEN et al., 2012
). A técnica da fluoresceina pode ser ainda mais eficaz quando a mesma é conjugada com a
albumina (ICHIODA et al., 2004) ou utilizando-se de excitagéo e filtros de barreira (OKUDA
et al., 2012) ou filtro de luz no microscopio cirargico, reduzindo-se a dose injetada, com bons
resultados (REY-DIOS, 2012).

Os gliomas podem ser separados nos grupos difuso e circunscrito, sendo que as lesoes
difusas apresentam maior grau de dificuldade de resseccdo, por serem tumores mais
infiltrativos (FULLER et al., 2011). Eles correspondem a grande maioria dos gliomas de
graus Il a IV. Ha evidéncias de que o sinal fluorescente vai além das areas de tecido que
realcam com o contraste nos exames de ressonancia (UZUKA et al., 2007; VALLE et al.,
2011; CHEN et al., 2012). Podem-se identificar, de forma didética, as zonas de colora¢édo pela
fluoresceina como: amarelo forte, amarelo fraco e ndo corada. O tecido estudado na zona
amarela forte corresponderia a uma regido de maior densidade celular neoplésica, mais
propensa a ocorréncia de necrose e proliferacdo vascular, enquanto a zona amarela fraca
apresentaria menor densidade de células neoplasicas, sem necrose ou proliferacdo vascular, e
a zona ndo corada apresentaria pouca ou nenhuma célula tumoral (SHINODE et al., 2003;
TODA, 2008). Em analise volumétrica do grau de resseccdo de GBM usando o 5-ALA —

outro agente transoperatdrio fluorescente — foi observado um valor preditivo positivo de
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100% para tumor na regido de fluorescéncia forte. Todos os pacientes do estudo tiveram
ressec¢do acima de 98% e com o volume médio ressecado de 99,8% (VALLE et al., 2011).

A fluoresceina ndo é metabolizada e tem excrecdo renal, motivo pelo qual deve ser
evitado seu uso nos pacientes com doenca renal (ANARI et al, 2007). H& poucos relatos de
complicagbes com o uso endovenoso da fluoresceina sodica, com apenas um caso de
anafilaxia grave (grau 3 ou 4). Em estudo com uso intratecal, efeitos adversos vagos e
passageiros, como mal-estar, cefaleia e tonturas (TABAEE et al., 2006). Classicamente a
administracdo endovenosa é feita no inicio da cirurgia ou antes da abertura da dura-mater,
mas estudos mostraram que em 10 minutos atinge-se a colora¢do adequada, permitindo sua
aplicacdo apos a abertura da dura-mater sem acréscimo de morbidade (CHEN et al., 2012).

O uso transoperatdrio da fluoresceina no GBM oferece bons resultados (SHINADA et
al., 2003; UZUKA et al., 2007; KOC et al., 2008; COHEN-GADOL; REY-DIOS, 2012) com
aumento significativo no grau de resseccdo dos tumores das pessoas que recebem a
fluoresceina, com aumento de sobrevida para o grupo com resseccédo total. Existe evidéncia
crescente de que a reoperacdo de gliomas, tanto de alto quanto de baixo grau de malignidade,
prolonga a sobrevida (STUMMER et al., 2008; SANAI et al., 2008; HINOJOSA et al., 2011;
BERGER, 2013), quando o paciente se apresenta em boas condi¢des clinicas, especialmente
se associada a outras caracteristicas de boa evolucdo prognostica, como o indice de

desempenho de Karnofsky e a baixa idade.
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2 JUSTIFICATIVA

Os astrocitomas de graus Il a IV classificados pela OMS tém tratamento clinico e
cirargico muito dificil e sdo as malignidades primarias mais comuns do sistema nervoso
central. A capacidade de invadir o tecido normal circunjacente e a neovascularizagdo que
acompanha essas patologias sdo elementos chaves no dificil controle clinico e cirurgico, e 0
metabolismo de metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) tem sido investigado
como essencial na infiltracdo e agressividade tumorais, e estd também provavelmente
implicado no fendbmeno de quebra da barreira hematoenceféalica. A BHE tem importancia no
comportamento tumoral e na eficcia do uso transoperatério da fluoresceina. O contraste
usado na ressonancia magnética também realca preferencialmente a area do tumor, em geral
mais acentuado na capsula e negativo na area de edema/gliose. Dessa forma, a elucidacao dos
mecanismos celulares envolvidos na patogénese dos gliomas encefélicos e na acdo da
fluoresceina transoperatdria sdo importantes na otimizagdo do tratamento dessas neoplasias,

com maior seguranca no procedimento cirirgico.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos descritos abaixo visam alcangar as perguntas que conduziram a realizagdo

desta pesquisa.
3.1 Objetivo geral

Estudar, nos gliomas encefalicos malignos, nas diferentes areas de interesse, dentro e fora
do tumor (cérebro normal, pseudocapsula, regido central do tumor e na area infiltrativa em
volta) a intensidade da presenca das MMPs e os diferentes padrdes de coramento com a
fluoresceina transoperatéria e do contraste da ressonancia, tentando identificar correlacGes
com os tipos histoldgicos e graus de malignidade tentando avaliar também a eficacia de

resseccdo tumoral com o uso de fluoresceina.

3.2 Objetivos especificos

o Tracar um perfil dos pacientes incluidos no protocolo de pesquisa quanto: a histologia
das lesbes, a gravidade de apresentacdo dos sintomas e as caracteristicas radiolégicas das
mesmas, com base nos critérios RANO,;

o Estudar as lesdes cerebrais operadas quanto ao histopatolégico oficial dos hospitais,
aos histopatoldgicos dos diversos fragmentos retirados para a pesquisa, compreendendo a
heterogeneidade e os graus de malignidade contidos nas amostras de cada fragmento diferente
do mesmo paciente;

o Avaliar a gravidade de apresentacdo dos sintomas iniciais dos pacientes, e se seus
tumores eram em areas nobres, para controlar varidveis de confusdo, e efetuar as seguintes
analises: comparar os graus de resseccdo das lesbes, entre 0s grupos de pacientes que
receberam e 0s que ndo receberam a fluoresceina entre resseccao total, subtotal, parcial e
biopsia; comparar a morbidade e mortalidade pos-operatoria imediata nos grupos caso e
controle;

o Documentar e classificar as areas de coramento transoperatério pela fluoresceina com
0 uso de software de andlise de imagens e avaliar a correlacdo dos diferentes tipos de
coramento com os resultados dos estudos histopatoldgicos (grau de malignidade, necrose e
angiogénese). Comparar estes dados com a distribuigdo espacial do coramento do contraste da

ressonancia;
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o Realizar imunohistoquimica para MMP-2 e MMP-9 nos fragmentos para
histopatologico e: relacionar o padrdo de coramento pela fluoresceina nas areas de interesse
onde os fragmentos foram colhidos, assim como o tipo de realce pelo contraste da
ressonancia, com a atividade de MMP-2 e 9 e com o grau de malignidade e tipo tumoral dos

fragmentos.
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4 METODOLOGIA

Neste topico havera a descricdo metodoldgica de todas as etapas necessarias para

alcancar cada objetivo especifico, assim como métodos estatisticos e questdes éticas..

4.1 Tipo de estudo

Estudo transversal do tipo caso controle, cego e randomizado, com agrupamento dos
pacientes entre os que receberam ou nao a fluoresceina sodica endovenosa, com avaliacdo de
déficits e graus de resseccdo - com categorizagdo por grupos de lesbes, area eloquente do
tumor e gravidade de apresentacdo e pontuacdo na escala de desempenho de Karnofsky
(Anexo Il) para reducdo dos fatores de conflito (HINOJOSA et al., 2011), com avaliacdo

histologica e radioldgica dupla e imunohistoquimica.

4.2 Locais do estudo

O estudo foi desenvolvido no Hospital da Restauragdo (HR), que constitui referéncia
estadual para pacientes com tumores do encéfalo, e no Hospital da UNIMED IIl, no Recife. A
analise histologica e imunohistoquimica foi realizada no HR e nos laboratérios do Programa

de P6s-Graduacéo em Patologia da UFPE.

4.3 Populagéo alvo e periodo de estudo

Para compor a amostra deste estudo foram envolvidos aproximadamente 80 pacientes,
com suspeita clinica e radiolégica de astrocitoma malignos encefalicos, consideradas
passiveis de cirurgia, com baixo ou alto grau de malignidade, apesar de o n calculado para o
estudo ter sido de 60. Os seguintes parametros foram usados no calculo do nimero da amostra
(n): utilizando-se a formula representada abaixo para comparar tratamentos com graus de
eficécia diferentes - nesse caso, supondo que o grau de resseccdo sem a fluoresceina seja de
80% (Pa = 0,8) e de 90% com o uso do corante (Pb = 0,9), e considerando 0 a = 0,05 e o
poder de 0,90, temos uma amostra ideal de 265 pacientes submetidos a cirurgia:

n= 265

Considerando a populagédo de Pernambuco como dez milhdes de habitantes e a incidéncia
da doenca glioma maligno como 4 por 100.000 habitantes por ano (levando-se em
consideracdo a grande quantidade de pessoas sem diagnostico em nossa populacdo e a
incidéncia de lesdes benignas dentro do valor de incidéncia geral de gliomas nos EUA

(LOUIS et al., 2007), foi considerado como 400 o nimero de casos novos da doenga estudada
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na populagdo do estado de Pernambuco em um ano. Os hospitais envolvidos na pesquisa
recebem cerca de 30% dos casos novos (todos na Regido Metropolitana do Recife), o que
resulta em 120 casos novos por ano como populagéo para este estudo. Deste total, foi avaliado
que em cerca de 50% dos casos pode-se ter sucesso na inclusdo do paciente e familia,
chegando-se ao numero proposto acima como amostra final (nf), que perfaz cerca de 20% do
volume amostral ideal para o tipo de comparacao.

nf = 400 -280 =60 (nf = 22,64% de 265)
2

Serdo formados 0s seguintes grupos (com seguimento p6s-operatério imediato):
- Grupo de estudo: pacientes com lesdes caracteristicas e que foram randomizados para
receber o corante (fluoresceina) no transoperatorio;
- Grupo controle: pacientes com lesbes caracteristicas e que foram randomizados para ndo

receberem o corante. O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2016 até agosto de 2017.

4.4 Critérios de inclusao e exclusao

- Inclusdo: pacientes maiores de 18 anos e menores de 76 anos com diagnostico clinico e
radiolégico de glioma supratentorial, tratados nos hospitais incluidos, no periodo do estudo.
Apbs avaliagdo histopatoldgica, serdo considerados gliomas de grau Il os do tipo
protoplasmatico, gemistocitico e fibrilar e também os oligodendrogliomas e
oligoastrocitomas. Como grau Il incluir-se-& o0s astrocitomas anaplasicos, 0s
oligoastrocitomas anaplasicos e os oligodendrogliomas anaplasicos. Como tumores de grau
IV serdo considerados o glioblastoma e o gliossarcoma.

- Exclusdo: pacientes com alergia a fluoresceina, insuficiéncia renal aguda ou crénica,
tumores localizados na fossa cerebral posterior e pacientes com les6es recidivadas, além dos
individuos com tumores de outras linhagens celulares. Cirurgias planejadas para ressecc¢oes
parciais ou biopsias serdo excluidas, apesar de permanecerem no estudo se essa decisdo for

tomada no transoperatorio.

4.5 Método de coleta e analise do material bioldgico

O projeto de pesquisa foi enviado para a Plataforma Brasil e encaminhado ao Comité de
Etica e Pesquisa do Hospital da Restauracdo. Apos recebida aprovacéo e autorizagio para
coleta de dados, e concomitante ao treinamento da equipe multidisciplinar, os pacientes com

suspeita clinico-radioldgica de glioma maligno foram abordados e informados sobre o0s
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objetivos e caracteristicas do estudo.Um termo de consentimento livre e esclarecido foi

assinado pelo participante ou responsavel legal (Apéndice B).

4.5.1 Instrumentos para coleta de dados

Os dados foram coletados através de um formulério, para cada paciente, preenchido pelo
pesquisador no periodo pré-operatorio e no pés-operatério imediato, onde os fatores de
anélise de interesse do estudo foram discriminados.

As ressonancias, préoprias e de servigcos conveniados, foram realizadas com o seguinte
padrdo: 1,5 Tesla e cortes de 5 mm na &rea de interesse, em cortes ortogonais.

A randomizacdo foi obtida através da criacdo de uma matriz gerada por computacdo (List

randomizer, através do sitio https://www.random.org/lists/) (Apéndice C) e pelo uso de

envelopes com o nimero do paciente na pesquisa e a participacdo no grupo de estudo ou
controle, junto com algumas instrugdes, que estiveram disponiveis para 0 cirurgido e
pesquisador na sala operatoria (Foto x). O cegamento duplo ocorreu porque o paciente ndo
soube em que grupo foi incluido, assim como ndo teve essa informagdo os radiologistas, 0s
patologistas nem o neurocirurgido responsavel pela classificacdo quanto ao grau de resseccao,
0 tipo histologico, a imunohistoquimica e a intensidade dos contrastes.

A técnica cirurgica consistiu na realizacdo de craniotomia, sob anestesia geral, dentro do
acesso planejado e, com ou sem uso de neuronavegacdo ou monitorizacdo eletrofisioldgica,
foi procedido o menor acesso possivel e seguro pelo tecido nervoso e sob microscopia, no
menor trajeto para a extracdo do tumor. Pelo fato de os gliomas malignos serem infiltrativos,
usa-se a fluoresceina, nos pacientes randomizados para recebé-la, como uma forma de
facilitar a diferenciagdo entre tumor, cérebro infiltrado por tumor e areas de cérebro normal.
Quando o tumor forma uma pseudocapsula, pode-se optar por, depois de retirada de
fragmentos para analise histopatoldgica, fazer uma cavitagédo inicial no tumor e seguir com
uma resseccao extracapsular. Mais comumente, em lesdes sem pseudocapsula, a retirada do
tumor faz-se com um aspirador ultrassénico que fragmenta e aspira a massa neoplasica, por
vezes com aspecto necrético ou hemorragico.

As imagens fotograficas e fotomicrograficas dos casos serdo realizadas apos a abertura
dural e durante o procedimento de colheita dos fragmentos no transoperatorio (ver pontos
5.5.4 e 5.5.6) e durante as analises histoldgicas e imunohistoguimicas, e todos os dados serdo
armazenados em arquivo pessoal do pesquisador, sendo descartadas todas as fontes de dados

5 anos apos a conclusao da pesquisa. Os nomes dos participantes ndo serdo divulgados.


https://www.random.org/lists/
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4.5.2 Célculo do volume tumoral pré e pds-operatorio e injecdo de fluoresceina

Definicdo do volume tumoral pré-operatorio

Calculo pelos diametros ortogonais (volume elipsoide): os avaliadores irdo identificar 0s
trés maiores didmetros ortogonais da lesdo tumoral, desde a transi¢do tumor/cérebro no exame
de imagem na tela, com a medicdo pelo software do proprio equipamento, ou manualmente
sobre os filmes de ressonancia, com setas. Quando o formato da lesdo ficar mais bem
caracterizado por 2 elipsoides, um segundo grupo de trés didmetros ortogonais serdo tracados
e somados. Cada area cistica ou necrética sera medida utilizando os mesmos calculos e depois
subtraidas do volume da lesdo. A formula usada para computar os volumes sera a do volume
elipsoide padréo:

V =4/3pi(axbxc)
Onde a, b e ¢ corresponde a metade dos diametros ortogonais.
Volumetria computadorizada: softwares préprios dos equipamentos de ressonancia ou
de neuronavegacdo calculam o volume total aproximado da lesdo a partir do delineamento

tridimensional das margens, realizada pelo cirurgido ou radiologista.

Defini¢ao do volume tumoral pds-operatorio

Semelhante ao volume pré-operatorio, porém subtraindo-se, do volume total, a

cavidade do leito de resseccéo.

4.5.3. Definigdo de tumores mensuraveis e ndo mensuraveis e localizagdo dos tumores

Definicdo de tumores mensuraveis

Lesdes captantes de contraste bidimensionalmente, com margens claramente definidas
na ressonancia, com 02 diametros perpendiculares com pelo menos 10 mm, visiveis em dois
ou mais cortes axiais de 5-mm com skip de 0-mm. Cistos serdo subtraidos, exceto se tiver um

componente nodular com mais de 10-mm de diametro.

Tumores ndo mensuraveis

Mensuravel apenas em uma dimensdo, diametro menor que 10 mm e bordas mal

definidas. Tumores predominantemente necroticos ou cisticos serdo considerados néo
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mensuraveis. O grau de necrose tumoral também sera classificado em 3 diferentes classes:

menos de 25%, 25-50% e mais que 50%, para avaliar a importancia desse aspecto.

Localiza¢&o dos tumores

Eloquente, quando ocupa o tdlamo e hipotalamo, insula, nucleos da base, capsula
interna, area motora, areas envolvidas na linguagem e o cOrtex visual;, préximo a area
eloquente, quando afeta o corpo caloso, ou quando nas proximidades do cortex motor ou
sensitivo, do sulco calcarino ou das areas da linguagem; e ndo eloquente (SANAI; BERGER,
2008). No entanto, na andlise final, agrupamos as lesdes em areas eloquentes e proximas a

eloguente.

Aplicagdo da Fluoresceina

Para o uso da fluoresceina, seguiu-se as seguintes etapas (registro na ANVISA n°
10172470003) (Anexo I11):
1. Teste para anafilaxia: aplicacdo endovenosa de 05 ml da solugdo em diluicdo de 1%.
Aplicacao realizar-se-& ap6s intubacdo e monitorizagdo de sinais vitais.
2. Dose final: 15-20 mg/kg, numa diluicdo de 10%. Aplicacdo seré feita apos realizacdo da

craniotomia e antes da durotomia (abertura da dura mater).

4.5.4 Colheita de fragmentos no transoperatério

O primeiro fragmento, chamado de fragmento Al, nos tumores que ndo se expdem
diretamente abaixo da aracnoide, foi retirado durante a corticectomia de acesso ao tumor,
enquanto esse fragmento ndo colhido em caso de tumores muito superficiais. O segundo
fragmento, chamado de fragmento A2, consistiu de uma amostra da capsula ou da regido do
inicio do desbridamento interno (debulking), de acordo com a impressdo do cirurgido, usando
elementos anatdmicos, de imagem e o coramento pela fluoresceina. O terceiro fragmento (A3)
consistiu de parte da peca cirdrgica principal, envolvendo normalmente o centro da lesdo e
margens, e o quarto fragmento (A4) representou a area de infiltracdo difusa, colhida apos a
retirada da massa tumoral principal, quando esta foi indicada em casos com essa suspeic¢do. O
momento da retirada de quaisquer fragmentos para a pesquisa foi combinado temporalmente

com uma foto transoperatdria para avaliacdo concomitante do coramento pela fluoresceina.
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Todas as pecas foram colocadas para fixagdo em formol 10%, sendo 0s
recipientes marcados com o nimero do individuo na pesquisa, entre os dados rotineiramente
descritos nos frascos com os diferentes fragmentos do tumor. O emblocamento foi realizado

apenas apos 24 horas de fixacao.

4.5.5 Captura e analise de imagens

As fotografias e fotomicrografias transoperatérias, utilizando o microscopio cirargico
(Zeiss) foram capturadas na seguinte sequencia: 1. ApoOs abertura dural, mostrando a
corticalidade, com ou sem a presenca da lesdo tumoral; 2. Apds a identificacdo inicial da
pseudocapsula e de sua separagdo da gliose; 3. No momento considerado pelo cirurgido
principal como metade da resseccdo realizada na area central, também chamado usualmente
de core da leséo; 4. Ao final da resseccdo da massa tumoral principal também foi colhido um
fragmento da area de infiltracdo difusa no leito cirargico, independente do coramento pela
fluoresceina. As imagens das cirurgias foram analisadas com uso do software IMAGEJ, de

uso gratuito.

4.5.6 Imunohistoquimica para MMP-2 e MMP-9

Os cortes de gliomas parafinizados com espessura de 4 pum foram desparafinizados e
reidratados. Para recuperacdo antigénica, as amostras foram colocadas em tampao citrato e
aguecidas a 90° C num forno de micro-ondas por 15 minutos. Depois as mostras foram
tratadas com peroxido de hidrogénio a 3% por 15 minutos em temperatura ambiente. Apds
serem lavadas com tampdo salina de fosfato (PBS), a biotina enddgena foi bloqueada com
clara de ovo a 30% por 20 minutos em temperatura ambiente. Ap6s lavadas, as ligacfes ndo
especificas foram bloqueadas com soro de cabra ou de coelho. Essas laminas foram entdo
incubadas durante a noite inteira com anticorpo policlonal de coelho para MMP-9 (1:200,
Abcam) em PBS a 4 ° C. Apds lavadas com PBS, o anticorpo secundario IgG anti-coelho
(1:400, Sigma) foi adicionado, e as laminas incubadas por uma hora em temperatura
ambiente. Ap6s nova lavagem com PBS, foi adicionado as ldminas com os cortes, complexo
peroxidase - estreptavidina pronto para uso, sendo aquelas incubadas em temperatura de 37°C
por 20 minutos. A reacdo de imunoperoxidase foi realizada pela 30,30 diaminobenzidina
tetraidrocloridrica a 0,05% (Sigma-Aldrich) com peroxido de hidrogénio a 0,01% por 5
minutos em temperatura ambiente. Os nucleos das células foram contracorados com

hematoxilina por 2 min a temperatura ambiente. Controles negativos e positivos apropriados
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foram obtidos para cada série de ensaios imunoistoquimicos. As laminas foram montadas com

laminulas e analisadas em microscopio optico (Olympus BH-2, Japéo).

4.6 Analise dos dados

Para a analise dos dados relacionados aos aspectos radioldgicos gerais e fotograficos
da fluoresceina, as variaveis envolvidas foram comparadas nos dois grupos (Com e Sem
fluoresceina). Para as varidveis numéricas (ex: numero de lesbes, volume do tumor, %
necrose, etc.), esta comparacédo foi realizada a partir da aplicacdo dos testes de normalidade
(para entender se os dados eram paramétricos ou ndo paramétricos) e a partir dai testou-se a
significancia de possiveis diferencas nestes dois grupos pelo teste Teste U de Mann-Whitney,
gue é um teste ndo paramétrico. A regra de decisdo se baseia no p-valor, onde assumindo o
nivel de 5% de significancia (pois deseja-se ter 95% de certeza), se p-valor<0,05 existe
diferencas significativas entre os valores dos dois grupos para variavel em questao.

Por outro lado, para a comparacdo das varidveis categodricas (ex: circunscrito,
mensuravel, eloquente, etc.) nos dois grupos (ou seja, verificar a homogeneidade da amostra),
realizou-se cruzamentos de dados (tabelas de contingéncia) para estudo das frequéncias
absolutas e percentuais, bem como a aplicacdo dos testes Qui-quadrado de Independéncia e
Teste Exato de Fisher. Ambos testes verificam se o comportamento de tais variaveis
qualitativas esta associado ao grupo (Com ou sem fluoresceina).

Para a comparacdo dos dados resultantes da analise de imagens pelo ImageJ, para
intensidade de contraste em cada uma das areas, aplicou-se os testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e teste de normalidade de Shapiro-Wilk, que testam a hip6tese nula de
que os dados sdo normais contra a hipétese alternativa de que nao sdo normais. Definindo o
nivel de 5% de significancia, se p-valor do teste de normalidade for menor que 0,05 conclui-
se que os dados ndo sdo normalmente distribuidos e neste caso deve-se usar uma técnica ndo
paramétrica para estudo comparativo, sendo neste caso o Teste Kruskal-Wallis. Uma
alternativa ao teste ANOVA (paramétrico), este teste estuda diferencas significativas em uma
variavel quantitativa ndo normal quando se comparam mais de dois grupos e neste caso ele foi
usado para testar possiveis diferencas significativas na intensidade de coramento pela
fluoresceina, para os diferentes niveis de contrastes em cada uma das regides (A2, A3 e A4).
O Teste Kruskal-Wallis avalia a hipotese nula deste teste € que ndo existem diferencas
significativas do % Corado entre os niveis de Contrastes (p-valor>0,05), contra a hipotese

alternativa de que existe diferenca significativa (p-valor<0,05).
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Para a comparacao da intensidade de fluoresceina, do volume pds-operatdrio e do grau
de resseccdo entre os grupos (Com e Sem Fluoresceina) aplicou-se também o Teste U de
Mann-Whitney para testar possiveis diferencas significativas entre estes dois grupos para
estas varidveis. Para as demais analises aplicou-se 0s mesmos testes citados, considerando o
mesmo nivel de 5% de significancia. Para mais detalhes tedricos sobre os testes utilizados o

leitor poderéa consultar Bussab e Morettin (1987).

4.7 Aspectos éticos e legais

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica do Hospital de Restauracéo e a Plataforma
Brasil, e levou em consideragdo 0s principios bioéticos internacionais de autonomia dos
individuos, ndo maleficéncia e beneficéncia das praticas envolvidas e da justica e equidade
(BRASIL, 2012). Além da Carta de Anuéncia da direcdo das instituicdes hospitalares
envolvidas, foi apresentada uma carta de compromisso dos proponentes da pesquisa e de
todos os participantes do estudo (Anexo V).

Para a protecdo dos participantes da pesquisa, além de serem abordados sobre a
participacdo no momento, local e com a quantidade de informacGes apropriadas, 0S mesmos
também receberam o termo de consentimento livre e esclarecido, com informacoes claras e
detalhadas sobre o estudo e os riscos envolvidos. Os beneficios aos participantes sdo diretos
(melhora da técnica operatoria) e difusos (maior evidéncia cientifica sobre o tratamento de
gliomas). Podemos considerar os grupos a serem analisados como vulneraveis, pois sdo
pacientes hospitalizados com diagnostico de neoplasia encefalica. Porém tal escolha é
justificada pelos objetivos do estudo, que envolve técnicas operatérias e caracteristicas da
biologia tumoral em pacientes especificos.

Os instrumentos para coleta de dados preenchidos, assim como as fotografias
transoperatdrias e os termos de consentimentos serdo arquivados pelo pesquisador durante um
periodo de 5 anos. Os exames de imagem permanecerdo com o0s pacientes. O material
bioldgico ressecado e levado a estudo ndo difere por conta da participagdo na pesquisa.

O presente estudo envolveu elementos de intervengdo no tratamento. Os pacientes ou
familiares puderam recusar a participacdo no estudo desde o0 momento inicial, na entrevista,
mas também em qualquer fase do acompanhamento. O estudo poderia ser encerrado e o fato
serad comunicado ao Comité de Etica em Pesquisa caso uma das alternativas de tratamento
apresentasse clara superioridade sobre a outra.

Os resultados do estudo, corroborando ou ndo para a hipétese original, serdo publicadas e

devidamente informados para as autoridades de saude do estado de Pernambuco, assim com
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ajudardo na melhoria do protocolo de tratamento de gliomas encefélicos nas instituicdes

envolvidas na pesquisa.
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5 RESULTADOS

Neste item, os resultados da pesquisa estdo abordados em tdpicos de acordo com cada

um dos objetivos langados.

5.1 Distribuicdo dos casos e histologia das les6es operadas

A quantidade total de pessoas inscritas foi de 78 pessoas, mas, ao final, o protocolo de
pesquisa foi atingido, total ou parcialmente, em 31 pacientes, e 0s mesmos foram mantidos
para andlise dos dados, independente do resultado dos histopatoldgicos. Desta forma, lesdes
de natureza outra que ndo astrociticas malignas, como, por exemplo, 0s 2 casos de metastases,
2 casos de maligno inconclusivo (MI), 1 caso de astrocitoma benigno (pilocitico),
permaneceram nas analises aqui descritas, junto com o0s 22 casos de astrocitomas de baixo e
alto graus (22 pessoas pelos laudos externos e 21 nas avaliagBes histoldgicas do nosso
estudo). Em 2 casos ndo tivemos o histopatoldgico externo, mas houve avaliagdo da nossa
patologista (astrocitoma de baixo grau e auséncia de neoplasia). Tivemos 1 caso sem laminas
proprias da pesquisa. 28 pessoas foram excluidas por razbes como: morte pré-operatoria, alta
para cuidados paliativos e decisdo por biopsia e alta hospitalar. Nos casos restantes (19 casos),

as cirurgias foram realizadas sem a aplicagéo do protocolo de pesquisa.
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Tabela 1: Diagnostico histopatologico final por paciente, comparando os resultados dos
servigos oficiais dos hospitais com os achados da pesquisa.

NUmero na Histopatologico hospitalar Histopatologico da pesquisa
pesquisa

N 01 Metéstase Metastase

N 04 Maligno inconclusivo Grau IV

N 11 Grau Il Gliose

N 15 Auséncia de neoplasia Grau Il

N 27 Grau IV Grau IV

N 42 Grau IV Grau IV

N 52 Grau Il

N 53 Grau IV Grau IV

N 54 Grau IV Maligno inconclusivo

N 55 Hemorragia

N 58 Grau IV Grau IV

N 62 Grau IV Auséncia de neoplasia

N 70 Grau IV Grau IV

N 76 Grau | Grau IV

N 77 Grau IV Grau IV

N 78 Grau IV Grau IV

N 06 Grau IV Grau Il

N 05 Grau IV Grau Il1

N 10 Benigno inconclusivo Auséncia de neoplasia

N 22 Grau IV Grau IV

N 26 Grau IV Maligno inconclusivo

N 28 Grau IV Grau IV

N 33 Auséncia de neoplasia Grau Il

N 38 Grau IV Grau IV

N 48 Grau Il Grau Il

N 49 Grau IV Grau IV

N 66 Grau Il Grau IV

N 72 Maligno inconclusivo Metéstase

N 74 Grau IV Grau IV
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N 75 Grau IV Gliose

N 78 Grau IV

Tabela 2: Todos os pacientes, agrupados pela histologia: no laudo da pesquisa considerou-se
a amostra de grau maior de malignidade entre os fragmentos recolhidos.

Laudo histopatoldgico Laudo histopatoldgico
externo da pesquisa
Astrocitoma grau IV 19 15
Astrocitoma grau 11 1 3
Astrocitoma grau Il 2 3
Astrocitoma grau | 1 0
Metéstase 1 2
Auséncia de neoplasia/gliose 2 5
Benigno inconclusivo 1 0
Maligno inconclusivo 2 2
Angioma cavernoso 1 0
N&o acessivel ao estudo 2 2

Ao final, 18 pacientes receberam tratamento com fluoresceina e 13 pacientes tiveram
cirurgias sem fluoresceina, representando respectivamente 58,1% e 41,9% da amostra em

questao.

Tabela 3 — Distribuicédo dos pacientes por tipo de tratamento recebido.

N %
Com Fluoresceina 18 58,1%
Sem Fluoresceina 13 41,9%
Total 31 100

A maioria dos pacientes (83,9%), nos dois grupos, tiveram uma lesdo encefalica
(12,9% tiveram duas lesGes e apenas 3,2% apresentou trés lesdes), e 0s grupos caso e controle
foram homogéneos quanto ao numero de lesdes (média de 1,17 lesdes no grupo caso contra
1,23 lesBes no grupo controle), quanto a média dos volumes das lesBes (43,65 x 44,31 cm3,
respectivamente), quanto ao percentual de necrose das lesdes (média de 62,6% de necrose no

grupo caso e 57,7% no grupo controle), quanto a localizacdo em area eloquente/préximo de
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eloquente em relagdo aos tumores em areas ndo eloquentes (com 14 e 11 lesGes em areas
eloguentes, respectivamente) e os pacientes dos grupos também foram homogéneos quanto a
média de performance na escala de Karnofsky (média de 89,2 no grupo caso e 81,8 no grupo
controle) e quanto a presenca de tumores ndo mensuraveis (tendo aparecido apenas uma leséo
ndo mensuravel em cada grupo) e ndo circunscritos (3 casos no grupo com fluoresceina e 4
casos no grupo controle), sendo, em todos os casos, as diferencas consideradas néo
significativas entre os grupos de pessoas que receberam a fluoresceina transoperatéria e o

grupo que ndo recebeu, para todos os parametros citados acima.

5.1.1 Laudos histopatoldgicos externos

Correspondem a histologia das lesbes pelos laudos histopatologicos dos servigos

hospitalares ou privados, e tém distribuicdo exposta nas tabelas 1 e 2.

5.1.2 Laudos histopatoldgicos da pesquisa

Foram dados fragmento por fragmento de diferentes etapas da resseccdo de cada
tumor. Logo, pedacos de tumor e area fora do tumor do mesmo paciente receberam
diagnosticos e gradacbes histoldgicas independentes. Apesar de o resultado do
histopatologico da nossa profissional ser dividido por fragmentos de varios locais da
resseccao, demos também um resultado final do nosso histopatoldgico para cada paciente,
como a lesdo de grau mais alto de malignidade entre os varios colhidos (tabela 1).
Fragmentos Al: Conseguimos fragmentos Al (do cortex ou substancia branca considerada
normal ou de passagem pelo cirurgido) em 16 pacientes. A distribuicdo dos laudos
histopatoldgicos nos fragmentos Al, realizados pela patologista do estudo, foi de 3 lesdes
astrociticas de grau Ill e de gliose ou tecido normal nas laminas restantes. A maioria das
laminas Al alteradas eram de pessoas com astrocitomas grau 1V, incluindo as 3 laminas com

lesBes grau 111, mostrando a distancia das alteraces citologicas causadas pelo glioblastoma.
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Figura 1: 1dmina representativa de um tecido cerebral normal, corado com HE. Notamos
poucos neurdnios e astrécitos, sem figuras de mitose ou area de neoangiogénese ou necrose.

Fragmentos A2: Extraimos 28 fragmentos considerados pseudocéapsula do tumor (A2). Os
fragmentos A2 mostraram lesdes de grau IV em 9 casos, tecido normal em 5 casos, 4 laminas
com lesdes grau Ill, 3 com lesdes de grau Il e 3 casos de hemorragia, 2 metastases e 2
malignidades inconclusivas. Houve uma tendéncia de associacgéo significativa entre os laudos
hospitalares e os da pesquisa ja na regido da pseudocapsula (p-valor = 0,06), destacando-se
que nos 18 casos de grau IV pelos histopatoldgicos das familias, encontramos, nas laminas da
margem da lesdo (A2), 6 tumores com caracteristicas de graus 1V, 3 graus 3, 2 malignos
inconclusivos, uma lesdo grau Il e 5 laminas vieram com tecido normal ou gliose.

Fragmentos A3: 27 fragmentos do centro do tumor (area A3) foram processados no nosso
estudo. A histologia dos fragmentos A3 foi de 14 casos de tumor astrocitico de grau 1V, 4
casos de tecido normal, 2 casos grau Ill e 1 de grau Il, 2 MI, 2 metéastases e 3 hemorragias
(tabela 4). Quando procuramos a concordancia entre os laudos hospitalares e a histologia do
fragmento central do tumor na pesquisa (fragmento A3), notamos uma concordancia
importante, com p-valor igual a 0,004, onde ressaltamos 12 casos de concordancia em glioma
grau IV. Em dois casos de laudo oficial grau IV, nosso laudo foi de malignidade inconclusiva

e 1 de hemorragia e outro de grau Ill, nesta regido.



40

Figura 2: fragmento corado com hematoxilina e eosina de um paciente com astrocitoma grau
IV. Notar o aumento da celularidade, as figuras de mitose, a proliferacdo vascular e as areas
de necrose em pseudopaligada

Fragmentos A4: Os cirurgides envolvidos consideraram apropriado retirar fragmentos da
area infiltrativa difusa, apos a retirada do tumor, em 21 pacientes. A histologia dos fragmentos
A4 foi de 8 pessoas com grau 1V, 5 pessoas com grau Ill, 1 lesdo de grau Il, uma maligna
inconclusiva, 3 apresentavam hematoma e 3 fragmentos tinham cérebro normal. O mais
importante € notar que, nas pessoas com laudo oficial grau 1V, 6 fragmentos dessa éarea,
considerada infiltrativa difusa e fora do tumor, apresentavam acometimento por tumor de grau

IV, enquanto 5 laminas dos pacientes com glioblastoma deram tumor de grau Il nessa regido.
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Tabela 4 — Distribuicdo da histologia por areas de retirada dos fragmentos durante a cirurgia.

Fragmentos Fragmentos | Fragmentos | Fragmentos

Al A2 A3 A4
Grau IVV/Hemorragia 0 08/03 (11) 14/3 (17) 08/03 (11)
Grau 111 03 04 2 05
Grau Il 0 03 1 01
Grau | + gliose 04 01 02 0
Metéstase 0 02 02 0
Maligno inconclusivo 0 02 02 01
Normal 09 05 01 03
Total 16 28 27 21

Outros aspectos importantes nos nossos resultados histopatologicos € que:
1. Fragmentos de areas consideradas normais (n=16), como o cOrtex ou substancia branca
glidtica, podem estar francamente acometidas por tumor (13 pacientes tiveram tecido normal
ou gliose enquanto 3 apresentaram lesdes de grau 111 de malignidade);
2. Fragmentos de areas diferentes de resseccdo da lesdo, em um mesmo paciente, podem
mostrar lesdes astrociticas em diferentes graus de malignidade (pacientes 4, 28, 42, 49, 53, 66,
74 e 77), incluindo um caso onde encontramos tumor de grau Il e grau IV (caso 49). Quando
comparamos 0s laudos oficiais dos pacientes de glioma grau IV com os histopatologicos dos
fragmentos A4 destes mesmos pacientes, notamos que 5 apresentaram glioma grau Ill e 6
apresentavam grau 1V,
3. Os fragmentos retirados apds o fim da resseccdo cirurgica (fragmentos A4) estavam
frequentemente acometidas por tumor de alta ou baixa malignidade (ver acima);
4. Uma quantidade grande de fragmentos retirados como sendo de massa tumoral consistiam

apenas em hemorragia (9 fragmentos).
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5.2 Grupos caso e controle quanto aos graus de ressec¢do e morbimortalidade

Todos os pacientes tiveram os parametros radiologicos pré-operatorios medidos na
ressonancia magnética, enquanto que para a avaliacdo radioldgica do pos-operatorio tivemos
acesso a apenas 5 RM de controle. Os outros 17 pacientes com radiologia pds-operatéria
foram avaliados pela tomografia do cranio com contraste.

Os graus de resseccao dos tumores ndo foram significativamente diferentes entre os
grupos que receberam ou ndo a fluoresceina transoperatoria (média de 70,71% no grupo caso
e de 70,00% no grupo controle).

No grupo caso, considerando as pessoas com tumores em &reas eloquentes (n 14),
encontramos no pré-operatorio 46 sintomas e sinais neuroldgicos nos pacientes, incluindo 4
casos confirmados de hemiparesia (pelo exame fisico, e outras 6 pessoas apresentaram este
sintoma antes da corticoterapia apenas) e dois de reducdo visual. Porém, no periodo pos-
operatdrio, os sinais e sintomas alterados reduziram para 8, com recuperacdo do déficit de
forca em um paciente. Ainda entre as pessoas que usaram a fluoresceina transoperatoria, mas
que tinham tumores em areas ndo eloquentes (n=4), este corante manteve sua utilidade ao
evitar déficits permanentes, sendo que este grupo passa de 8 sinais e sintomas para nenhum no
periodo pds-operatério (com uma morte apds uma semana).

Ja no grupo controle, considerando as pessoas com tumores em areas eloquentes
(n=11), apareceram 47 sintomas, incluindo 05 casos de hemiparesia flagrados no exame fisico
dos pacientes. No periodo pos-operatorio, esse subgrupo mostrava 13 alterac6es neuroldgicas,
com nenhuma recuperacdo de hemiparesia, porém aconteceram 3 mortes precoces no pos-
operatério. Houve recuperacdo da afasia notada em dois dos 3 pacientes com este sintoma.
Ainda no grupo controle, as pessoas que ndo receberam a fluoresceina e que tinha tumores em
areas nao eloquentes, a ocorréncia pré-operatoria de sinais e sintomas neurolégicos foi de 5,
com recuperagao completa das queixas no pos-operatorio imediato, nesse pequeno subgrupo
de duas pessoas.

Os sintomas mais comuns nos dois grupos foram cefaleia (18 casos), hemiparesia (15
casos, incluindo sintomas e sinais), sintomas e sinais de HIC (12 casos), epilepsia (12 casos) e
afasia (5 casos), e a distribuicdo dos mesmos nos grupos caso e controle foram
significativamente aleatéria. Outros sintomas e sinais considerados importantes foram
disartria, déficit visual, tonturas, vomitos sem HIC, confusdo, hipoestesia e Glasgow menor
que 13, mas todos com menor ocorréncia. Apenas uma pessoa N0 grupo caso estava

assintomatico e uma do grupo controle tinha tetraplegia (houve um caso de hemiplegia).
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O sintomas e sinais de HIC foram distribuidos desigualmente: estavam mais presentes
no pré-operatério no grupo que usou fluoresceina (10 contra 2 pessoas do grupo controle).
Considerando apenas o exame fisico, ¢ importante notar que 4 individuos de cada grupo
estavam com o exame neuroldgico normal, contribuindo para a distribuicdo equitativa da
gravidade dos casos.

O grupo que recebeu fluoresceina teve um nimero (ndo significativo) mais elevado de

pOs-operatdrios com exame fisico “normal”: 9 casos, em rela¢do aos 3 do grupo controle.

5.3 Correlacéo grau de malignidade x imunohistoquimica para MMP-2 e MMP-9

A imunohistoquimica para MMP-2 e MMP-9 foi realizada apenas em uma parte da
amostra total incluida nos resultados.
MMP-2 - Al: na regido creditada como ndo afetada pelo tumor, houve positividade na
imunohistoquimica para metaloproteinase de matriz 2: nas amostras com tumores grau |1l
houve reacdo forte em uma lamina e fraca em outra (n=2). Nas areas de gliose ou tecido
normal houve positividade fraca em 4 e moderada em 1. Dois fragmentos de tecido normal

ndo coraram para MMP-2.

Tabela 5: positividade para MMP-2 na regido de tecido normal. Lembrar que o tecido normal
ou glidtico que ai corou estava proximo a regido tumoral.

Al _MMP2 Total
Forte Fraco Moderado Néo
corou
Al Grau Il 1 1 0 0 2
Normal/Gliose 0 4 1 2 7
Total 1 5 1 2 9

% 11,10% 55,60% 11,10% 22,20% 100,00%

Na regido correspondente a pseudocapsula (A2), houve positividade para MMP-2 em
muitos fragmentos: 6 tiveram positividades fortes, 4 moderadas, 5 fracas e apenas duas
amostras ndo coraram para 0 anticorpo dessa proteina. O coramento forte concentrou-se nos
astrocitomas malignos (3 no grau Ill, 2 no grau IV e 1 no grau I) em relacdo aos outros
fragmentos. Houve positividade moderada para MMP-2 nos astrocitomas malignos, numa
amostra maligna inconclusiva (grau IV no laudo da familia) e numa amostra de metastase de

adenocarcinoma. Diferengas ndo sdo significativas.
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Tabela 6: intensidade da reacdo de imunohistoguimica para MMP-2 na regido de
pseudocapsula. Apenas areas de tecido normal ou gliose ndo reagiram. Areas de astrocitoma

maligno de alto ou baixo grau tiveram reagdes muitas vezes forte ou moderada.

A2_MMP2 Total
Forte Fraco Moderado  Nao
corou
A2 Grau Il 1 2 0 0 3
Grau Il 3 0 1 0 4
Grau IV 2 1 1 0 4
Hemorragia 0 1 0 0 1
Maligno 0 0 1 0 1
inconclusivo
Metastase 0 0 1 0 1
Normal/Gliose 0 1 0 2 3
Total 6 5 4 2 17
% 35,30% 29,40% 23,50% 11,80% 100,00%

Na regido correspondente ao centro da lesdo (A3), houve um predominio da

positividade forte (8 I&minas). Também ocorreram 4 casos de positividade moderada e 2 de

fraco. Duas amostras ndo reagiram para MMP-2.

Tabela 7: positividade para MMP-2 nas amostras do centro do tumor/peca principal (A3). As
diferencas ndo foram significativas.

A3_MMP2 Total
Forte Fraco Moderado  Né&o
corou
A3 Grau Il 0 0 0 1 1
Grau Il 0 0 1 0 1
Grau IV 5 1 2 0 8
Hemorragia 0 1 1 0 2
Maligno inconclusivo 1 0 0 0 1
Metéstase 2 0 0 0 2
Normal/Gliose 0 0 0 1 1
Total 8 2 4 2 16
% 50,00% 12,50% 25,00% 12,50% 100,00%
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Figura 3: Exemplo de uma Iamina contra corada com eosina e realizada imunohistoquimica
para MMP-2: ha uma positividade forte (marrom), especialmente nos nucleos das células
neoplasicas (astrocitoma grau 1V), para esta proteina, ndo especificando se em sua forma ativa
ou inativa. Ha também intensa positividade nos neutréfilos e regides perivasculares. Quando
obtivemos coramento apenas dos neutréfilos, chamamos, neste estudo, de intensidade “fraca”.

Nas amostras da regido A4, todos os fragmentos foram positivos para MMP-2: 6 com
positividade forte, coincidindo com &reas de lesGes astrociticas de alto grau, em relagdo as
areas de gliose e hematoma (uma amostra com tumor grau Il também ndo corou). A
positividade fraca distribuiu-se entre os varios tipos de diagndstico histoldgico desta regiao,
com destaque para as duas amostras de tecido gliético coletadas apds a retirada do tumor.
MMP-9: Em Al, houve positividade para MMP-9 moderada (1 amostra) e fraca (4 amostras).
4 laminas foram negativas. Na regido A2, a positividade para MMP-9 foi um pouco maior, em
14 casos: um caso forte, 6 moderados e 7 fracos. As ldminas com positividade mais intensa
distribuiram-se entre os astrocitomas de alto grau. A positividade fraca aconteceu também
para dois casos de baixo grau (I1) e na metéstase e na gliose.
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Tabela 8: positividade da imunohistoquimica para MMP-9 na area da pseudocapsula dos
tumores.

A2_MMP9 Total
Forte Fraco Moderado N&o
corou
A2 Grau Il 0 2 0 1 3
Grau Il 1 1 2 0 4
Grau IV 0 0 3 1 4
Hemorragia 0 1 0 0 1
Maligno inconclusivo 0 1 0 0 1
Metastase 0 1 0 0 1
Normal/Gliose 0 1 1 1 3
Total 1 7 6 3 17
% 5,90% 41,20% 35,30% 17,60% 100,00%

Na area A3 dos tumores, houve poucas laminas com coramento para MMP-9: 5
coraram moderadamente, com concentragao nos astrocitomas grau 1V, 5 fracamente, enquanto
a metastase corou fortemente para MMP-9 em sua regido central. Tais diferencas ndo foram

significativas.

Tabela 9: distribuicdo da positividade da imunohistoquimica para MMP-9 nas areas centrais
dos tumores.

A3_MMP9 Total
Forte Fraco Moderado Néao
corou
A3 Grau Il 0 0 0 1 1
Grau Il 0 1 0 0 1
Grau IV 0 1 4 3 8
Hemorragia 0 2 0 0 2
Maligno 0 1 0 0 1
inconclusivo
Metastase 1 0 1 0 2
Normal/Gliose 0 0 0 1
Total 1 5 5 5 16

% 6,20% 31,20% 31,20% 31,20% 100,00%

Ja a positividade para a MMP-9 na area biopsiada apds a retirada do tumor (A4)
mostrou-se forte em 3 casos, moderada em 2 e fraca em 5. Apenas duas ldaminas ndo coraram

(&rea com tumor de alta malignidade).
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Tabela 10: distribuicdo da positividade da imunohistoquimica para MMP-9 nas &reas em
volta do tumor operado.

Ad_MMP9 Total
Forte Fraco Moderado Né&o
corou
Ad Grau ll 0 1 0 0 1
Grau Il 1 1 0 1 3
Grau IV 2 0 2 1 5
Hematoma 0 1 0 0 1
Normal/Gliose 0 2 0 0 2
Total 8 5 2 2 12

% 25,00% 41,70% 16,70% 16,70% 100,00%

5.4 Realce pelo contraste da ressonancia e Coramento pela fluoresceina

Gadolinio: houve diferenca significativa entre as intensidades de captacdo do gadolinio nas
areas tumorais A2, A3 e A4, com a area da pseudocépsula (A2) realgando mais intensamente
(22 casos com coramento forte, 8 fracos 1 caso ndo corou), enquanto que apenas uma parte
das lesdes coravam o interior (7 fortes e 11 fracos. 13 ndo realcaram o gadolinio nesta regido)
e em pouquissimos casos houve realce do contraste na area fora do tumor, considerada
infiltrativa (ndo realgou o gadolinio em 29 casos e realgou fraco em 2 casos, com nenhum
forte). O p-valor foi de 0,000.

Tabela 11: Comparacdo entre as intensidades de realce pelo gadolinio nas diferentes areas de
coletas de fragmentos dos tumores para a pesquisa.

Ressonéncia p-valor
A2 A3 A4
Néo 1 13 29 0,000
Fraco 8 11 2
Forte 22 7 0

Houve uma distribuicdo semelhante das intensidades de realce pelo contraste das
ressonancias nas diferentes areas colhidas, nos grupos caso e controle, ressaltando a
homogeneidade dos grupos.

Fluoresceina — avaliacdo visual: ja a intensidade do coramento pela fluoresceina
transoperatéria variou bastante, desde as areas Al até as A4. Nos pacientes do grupo caso, em
Al, o verde foi notado forte em 4 pacientes, fraco em 1 e ndo corado em 7. No grupo controle,

na mesma regido Al, 11 pessoas ndo coraram em verde (p-valor 0,158).



48

Em A2, a fluoresceina corou, no grupo que recebeu este corante, forte em 5 casos e
fraco em 5, ndo tendo corado a capsula de apenas um tumor. A diferenca foi significativa no
grupo controle, na regido A2, pois todas as areas de pseudocapsula ndo coraram pela
fluoresceina (p-valor 0,001). Esta diferenca significativa se d& comparando tanto a
guantidades de pessoas com coramento forte (5 x 0), quanto o fraco (5 x 0), quanto para as
pessoas que nao coraram (2 x 11 no grupo controle).

Em A3, também houve diferenca significativa entre 0 grupo caso e o controle, quanto
ao coramento visualmente aferido pela fluoresceina, ja que esta foi notada forte em 9 casos,
fraca em 1 e ndo notada em 2 casos do grupo caso, comparando com o grupo controle (p-valor
0,005). As diferencas permanecem significativas quando comparamos individualmente a
quantidade de pessoas que coraram forte (9 no grupo caso x 1 no controle) e as que nao
coraram (2 x 8), na regido A3.

J& na area infiltrativa difusa (A4), houve, no grupo dos que receberam a fluoresceina,
apenas 2 casos de coramento forte, 1 coramento fraco pela fluoresceina e 7 que ndo ficaram
verde, amarelo ou laranja. Tais resultados ndo geraram uma diferenca significativa com o

grupo controle, apesar de ndo ter havido coramento da area infiltrativa nesse subgrupo.

Tabela 12: Comparacdo entre as intensidades de coramento pela fluoresceina nas diferentes
areas de retirada do tumor, no grupo caso. A quantidade de pacientes que tiveram a parte
externa do tumor corada pela fluoresceina fortemente foi de 5 pacientes e fracamente em 5. J&
a area central do tumor corou forte em 9 pacientes. Ja na area em volta do tumor, houve 2
coramentos fortes pela fluoresceina (A4). Estes pacientes tiveram também tumores residuais
nos fragmentos A4.

Fluoresceina visual p-valor
A2 A3 A4
Nao 2 2 7 0,01394
Fraco 5 1 1
Forte 5 9 2

Fluoresceina — avaliacdo pelo ImageJ: Quando analisamos a intensidade de verde
medida pelo aplicativo ImageJ, notamos que:
Nas areas Al, as fotografias transoperatorias de 4 pacientes mostravam um coramento forte
pela fluoresceina, com media de 9% a mais de intensidade do verde nestes 4, porém quando
contamos todas as fotografias de Al nos pacientes do grupo de estudo, a média é de 5% a
mais de verde, pois a maioria dos pacientes que receberam a fluoresceina ndo tiveram o cortex

corado (ver tabela abaixo).
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2. Em A2, temos uma média de intensidade 39% maior na &rea alvo corada em relagdo ao cortex
normal circunjacente (razdo de 1,39). Quando comparamos a intensidade do realce na
ressonancia com a intensidade da fluoresceina medida pelo ImageJ, notamos que, nos tumores
que realcaram forte na ressonancia, a média foi 47% mais alta de intensidade do verde, em
relacdo ao cértex circunjacente.

3. Naregido A3 (centro do tumor ou peca principal), tivemos a maior média de coramento: 64% a mais
do que no tecido normal. A razao mediana foi de 1,47.

4. J4naregido A4, a média de elevagdo do coramento foi insignificante, 1,02, considerando o grupo que

recebeu a fluoresceina (apenas trés pessoas coraram nessa regido do tumor).

Tabela 13: Media das razoes da intensidade do verde na area do tumor, nas diferentes
profundidades de resseccdo, comparadas ao cortex circunjacente.

%corado Al %corado A2 %corado A3 %corado A4

N 12,00 12,00 12,00 10,00
Média 1,05 1,39 1,64 1,02
SD 0,09 0,52 0,98 0,37

Mediana 1,05 1,30 1,47 1,08
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Figura 4: Fotografia transoperatoria mostrando o coOrtex de um paciente com tumor que
superficializava-se no cortex da regido posterior do encéfalo, e em que notamos o coramento
pela fluoresceina em alguns pontos, ap0s a abertura da dura mater. Neste caso, foi,
visualmente, considerado que a fluoresceina estava forte na regido Al, e a intensidade no
ImageJ foi de 1,22, neste caso particular (22% mais elevada que nas areas onde o cortex esta
branco)

M.
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Figura 5: Foto da imagem do microscopio cirurgico durante a dissec¢do da pseudocapsula
Podemos notar a capsula verde clara e um contetdo liquido, logo abaixo, verde forte.
Consideramos visualmente como forte, e a medi¢cdo computacional do verde em A2, neste
paciente, foi 175% maior do que no cortex em volta (razdo 2,75). Observar a seta preta
apontando para a linha azul que liga o ponto inicial, verde com mais alta luminosidade do
tumor, com o segundo ponto de intensidade de luz semelhante, no cortex.
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Figura 6: Em relagdo a A3, houve uma média de incremento de 64% na intensidade de verde
medido pelo ImageJ, em comparacdo com o cortex em volta da leséo.
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Figura 7: Apos a retirada da massa tumoral, um pouco da regido continuou corando
timidamente. A fracdo de verde em relagcdo ao cortex em volta, nesse ponto verde, foi de 40%
a mais.

Gadolinio versus fluoresceina: Considerando a &rea da pseudocapsula (A2) houve
diferenca entre o gadolinio e a fluoresceina em A2, com o gadolinio tendendo a corar mais
homogeneamente e fortemente a capsula. Nessa regido houve 12 realces fortes pelo gadolinio

Ja na area A3, aconteceu o inverso: a fluoresceina cora melhor a regido central do
tumor.

Ja a regido infiltrativa difusa (A4) quase nunca realca na ressonancia (16 ndo
realcaram e um fraco), enquanto que a fluoresceina transoperatdria corou forte a area em volta

do tumor em dois casos.
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Tabela 14: comparacdo do realce das lesdes na ressonancia pre-operatorias em comparagdo
com o grau de coramento pela fluoresceina, nas diferentes camadas de ressec¢do. N@o houve
diferenca significativa, ja que as intensidades, por regido do tumor, sdo semelhantes.

Gadolinio A2 Fluoresceina A2 p-valor
n Média SD Mediana
Grupo Com Fraco 3 1,13 0,28 1,26 0,309
Fluoresceina Forte 9 1,47 0,57 1,37
Total 12 1,39 0,52 1,29
Gadolinio A3 Fluoresceina A3 p-valor
n Média SD Mediana
Grupo Com Néo 6 1,83 1,09 1,96 0,774
Fluoresceina ™ . 2 184 0,87 1,84
Forte 4 1,24 0,99 1,16
Total 12 1,64 0,98 1,47
Gadolinio A4  Fluoresceina A4 p-valor
n Média SD Mediana
Grupo Com Néo 9 1,00 0,38 1,05 0,699
Fluoresceina Fraco 1 121 . 121
Total 10 1,02 0,36 1,08

As médias de intensidade do verde medidas pelo ImageJ foram significativamente
diferentes nos grupos caso e controle nas &reas A2, e houve uma tendéncia a uma diferenca

nas areas A3:

Tabela 15: Comparacdo entre as intensidades de fluoresceina pelo Imagel) nas diferentes
profundidades de retirada do tumor.

Grupo p-valor

Com fluoresceina Sem fluoresceina

Média SD Mediana Média SD Mediana
Imaged Al 1,05 0,09 1,04 1,01 0,11 1,01 0,478
Imaged A2 1,39 0,55 1,29 0,87 0,17 0,82 0,001
ImageJ A3 1,64 0,99 1,47 0,94 0,34 0,86 0,082
ImageJ A4 1,02 0,39 1,08 1,08 0,15 1,04 0,887

Quando comparamos o realce pelo gadolinio com o coramento pela fluoresceina nos
diferentes extratos de retirada do tumor (A2 até A4) e sua histologia (e considerando que
haveria uma correspondéncia entre a &rea identificado como capsula, por exemplo, na
ressonancia, e 0 momento A2 da cirurgia), ndo notamos diferenca significativa, mas ha uma
heterogeneidade importante de comportamento desses contrastes, de acordo com a histologia

daquela regido:
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A2: nas areas de capsula, o gadolinio tende a corar forte os varios tipos de lesdo e

areas de gliose, enquanto a fluoresceina parece ter uma predilecao para astrocitomas grau IV.

Tabela 16: Distribuicdo das intensidades de coramento do gadolinio e da fluoresceina nas

areas A2, por tipo histologico.

ContrasteA2 Total A2 Fluoresceina Total
N&o Fraco  Forte
A2 Grau Il 0 1 2 3 2
Grau lll 1 1 2 4 0 3
Grau IV 0 0 9 9 1 6
Hemorragia 0 1 1 2 1 1
Maligno inconclusivo 0 2 0 2 0 1
Metéstase 0 0 2 2 0 2
Normal/Gliose 0 2 3 5 2 5
Total 1 7 19 27 5 20
p-valor 0,152

Nas areas A3 ou core, 0 gadolinio tende a ndo corar ou corar fraco. 4 casos de grau IV

com 2 de maligno inconclusivo, que também eram tumores grau IV, assim como a metastase

ndo estavam realcadas na ressonancia. Por outro lado, houve 5 realces forte e 4 fracos na area

central de GBM. Ainda na area A3, a fluoresceina corou verde forte o centro de 8 lesdes,

incluindo 5 GBM, uma metastase e um grau I1.

Tabela 17: Distribuicdo das intensidades de coramento do gadolinio e da fluoresceina nas

areas A3, por tipo histologico.

ContrasteA3 Total A3 Fluoresceina Total
Néo Fraco  Forte Néo
A3 Grau Il 1 0 0 1 0 0 1
Grau llI 0 2 0 2 0 1 1
Grau IV 4 5 4 13 1 4 10
Hemorragia 2 0 1 0 0 1
Maligno inconclusivo 2 0 0 2 0 1 1
Metéstase 1 0 1 0 0 1
Normal/Gliose 0 2 1 3 0 1 1
Total 10 9 7 26 1 7 16

p-valor 0,310
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A4: Os dois coramentos das areas periféricas ao tumor (A4) pelo gadolinio deram-se
em lesdo graus Il e IV, enguanto que a fluoresceina, nos dois casos que corou fora do tumor, o

fez em um tumor grau Il e numa area biopsiada com gliose (sem diferenca significativa).

Tabela 18: Distribuicdo das intensidades de coramento do gadolinio e da fluoresceina nas
areas A4, por tipo histologico.

ContrasteA4 Total A4 Fluoresceina Total
“Ndo  Fraco Forte  Fraco Né&o

Ad Grau Il 1 0 1 0 0 1 1
Grau Il 4 1 5 0 1 3 4
Grau IV 7 1 8 0 0 3 3
Hematoma 1 0 1 0 0 1 1
Hemorragia 1 0 1 0 0 0 0
Maligno inconclusivo 1 0 1 0 0 0 0
Normal/Gliose 4 0 4 1 0 3 4

Total 19 2 21 1 1 11 13

p-valor 0,955 0,786
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6 DISCUSSAO

Com intuito de facilitar a compreensao do leitor, a discussdo foi abordada em topicos

de acordo com os resultados.
6.1 Distribuicéo dos casos e histologia das lesdes operadas

A execuc¢do do protocolo de pesquisa em suas vérias pontas, desde a enfermaria, sala
operatoria e laboratorios de histologia e imunohistoquimica, deve atingir uma regularidade e
metodismo, envolvendo os diversos pesquisadores, para melhorar os resultados. Estes séo 0s
desafios de um ensaio clinico com randomizacdo, cegamento e intervenc¢do sobre o tratamento
cirurgico. O nimero de participantes foi superior a grande parte dos estudos semelhantes (10
pacientes no estudo de Miwa, 14 no estudo de Zhou), porém a quantidade de perdas, tanto
pelas dificuldades da equipe, quanto pela grande taxa de conversdo de pessoas inicialmente
candidatas a cirurgia e que deixam de sé-lo para tratamento paliativo, foi grande e teve
impacto na qualidade dos resultados. Uma parte dos pacientes entrou para cirurgia em carater
de urgéncia, sofrendo herniacdo cerebral devido ao volume tumoral e edema cerebral,
comprometendo tanto os parametros de ressecabilidade, quanto a avaliacdo da morbidade e
mortalidade.

No principal hospital pdblico do estado, um protocolo para atendimento, tratamento
neurocirdrgico e multidisciplinar envolvendo outros hospitais, como de oncologia, foi
pensado, mas ainda sem uma implementagcdo pratica. Logo, ndo apenas o tratamento
multidisciplinar, como a quimioterapia e imunoterapia, que pequena minoria consegue
realizar, mas também o préprio tratamento cirdrgico pode ser considerado de dificil acesso no
estado para estas patologias. Caso haja a deterioracédo clinica do paciente ap0s a corticoterapia
inicial e 0 mesmo passa para um indice de desempenho de Karnofsky de 60, dentro do
hospital, provavelmente deixa de ser candidato a cirurgia e aos beneficios parciais, mas
importantes, de uma resseccdo completa ou subtotal.

Haja visto o tempo de vida médio e a agressividade destes tumores, podemos pensar em
um sistema estadual publico de Pernambuco que acolha tais familias e que envolva ndo
apenas o Recife/HR, mas outros centros como Petrolina, Caruaru e Garanhuns. Os hospitais
publicos cedidos as Organizagbes Sociais também precisam responsabilizar-se por parte
desses pacientes.

Os estudos classicos com uso de corante transoperatorio na cirurgia de glioma excluem

casos de histologia diferente, pois tém o foco na influéncia do grau de ressecgdo com o uso do
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corante sobre o prognostico pos-operatério. Nossa decisdo em manter no estudo lesdes de
outra natureza derivou do fato de centrarmos o interesse no comportamento da aquisicdo do
contraste da ressonancia, da fluoresceina transoperatoria e das metaloproteinases de matriz
nas varias lesGes encontradas e consideradas, clinico e radiologicamente, como astrocitomas
malignos. Foi interessante comparar estes parametros em lesbes metastaticas de
adenocarcinomas, e lesdes astrociticas de menor grau de malignidade.

Tambem foi notado que ha uma heterogeneidade de tipos histoldgicos dentro de alguns
dos tumores, com &reas mais caracteristicas de grau IV de malignidade enquanto outras tém
caracteristicas menos malignas. Tal caracteristica em ‘“mosaico” destes tumores ja ¢
conhecida, representando provavelmente clones de linhagens com adaptacfes diferentes ao
parénquima cerebral e ao ambiente hipoxico. Em outros casos, a area de passagem no cortex
“normal” ja estava acometida por tumor maligno. Nestas situagdes, em nosso estudo, a
fluoresceina, sem uso de filtros ou lampadas para aumentar a sensibilidade do método, foi
incapaz de demonstrar a existéncia de tumor. Tais fatos nos levam a recomendar: 1. O
cuidado no envolvimento, no planejamento cirurgico, de areas ndo mensuraveis e de tumor
ndo captante, em ressonancia realizada dias apenas antes da ressec¢édo; 2. Uso mais frequente
e racional da fluoresceina ou outros corantes transoperatérios, com uso de aplicativo de
anélise de imagem na sala, e em conjunto com outros métodos como a neuronavegagdo e a
cirurgia com o paciente acordado; 3. Utilizacdo de patologista em sala operatoria, como ja é
consagrado para outros tipos de tumor cerebral; 4. Padronizacao da avaliacdo radioldgica por
ressonancia pré e pds-operatdrias, com volumétrica automatica, periodo determinado de

realizacdo das imagens, etc., com armazenamento imediato dos dados nas fichas de pesquisa.

6.2 Graus de ressec¢cao e morbimortalidade

Neste ponto, os resultados ndo foram significativos, e houve uma homogeneidade entre as
taxas de ressec¢do nos grupos caso e controle e também na morbimortalidade. Uma
guantidade maior de pessoas com o0 protocolo de pesquisa finalizado poderia demonstrar
diferencas entre os grupos, como nos estudos de (CHEN, 2012). Incluir apenas lesdes
astrociticas malignas ou apenas astrocitomas grau IV no estudo foi um método utilizado por

alguns autores para garantir clareza dos resultados (GUANG, 2012).
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6.3 Correlagdes grau de malignidade x imunohistoquimica para MMP-2 e MMP-9

Houve uma tendéncia de correlacdo entre o grau de malignidade das lesdes e a presenca
das metaloproteinases de matriz 2 e 9 nos tecidos colhidos, especialmente a MMP-2. No
entanto, o nimero de laminas preparadas para imunohistoquimica ficou muito aquém da
quantidade de reacdes realizadas, e muitos pacientes ndo foram avaliados quanto a presenca
desses marcadores tumorais (14 dos 32 pacientes). Tal deveu-se a crise de financiamento das
pesquisa e laboratorios apos a crise politica e ao golpe parlamentar e judicial de 2016, com
subfinanciamento dréstico de pesquisas.

A MMP-2 corou mais intensamente a maioria das lesdes, incluindo uma presenca maior
nas areas de pseudocapsula e de area infiltrativa difusa, porém sem diferenca significativa.
Neste sentido, nosso estudo corrobora a visao de que a MMP-2 é mais fortemente associada
ao comportamento maligno e invasivo dos astrocitomas malignos, desde o inicio de sua
malignizacdo e nas frentes de avango angiogénico dos tumores. Tal importancia também esta
sendo notada na MMP-2 para marcador plasmatico e de resposta ao tratamento
quimioterapico (GONG, 2014).

Niveis elevados da presenca da MMP-9 na area glidtica de tecido cerebral biopsiado
estava presente anos apds irradiacdo e radiocirurgia no relato de caso de Adair e
colaboradores (ADAIR, 1999).

Com um namero maior de caso, podera ter-se essa correlagdo melhor demonstrada e pode-
se avaliar localizacdo da presenca das metaloproteinases dentro das células, nos tipos
celulares e nas regides diferentes do tumor. Marcacdo com Ki-67 e CD-31 (para pericito)

podem ser necessarios para complementar esse tipo de avaliagao.

6.4 Realce pelo contraste da ressonancia e Coramento pela fluoresceina

Mehta cita que o realce pelo gadolinio € heterogéneo por natureza e ha ainda o problema
técnico que € o realce intrinseco da mucosa nasal, dos vasos do encéfalo, etc. e reconhece que
o critério RANO tenta reduzir as dificuldades na avaliacdo da progressdo pds-tratamento e
assim, pré e pos-operatorias, com inclusdo da area ndo contrastada e o uso do FLAIR (60).
Em seu estudo, os pacientes receberam ressonancias seriadas no periodo pds-operatorio, a
primeira em até 48 h ap6s o ato. Incluir as caracteristicas das ressonancias, assim que
produzidas, num formulario envolvendo os parametros dos critérios RANO pode ser uma

alternativa para melhorar o acompanhamento dos pacientes. Neste mesmo estudo, Mehta
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propde o uso de um software volumétrico chamado Velocity, que funde automaticamente a
imagem T1 sem contraste a com contraste e mede a diferenca apds o gadolinio, usando um
parametro interno de cutoff para o realce do contraste (a mucosa nasal). A area de contraste
cora em amarelo sobre uma &rea de interesse azul do tumor, ficando verde a area contrastada
final. Problemas com esse aplicativo envolvem a &rea de tumor ndo contrastada, como nos
casos de lesdo de baixo grau de malignidade. Uma alternativa proposta por Miwa e
colaboradores € o uso do PET (tomografia por emissdo de positrons) com uso de MET, para
ter realcada, no exame pré-operatorio uma area mais ampla e mais fidedigna com a extensao
da invasdo tumoral, do que aquela conseguida pelo gadolinio. A aplicacdo do nosso protocolo
de pesquisa, com momentos padronizados de retirada de fragmentos para histopatoldgico,
pode ser uma alternativa para confirmar area de realce do gadolinio/MET em relacdo a
presenca real do tumor naquela regido, assim como o perfil do coramento da fluoresceina em
cada etapa da resseccdo (MIWA 2017). 98,1% das areas coradas pelo MET estavam dentro de
um raio de 20 mm em volta da area corada pelo gadolinio, em conformidade com os estudos
que apontam que 2 centimetros e uma distdncia comumente percorrida pelas células
astrociticas malignas, além da area considerada radiologicamente e macroscopicamente como
tumor Outra proposta, feita por Zhou e colaboradores (2013), é a de ressonancia com
transferéncia de prétons tridimensionais (APT-weiged images), ja que houve realce nas areas
do gadolinio e em outras em eu este contraste ndo realcou, mas que tinham tumor na
patologia, como em nosso estudo (também realgou lesdes de baixo grau).

Houve uma tendéncia a uma correspondéncia entre as areas em que o gadolinio realca os
tumores malignos e as &reas em que a fluoresceina é retida no encéfalo. No entanto,
provavelmente pela presenca da vasculatura hipertrofiada em volta do tumor e pelo forte
realce do gadolinio nos vasos, as areas A2 do nosso estudo (pseudocépsula) foram mais
fortemente coradas pelo gadolinio do que pela fluoresceina. No entanto, o contraste
transoperatério teve uma capacidade maior de identificar presenca de tumor na area
infiltrativa difusa em volta do tumor. As &reas centrais dos tumores, necroéticas ou sélidas,
apresentam pouca afinidade pelo gadolinio. Ja a fluoresceina transoperatdria consegue corar
em verde ou laranja, ja considerando a presenca do sangue no permeio, as areas centrais dos
tumores. No entanto, apesar de haver também uma tendéncia de associacdo entre a
intensidade de fluoresceina nas areas de tumor maligno medida pela razdo entre area corada e
cortex normal, com o uso do ImageJ, e as areas com presenca de tumor maligno, a escolha de

realizacdo do grafico de verde, azul e vermelho para esta analise nos fez perder parte do
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espectro de cor da fluoresceina (o laranja e 0 amarelo, por exemplo) na avaliacdo das areas
coradas. Uma outra dificuldade foi a quantidade de sangue no leito operatério no momento
das fotografias transoperatdrias, gerando uma coloracéo laranja escura nao reconhecida pelo
ImageJ com espectro da fluoresceina, ja que ndo era verde, além da pouca quantidade de luz
nas areas profundas do leito de resseccéo tumoral.

Como ndo encontramos na literatura o uso de aplicativo de analise de imagem
transoperatéria da fluoresceina e para o avanco dos estudos neste sentido, propomos: 1.
Utilizacdo de microscopio cirdrgico com tela propria com foto transoperatoria adquirida pelo
proprio equipamento (j& disponiveis nos hospitais estudados); 2. Pesquisa associada de outros
métodos para avaliacdo da intensidade de coramento, que possa envolver também o
coramento amarelo e laranja; 3. Reforcar a necessidade de hemostasia antes das fotos e
garantir angulo de visdo microscopica e distancia padronizada para garantir luminosidade
suficiente no fundo das lesdes, e luz em quantidade n&o excessiva na regido cortical. Ideias
que podem ser levadas a cabo sdo a utilizagcdo das luzes da sala acesas, com a luz do
microscopio focada no fundo do leito, e 0 uso de lanterna de luz ultravioleta (BELYKH,
2016).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo aponta para confirmacdo da importancia de entender o metabolismo das
metaloproteinases de matriz 2 e 9 como envolvido na malignizacao de astrocitomas cerebrais,
e na invasividade, dada a presenca elevada na capsula dos tumores e nas regides de gliose e
edema, assim como nas lesbes de mais baixo grau de malignidade e nas metastases, sendo
desta forma um alvo para pesquisas em tratamento. O estudo também incita ampliarmos o
entendimento da quebra da barreira hemato-encefalica relacionada com o metabolismo destas
enzimas cataliticas da matriz extra celular, produzidas pelas células tumorais, pericitos e
neutréfilos, especialmente se compararmos o0 comportamento MMP-2 e 9 nas areas de necrose
em tumores de graus 1V, caso a caso, com areas infiltrativas e diversas histologias do mosaico
de malignizacdo e adaptabilidade tumoral, o que é garantido pela metodologia de pesquisa

gue criamos.

Outro ponto que merece ser aprofundado por novos estudos, com maior nimero de
amostra, € como 0 exame de imagem e o planejamento cirdrgico podem envolver de forma
programada as areas infiltrativas ou claramente tumorais, além das que realgam pelo
gadolinio, e o uso da fluoresceina transoperatéria continua sendo uma forma barata e segura
de melhorar a ressecgédo e a seguranga e, junto com o patologista em sala, ajudar a dar conta
da complexidade de histologias que podem advir em uma cirurgia de astrocitoma maligno.
Nosso estudo refletiu também esta realidade com a positividade frequente das areas
edemaciadas do cérebro para as MMP-2 e 9. A utilidade da fotografia transoperatéria com uso
de aplicativo de imagem em sala para sensibilizar a utilizacdo da fluoresceina carece de mais

estudos.
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da fluoresceina, mas sim comparar os resultados operatérios e de melhora do problema
quando nos usamos essa substancia durante a cirurgia. O parecer da ANVISA permite 0 uso
da fluoresceina como forma de diagndstico e tratamento no Brasil.

Existe o0 risco de reacdes adversas ao uso do contraste, como anafilaxia, cefaleia ou
vomitos, incluindo reagdes graves com choque e morte. No entanto um teste de anafilaxia
com dose infima do contraste é aplicado nas pessoas randomizadas para recebe-lo, e, em
casos de outras complicacBes, 0s hospitais em que o trabalho sera desenvolvido dispdem de
complexidade quaternéria, incluindo mdaltiplas equipes clinicas e cirargicas e UTIs gerais e
neurologicas.

Porém, caso o senhor (a) deseje participar da pesquisa, ndo significa que recebera a
fluoresceina durante a cirurgia, pois faz parte do planejamento da pesquisa que metade das
pessoas receba e a outra ndo, pois isso aumenta a precisdo cientifica do trabalho. No entanto,
ninguém sai prejudicado. As condigdes de tratamento, como encaminhamento para realizagéo
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de quimioterapia ou/e radioterapia, quando estas estiverem indicadas, ou em relagéo a data de
cirurgia e outras, sdo idénticas para todos os pacientes, seguindo as normas atuais de
funcionamento do departamento de neurocirurgia.

A fluoresceina possui uma cor amarelada que fica na pele da pessoa por cerca de 24
horas. Durante esse periodo a urina também modifica sua cor, jd que o corante é eliminado
pela urina.

Nao existe nenhum patrocinio e nenhuma empresa privada esta envolvida na pesquisa.
O nosso objetivo é contribuir com o conhecimento cientifico na area de tratamento de tumores
cerebrais e tentar encontrar maneiras melhores de fazer esse tratamento no Hospital da
Restauracao.

E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer tipo de prejuizo. Ndo ha despesas pessoais como também
ndo ha remuneracdo pela participagdo no estudo. Os dados serdo sempre usados de forma
impessoal e sem citar nomes, apenas em publicacdo no &mbito cientifico.

Agradeco sua colaboracdo e colocamo-nos a disposi¢ao para esclarecimentos sobre 0s
aspectos praticos ou éticos do estudo.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo
em participar do estudo “Atividade das metaloproteinases 2 ¢ 9 e padrbes de coloragédo
tumoral pela fluoresceina s6dica em cirurgias para gliomas encefalicos”, como voluntario (a).
Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

Recife, de de 20 .

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o0 aceite do
voluntario em participa:

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura;
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APENDICE B - FORMULARIO DE CADASTRAMENTO DO PACIENTE

FICHA DE PARTICAIPAGAO NA PESQUISA:

“Atividade das metaloproteinases 2 e 9 e padrées de coloracao tumoral pela fluoresceina
sodica em cirurgias para gliomas encefalicos. ”

Numero na pesquisa::J Prontuario HR: :} Numero SERPAT::}
Data de admissao: :} Data de alta: :}

1) Dados do participante (admissdo):

Nome: [

Data de Nascimento: [ ] Idade: [ ]
Endereco: [

Telefone proprio: [ ] 22 opgdo (nome e nimero): [

Email:[

HAS: [ ]DM: [ ] Doenca renal (qual): [

Parecer cardiolégico: [

Ureia:[ ] Creatinina: [ ] Glicemia de jejum: [

2) Histdria de doenca:

Sintoma inicial e més: [ ] Cefaléia: [ ]

Sindrome HIC: :] Epilepsia controlada: [ ]
Alteracdo urinéria:[ ] Hemiparesia: [ ]Afasia: [

Disartria: [ ] BAV:[ ]Confuséo:[ ]

Agressividade: :] Lentificagdo: :] Sonoléncia: :]
Coma: :] Quimioterapia: [ ] Radioterapia: :]
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PERIODO PREOPERATORIO

3) Exame fisico do internamento:

ECG da entrada: [ ] ECG apds corticoterapia: [ ]

Pupilas: Fundo de olho Afasia (tipo):
[ J [ J [ J

Disartria:[ ] Atento:[ ] Nivel de consciéncia::]

Conteudo da consciéncia: [ ] MOE'[ ]Acuidade a direita: :]
Acuidade a esquerda: l l Campo a direita: :]Campo a esquerda: :]

KPS:[ ] Dose decadron na alta: [

4) Radiologia pré-operatéria:

TAC Numero de lesdes: :] Mensurével::] Volume %:[ ]
Volume calculado: [ ] Area contrastada: :] Superficial::]
Profundo::] Equuente::] Préximo a equuente::] Ndo eloquente:C]

RNM NuUmero de lesdes: Mensurével::] Volume %: :]
Volume calculado: [ ] Area contrastada: :] Superficial: [ ]

Profundo[: Equuente:] Préoximo equuente::] N3do equuente::]




PERIODO POSOPERATORIO

5) Exame fisico apds alta da UTI neuroldgica:
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Pupilas:[ ] Fundo de oIho:[ ] Afasia (tipo):[

Disartria: [ ]Atento:[ ] Nivel de consciéncia:[

Conteudo consciéncia::] MOE::] Acuidade a direita:[

)

Acuidade a esquerda: [ ]Campo a direita::] Campo a esquerda: :]

ol Joawmmel ) s ]

6) Radiologia pds-operatoria:

TAC Numero deIesﬁes::] Mensurével::] Volume %:[

Volume caIcuIado:[ ] Area contrastada::] Superficial:[

Profundo::] Eloguente: Préximo a eloquente: Ndo eloquente:

Grau de ressecgao %:[ ] Grau de ressecgao:

) [ ) [

RNM NuUmero de lesdes: Mensuravel: Volume %:

)

Volume caIcuIado:l l Area contrastada::] Superficial:[

Profundo:] Equuente:L] Préoximo a eloquente::] N3o eloquente: :]

Grau de ressecgao %:[ ] Grau de ressecgao: [ ]
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(modelo)

40. Fluoresceina
41. Fluoresceina
42. Controle

There were 80 items in your list. Here they 32 E:Eg:gzgg:,zg
45. Controle

46. Fluoresceina
47. Fluoresceina

List Randomizer

are in random order:

1. Fluoresce[na 48. Fluoresceina
2. Fluoresceina 49. Controle
2. gontro:e 50. Controle
5. Flon rolé 51. Controle
. uoresceina 52. Fluoresceina
6. Fluoresce[na 53. Controle
g. Elgl:trrislgema 54. FIuoresce[na
. ) 55. Fluoresceina
9. Fluoresceina 56. Controle
10. Fluoresceina 57' Controle
11. Fluoresceina 58. Controle
12. Controle 59' Controle
13. Controle 60: Controle
}‘51 Eontro:e 61. Fluoresceina
16. controe 62. Fluoresceina
. Controle ) 63. Fluoresceina
17. Fluoresceina 64. Fluoresceina
18. Controle 55' Controle
19. Fluoresceina 66. Controle
20. Controle 67. Controle
21. Controle 68. Controle
22. Fluoresceina 69: Controle
23. Controle ) 70. Fluoresceina
24. Fluoresceina 71. Fluoresceina
25. Fluoresceina 72' Controle
26. Fluoresceina 73' Controle
27. Controle 74. Controle
28. Controle 75' Controle
29. Fluoresceina 76. Fluoresceina
30. Fluoresceina 77. Fluoresceina
31. Controle 78. Fluoresceina
32. Fluorescellna 79. Controle
2431 Elcl)lr?tr:jgelna 80. Fluoresceina
35. Controle
36. Fluoresceina .
37 Controle IP: 181.221.122.241
38. Fluoresceina Timestamp: 2017-04-08 22:08:41 UTC

39. Controle
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ANEXO A - CRITERIOS RANO DE PROGRESSAO TUMORAL

CRITERIOS RANO

Resposta
Resposta completa

Resposta parcial

Doenca estavel

Progressao

Critério

Todos: desaparecimento completo de todas as areas
captantes mensuraveis e ndo-captantes por 4 semanas;
sem novas lesdes e les6es ndo-captantes(T2/FLAIR)
estaveis ou melhores; melhora clinica ou estavel; sem
corticoide ou em dose fisioldgica. Nota que pessoas com
lesbes ndo-mensuraveis ndo podem ter resposta
completa, mas apenas doenca estavel.

Todos: mais de 50% de reducdo na soma do produto dos
diametros perpendiculares da area captante por 4
semanas; estavel ou melhor clinicamente; lesdes néo-
captantes (T2/FLAIR) estaveis ou menores, com
corticoide em dose mais baixa ou igual do que quando
realizada a imagem inicial.

Né&o é candidato a resposta completa, nem parcial nem
progressao; lesGes ndo-captantes (T2/FLAIR) estaveis ou
menores com doses iguais ou menores de corticoides em
relacéo ao exame inicial. Quando a necessidade de
aumento da dose de corticoide ndo puder ser confirmada
por imagem como progressédo, a Ultima neuroimagem
mostrando doenca estavel sera aquela antes da elevacao
da dose do corticoide.

Aumento de mais de 25% na soma dos produtos dos
didmetros perpendiculares da area captante comparada
com a imagem inicial ou com o periodo de melhor
resposta; aumento significativo da regido ndo-captante,
com doses estaveis ou maiores de corticoide em relacdo a
imagem inicial ou com o periodo de melhor resposta,
exceto se 0 uso for por comorbidades, como alteracGes
poés-operatdrias, radioterapia, infarto, isquemia cerebral,
desmielinizacdo, convulses, etc.; aumento consideravel
na &rea ndo-mensuravel; aumento na dose do corticoide
por piora clinica; deterioracdo clinica e morte.

Exames iniciais e de acompanhamento devem ser realizados segundo as mesmas técnicas.

Doses estaveis de corticoide incluem pessoas sem uso de corticoide.
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Valor | Descricdo

100 | Normal, sem sinais ou sintomas.

90 Capaz de realizar normalmente as atividades. Pouco sintoma ou sinal.

80 Atividade normal com alguma dificuldade, alguns sintomas ou sinais.

70 Incapaz de trabalhar ou de realizar atividades normais, capaz de cuidados
pessoais.

60 Consegue realizar a maior parte dos cuidados pessoais, necessitando de alguma
ajuda.

50 Precisa de ajuda frequente e cuidados médicos frequentes

40 Incapaz, requer ajuda e cuidados especiais.

30 Muito incapaz, precisando estar internado.

20 Muito doente, com admissdo ou condutas de urgéncia e suporte vital

10 Moribundo, doenca rapidamente progressiva para obito.

Morte.
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ANEXO C - REGISTRO DA FLUORESCEINA NA ANVISA
NUmero (10172470003)

J;I— Agéncia Nacional
i de Vigildncia Sanitiria
www.anvisa.gov.br

| Institudonal ~ AnvisaDivulga Servicos Areasde Atuacdo  Legislacio

Detalhe do Produto: FLUORESCEINA SODICA OPHTHALMOS

Nome da Empresa: OPHTHALMOS S/A
CNP3: $1,128,409/0001-05 | Autorizacdo: | 3014831
Produto: FLUORESCEINA SODICA OPHTHALMOS

Apresentacdes: Solucdo Oftdlmica a 1% e 2% embalada em frasco conta-gotas contendo SmL; Para uso

: injetédvel & 10% e 20% embalada em ampola dmbar de 5mL; Para uso injetdvel a 25% embalada em ampola
Modelo Produto Médico: ambar de 2mL; Para uso injetavel a 10% e 20% embalada em frasco-ampola de 5mL; Para uso injetével a
25% embalada em frasco-ampola de 2mL.

Registro: 10172470003
Processo: 25000.011402/94-14
Origem do Produto FABRICANTE : OPHTHALMOS S/A - BRASIL

Vencimento do Regtstro: 18/5/2015

<< VOLTAR

Agéncia Nacional de Vigildnda Sanitaria - Setor de Inddistria € Abastecimento (SIA) - Trecho 5 — Area Espedial 57 - Brasilia (DF) - CEP 71205-050 - Tel: (61)

3462-6000 - Disque Satide: 0 800 61 1937
Copyright © 2003 Anvisa
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ANEXO D - TERMO DE COMPROMISSO E CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: “Atividade das metaloproteinases 2 ¢ 9 e padrdes de colorag¢do tumoral pela
fluoresceina sodica em cirurgias para gliomas encefalicos”

Pesquisador responsavel: Ricardo Jorge Vasconcelos Barbosa

Instituicdo do pesquisador: Universidade Federal de Pernambuco

Telefone para contato: 81-999242200

E-mail: ceudeconcreto@yahoo.com

Os pesquisadores do projeto acima identificado assumem o compromisso de:

e Preservar o sigilo e a privacidade dos voluntarios cujos dados e materiais bioldgicos seréo
estudados;

e Assegurar que as informacbes e/ou materiais bioldgicos serdo utilizados, Unica e
exclusivamente, para a execucdo do projeto em questao;

e Assegurar que os resultados da pesquisa somente serdo divulgados de forma andnima, ndo
sendo usadas iniciais ou quaisquer outras indicacdes que possam identificar o voluntério da
pesquisa.

Os pesquisadores declaram que os dados coletados nesta pesquisa e 0s materiais
bioldgicos ficardo armazenados em pastas de arquivos comuns e virtuais e em caixas de
laminas de histologia, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereco Avenida Senador
Sérgio Guerra 500, apartamento 303, Piedade, Jaboatdo dos Guararapes, CEP 54400-003,
pelo periodo de 5 anos.

Os Pesquisadores declaram, ainda, que a pesquisa sO sera iniciada apds a avaliacéo e
aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, do Centro de Ciéncias
da Saude, da Universidade Federal de Pernambuco — CEP/CCS/UFPE.

Recife, ............ o[ de 20......

Assinatura Pesquisador Responsavel





