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RESUMO

Introducéo: Gliomas sdo tumores cerebrais primarios caracterizados pelo crescimento difuso e
invasivo. Estudo biomatemético de proliferacdo e migragdo dos gliomas propde que o
crescimento de tumores na substancia cinzenta profunda cerebral teria um intervalo de tempo
maior comparado a lesdes situadas na substancia branca lobar, onde a invasao e migracao seriam
mais rapidas. Objetivo: Estabelecer uma correlagdo da topografia tumoral e edema peritumoral
com a resposta terapéutica a administracdo intranasal do &lcool perilico (AP) em pacientes com
glioblastoma (GBM) recidivo apos tratamento convencional. Métodos: A coorte incluiu o estudo
retrospectivo de 119 pacientes com glioma recidivo, sendo 52 em tratamento paliativo de suporte
(grupo controle) e 67 que foram incluidos no Estudo Fase I/1l do alcool perilico e receberam
administracdo pela via inalatoria de 440 mg de AP diariamente durante o periodo de Janeiro 2005
a Dezembro 2009. Os parametros avaliados incluiram aspectos clinicos e de neuroimagem:
topografia tumoral, volume tumoral, presenca de desvio da linha média e extensdo de edema
peritumoral; andlise dos dados demogréaficos, sintomas iniciais e sobrevida global. Anélise
estatistica foi realizada usando testes log rank. A sobrevida global foi determinada pelo método
de Kaplan-Meier, incluindo intervalos de confianca de 95%. Resultados: Pacientes do grupo
controle apresentaram sobrevida reduzida (p < 0,0001) em relagcdo ao grupo tratado com AP.
Dentre os 67 pacientes com GBM, 14 (21%) apresentavam localizacdo talamica e 53 (79%)
localizacdo lobar. Pacientes com tumor localizado na regido do talamo sobreviveram
significativamente mais tempo do que aqueles com tumor localizado na regido lobar (log rank
test, p = 0,0003). Pacientes que apresentaram regressdo tumoral acompanhada de reducdo do
edema peritumoral apresentaram resposta clinica positiva, enquanto aqueles com regressao
tumoral sem reducdo do edema peritumoral apresentaram evolucdo clinica desfavoravel,
independentemente da topografia tumoral. Presenca de desvio da linha média (> 1 c¢cm) foi
estatisticamente significante como fator de risco para menor sobrevida (log rank test, p = 0,0062).
Conclusodes: Este estudo sugere que: (1) pacientes com tumor localizado na regido profunda
(tdlamo) apresentaram sobrevida média maior do que pacientes com tumor localizado na regido
lobar; (2) edema peritumoral foi um fator determinante na sintomatologia, provavelmente
implicado na morbidade podendo estar relacionado com a caracteristica de invasividade do
glioma maligno. Esses achados apdiam a teoria de que fatores presentes em diferentes
microambientes do tecido cerebral (tdlamo, cortex) possam contribuir para 0 processo de
progressdo tumoral, para o prognostico clinico e a resposta terapéutica ao alcool perilico
administrado pela vias inalatoria.

PALAVRAS-CHAVE: tumor cerebral, glioma, alcool perilico, topografia
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ABSTRACT

Introduction: Glioma is a primary brain tumor characterized by diffuse growth and invasiveness.
The pattern of differential tumor growth and invasiveness suggest that patients with tumoral
lesion located in the lobar white matter region present lower survival rate than patients with
lesion located in deep brain gray matter (thalamo). Objective: To establish a correlation between
tumor topography and peritumoral edema with the therapeutic response to intranasal
administration of perillyl alcohol (POH). Methods: This retrospective study analyzed 141 patients
with recurrent glioma being 52 under supportive treatment (control group) and 89 included in the
Phase I/11 clinical trial that received intranasal administration of 440 mg daily AP from January
2005 to December 2009. The following parameters were analyzed: clinical assessment;
demographic data, symptoms and overall survival, neuroimage analysis of topography including
tumor volume, midline shift and extent of peritumoral edema. Statistical analysis was performed
using log rank tests. The overall survival was determined by the Kaplan-Meier method, including
95% confidence intervals. Results: Patients from control group showed reduced overall survival
(p < 0,0001) in comparison with patients included in the Phase I/11 that received treatment with
perillyl alcohol. Among 89 GBM patients, 19 (21%) had tumoral lesion in the thalamic region
and 70 (79%) in the lobar region. Patients with thalamic tumor survived significantly longer than
those with tumor located in the lobar region (log rank test, p = 0.0003). Patients with tumor
regression with reduction of peritumoral edema had positive clinical response, whereas poor
prognosis was observed in those with tumor regression but without reduction of peritumoral
edema. Presence of midline shift (> 1 cm) was statistically significant as a risk factor for shorter
survival (log rank test, p = 0062). Conclusions: This study indicates that: 1) patients with tumoral
lesion in the deep region (thalamic) have longer overall survival than GBM patients with tumors
in the lobar region; 2) presence of peritumoral edema contributes strongly to symptoms and is
likely to influence morbidity and the invading potential of malignant glioma. These findings
support the hypothesis that interaction between glioma cells and different brain
microenvironment (thalamo, cortex) can influence the process of glioma progression, clinical

prognosis and therapeutic response to intranasal delivery perillyl alcohol.

KEY WORDS: cerebral tumor, glioma, perillyl alcohol, topography.
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1 Introducéo

A maioria das neoplasias surge a partir da expansao clonal de uma Unica célula que
sofreu transformac&o neoplasica causada por agentes que direta e irreversivelmente afetaram
genes que controlam o ciclo celular, estando no sistema nervoso central implicados na
iniciacdo dos tumores de origem glial e na progressao para o glioma de alto grau (Brat, D.J. et
al, 2007; Scheithauer, B.W. et al, 2008; Rosenblum, M.K., 2007). Uma caracteristica
importante das células neoplasicas € a instabilidade gendmica e a capacidade de sofrer uma
rapida mudanca influenciada pelas interacdes com o microambiente tumoral (Shipitsin, M.
and Polyak, K., 2008). Gliomas podem ocorrer em todo o cérebro, porém usualmente afetam
o0s hemisférios cerebrais e de acordo com a interacdo com o microambiente cerebral podem
ser localizados ou difusos (Arismendi-Morillo, 2005). Os astrocitomas localizados tém um
padrdo de crescimento circunscrito e limitado potencial invasivo, diferente dos astrocitomas

difusos, que sdo caracterizados por elevada invasividade (Cassoni, P. et al, 2007). A faixa

etaria de inicio dos sintomas situa-se entre a 4% e 5% décadas nos Astrocitomas Anaplasicos
(AA), e a partir da 62 década no glioblastoma multiforme (GBM) primério, mas a prevaléncia
em adultos jovens (45 anos ou menos) é observada no GBM secundario (Keihues, P. et al,
2000; DeAngelis, L. M., 2001).

Glioma maligno, o mais comum dentre os tumores primarios do tecido cerebral, é um
tumor bastante agressivo, altamente invasivo e com marcante heterogeneidade histoldgica
(Nutt, C.L. et al, 2003). O crescimento da massa tumoral promove também a proliferacdo de
astrdcitos normais que circundam o tumor levando a gliose reativa e uma indefinicéo dos
limites de distin¢@o do tumor e tecido normal adjacente. Os exames neuroradiologicos podem
evidenciar areas com alto percentual de células com intensa angiogénese sem diferenciacdo da
caracteristica celular proliferativa (Padma, M.V. et al, 2003). Um dos impedimentos para

eficacia do tratamento convencional preconizado de ressecc¢éo cirurgica, radioterapia,
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quimioterapia e/ou terapia genética, tem sido o grau de invasividade das células gliomatosas
no tecido circundante e o ambiente peritumoral (Mitchell, P. et al, 2005). O modelo
biomatematico de proliferacdo e migracdo dos gliomas propde que o crescimento de tumores
na substancia cinzenta profunda cerebral, teria um intervalo de tempo maior comparado a
lesGes situadas na substancia branca - lobar, onde a invaséo e a migracdo seriam mais rapidas
(Harpold, H.L. et al, 2007; Swanson, K.R. et al, 2007). Células gliais transformadas interagem
com células estromais no microambiente e invadem preferencialmente estruturas com axdnios
mielinizados, a membrana basal vascular e o subepéndima (Lefranc, F., 2007). Essas
interacdes parecem também influenciar na sobrevivéncia do paciente. Estudo clinico em
coorte de 98 pacientes com GBM submetidos a tratamento padrdo, mostrou que pacientes
com tumor localizado na substancia cinzenta profunda apresentaram sobrevida maior do que
pacientes com tumor com localizacédo lobar, independentemente do volume do tumor
(Ramnarayan, R. et al, 2007). Estes dados indicam o papel critico que 0 microambiente tem
na iniciacdo e progressdo tumoral e as manifestagdes clinicas mais precoces em pacientes com
glioma profundo.

O edema peritumoral parece também ser um fator determinante na sintomatologia
causando efeito de massa, resultando em aumento da pressao intracraniana, acarretando
disturbios neuroldgicos devido a perda da homeostase tecidual pela redu¢éo do fluxo
sanguineo cerebral e hipdxia. O edema peritumoral esta geralmente associado com a menor
sobrevida e alta recidiva dos pacientes com glioma maligno indicando este como um fator
adicional a ser considerado ao tracar estratégias terapéuticas (Kostic, A. et al, 2007). Embora
a padronizacdo do uso de corticosteroides tenha melhorado os sintomas nos estagios iniciais,
seu uso de forma prolongada nos pacientes com glioma maligno recidivo causa efeitos
colaterais marcantes. A visao simplificada de uma entidade Unica tumor-edema

provavelmente ndo procede porque, contrastando com o edema que circunda metastases ou
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meningeomas, 0 edema peritumoral associado ao glioma de alto grau caracteriza-se por
extensa angiogénese e infiltragdo de células tumorais (Stummer, W., 2007; Wick, W. et al,
2004). Estes dados mostram a importancia de um melhor entendimento dos mecanismos de
patogénese do edema peritumoral visando desenvolvimento de estratégias adequadas para sua
inibicdo (Wick W. et al, 2004).

O presente estudo correlaciona a resposta terapéutica da administracao intranasal do
AP com a topografia tumoral e 0 edema peritumoral em uma série clinica de pacientes adultos
com glioblastoma recidivo. Em virtude da compreenséo das etapas de proliferacdo e migracédo
da célula tumoral ser aspecto importante para buscar novos procedimentos terapéuticos,
procuramos discutir a influéncia do microambiente tumoral influenciando na progresséo e

invasdo do glioma maligno.

2. Revisdo da literatura

2.1  Aspectos gerais da biologia molecular do glioblastoma

A ativacao de vias moleculares distintas de sinalizagdo intracelular pode determinar o
processo de progressdo tumoral para glioma de alto grau (GBM). Uma via comumente
observada em pacientes jovens é aquela que ocorre a partir dos astrocitomas grau Il ou I11
para GBM secundario; outra tipica, em pacientes idosos sem histdria precedente de
astrocitoma de baixo grau, € 0 GBM primario ou de novo, com origem de células precursoras
transformadas (Kanu, O.0. et al, 2009). GBM secundario apresenta perda da heterozigose
(LOH) em regides do cromossomo 10 (10p, 10923, 25, 26). O gene supressor tumoral
PTEN/MMAC1 (Phosphatase and Tensin homology / Mutated in Multiple Advance Cancer 1)
situado no cromossomo 10923, também pode apresentar mutagéo (Liu, W. et al, 1997). O
gene supressor tumoral DCC (Deleted in Colon Cancer) localizado no cromossomo 1821

estd ausente em 7% dos astrocitomas de baixo grau e 55% dos pacientes com GBM sugerindo
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sua participacdo na génese desses tumores (Scheck, A.C. et al, 1993; Rao, S.K. et al, 2010).
Um possivel gene supressor tumoral, 0 DMBT1 (Deleted in Malignant Brain Tumors 1)
situado no cromossomo 10g25-26 encontra-se ausente em 23% a 38% dos pacientes com
GBM secundario (Pang, J.C. et al, 2003). Na maioria dos pacientes com GBM primario, ou de
novo, ocorre amplificacdo do EGFR, um receptor tirosina quinase envolvido no controle da
proliferacdo celular, simultaneamente com a perda do cromossomo 10. Dados da literatura
mostram que menos de 10% dos pacientes com GBM primario apresentam mutacao do gene
supressor TP53 situado no braco curto do cromossoma 17 (17p13-1), mas sem superexpressao
de EGFR (Ohgaki, H. et al, 2004). Isto indica que esses eventos sdo mutuamente exclusivos,
reiterando a diferenca entre a progressao para tumores de novo e secundarios, onde é
detectada com maior freqliéncia a mutacdo de TP53. Contudo, a atividade transcricional da
proteina p53 no GBM primario esta algumas vezes abolida devido a formacédo de complexos
com a proteina MDM2 (Ries, S. et al, 2000). O gene MDM2 encontrado no cromossomo
12g13-14 esté superexpresso em 50% dos pacientes com GBM primario.

Um fator critico na progressdo do astrocitoma de baixo grau para GBM pode ser a
falta de regulacéo do gene CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) que ocasiona a
perda da expressdo do gene supressor tumoral p16, a superexpressdo e amplificagdo de CDKs
(Cyclin-Dependent Kinase) e a fosforilacdo da pRb. A ativacdo dessas vias é observada em
40% dos pacientes com GBM primario contrastando com 4% nos pacientes com GBM
secundario (Chen, K.A. et al, 2006). O aumento na expressao e ativacao dos receptores EGFR
e PDGFR (Arjona, D. et al, 2006) ativa a via da tirosina quinase e a sinalizacdo da Ras
(Bredel, M. and Pollack, I.F., 1999). Estudos moleculares sugerem que mutacfes em genes
especificos e aberracdes cromossomicas estdo envolvidas na progressdo tumoral dos gliomas
(Tsuda, T. et al, 1995). De fato, 45% dos gliomas apresentam alteracfes em TP53 e no

cromossomo 17, e 40% apresentam amplificacdo do gene EGFR (Heimberger, A.B. et al,
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2005). Os gliomas de alto grau apresentam baixa mutacdo na p21-Ras (Feldkamp, M.M. et al,

1997), porém alguns estudos mostram ativacao acentuada dessa oncoproteina (Kanamori, M.

et al, 2004; Guha, A. et al, 1997; Guha, A., 1998). Os mecanismos de ativacdo excessiva da
p21-Ras no glioma de alto grau decorrem tanto da ativacéo direta como da expressao
aumentada dos fatores de crescimento e seus receptores afins (Arvanitis, D. et al, 1991).
Existem evidéncias mostrando que em comparacdo com o tecido cerebral normal, a expressédo
da Ras (N-Ras, H-Ras e K-Ras) esta aumentada nas células de glioma de alto grau
relacionando o0 aumento na expressao com a atividade proliferativa, malignidade e progressdo
dos tumores gliais (Zhao, Y. et al, 2008; Salgaller, M. et al, 1990). A diferenca na expressao
de N-Ras entre GBM recém diagnosticado (inicial) e 0 GBM recidivo enfatiza a estreita
relacdo entre a expressao elevada de Ras e malignidade tumoral (Tsurushima, H. et al, 1996).
Neste contexto pode-se sugerir que a expressao da Ras seria um indicador de refinamento
para classificar os gliomas em funcgdo de seu comportamento biolégico.

A estimulacéo dos receptores PDGFR e EGFR induz a fosforilagdo do adaptador de
proteina Shc e sua associagdo com Grb2 (proteinas que exercem fungdo central na sinalizacdo
dos receptores tirosina quinases), sugerindo um mecanismo pelo qual a via mitogénica da Ras
pode ser ativada nas células de glioma maligno humano (Guha, A. et al, 1997; Guha, A.,
1998). Este processo pode levar ao estado de ativacdo funcional excessivo dessa oncoproteina
semelhante ao cenario encontrado nas células que expressam mutacdo da Ras. Em conjunto,
esses estudos sugerem que a aplicacdo de estratégias terapéuticas seletivamente direcionadas
para neutralizar alteracfes na regulacdo da via de transducdo do sinal da p21-Ras podem ser
bloqueadores promissores da proliferacdo anormal dos gliomas malignos (Pincus, M.R. et al,

2000).

2.2 Alcool perilico e inibicdo da p21-Ras nos gliomas de alto grau
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Atualmente, o desenvolvimento de novos produtos terapéuticos visa uma acao
especifica em determinadas proteinas de membrana, processos e/ou vias de sinalizacdo
relacionadas com a tumorigénese, como por exemplo, a apoptose; inibidores da proteina
tirosina quinase, inibidores da angiogénese e inibidores da farnesiltransferase (Berzat, A.C. et
al, 2005), de modo a aumentar a seletividade e diminuir a toxicidade dos tratamentos
quimioterapicos e radioterapicos nao especificos.

Os terpenos sdo compostos lipofilicos da familia dos isoprendides sendo formados de
maultiplas unidades de cinco atomos de carbono (Solomons, T.W.G., 1996). Os terpenos
desempenham diversas fun¢des como hormdonios (giberelinas e &cido abcisico); pigmentos
fotossintéticos (fitol e carotendides); transportadores de elétrons (ubiquinona e plastoquinona),
mediadores na formacédo de complexos de polissacarideos (poliprenil fosfatos) e componentes
estruturais de membrana (fitoesterois) (McGarvey, D.J. and Croteau, R., 1995; Grabmann, J.
and Gerald, L., 2005). Os terpenos apresentam alta volatilidade, sendo obtidos a partir de
fragmentos de plantas e disponibilizados como 6leos essenciais, resinas e ceras com grande
utilizacdo na industria de cosméticos, fitoterapicos e polimeros (Crowell, P. et al, 1994;
McGarvey and Croteau, 1995]. As principais classes de terpenos encontrados na natureza sao:
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C 40) e politerpenos (C 50) (Solomons,
T.W.G,, 1996; Bailly, C., 2009; Chaudhary, S.C. et al, 2009).

Alcool perilico (Figura 1), com estrutura quimica p-meta-1,7-dieno-6-ol ou 4-
isopropenil-ciclohexeno-carbinol € um monoterpeno natural monociclico hidroxilado isolado
a partir do dleo essencial de lavanda, salvia, horteld, erva-doce, menta, cerejas, sementes de
aipo, casca de frutas citricas dentre varias outras plantas (Belanger, J., 1998; Greenwald, P.,

2004; Bhatia, S.P. et al, 2008; Bailly, C., 2009).
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Figura 1. Férmula estrutural do alcool perilico.

Estudos em animais mostram que o AP € um agente quimioterapico e
quimiopreventivo eficaz na regressao de tumores solidos, (Haag, J.D. et al, 1994; Lluria-
Prevatt, M. et al, 2002; Greenwald, P., 2004; Burke, Y.D. et al, 2002; Bailey, H.H. et al,
2004; Chung, B. H. et al, 2006). O AP inibe a farnesilacdo da proteina Ras e
consequentemente a via de transducdo da sinalizacdo de fatores de crescimento associados
com a neoangiogénese, a inducdo de morte celular por apoptose (Loutrari, H. et al, 2004;
Chaudhary. S.C. et al, 2009; Fernandes, J. et al, 2005) e também a enzima Na'/K" ATPase
(Guldenhaupt. J, et al, 2008; Garcia, D.G. et al, 2010). A ativacdo da Ras ativa a cascata de
fosforilacdo das serina e treonina quinases como a RAF e das quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK) que séo responsaveis pela fosforilagdo de varias proteinas citosolicas e nucleares,
incluindo outras proteinas quinases e fatores de transcricdo responsaveis pela proliferacédo
celular (Rowinsky, E.K. et al, 1999; Bonni, A. et al, 1999) (Figura 2). O acido trans-farnesil
thiosalicilico, também um inibidor da farnesilacdo da Ras S-trans, diminui a atividade da Rac-
1 e promove alteracdes marcantes na morfologia, na reorganizacdo da actina e montagem de
adesdes focais de células de glioblastoma humano, desta maneira inibindo a migracéo,

proliferacdo, ancoragem e a transformacéo celular (Goldberg, L. and Kloog, Y, 2006).

XXiii



Receptor
Tirosina Quinase

B = <L oot fan i e e s B b By NN NS Ee VNN NS N = B - -

P P "-4_ -

r @ ras GDP ras-GTP

GRB2,
P13 kinase —
GAP

SOS

| 9.
8

ERK

Cascata MAPK

Proliferacéo celular

Figura 2. Ativacdo da cascata das quinases: serina/treonina quinases (RAF, MEK) e proteina
quinase ativada por mitdgenos (MAPK) (Pan J. et al., 2005).

2.3  Administracdo intranasal de principio ativo

A utilizacdo da via de administracdo intranasal terapéutica para o cérebro como
estratégia para tratar para doencas neuroldgicas foi proposta pela primeira vez e patenteado
em 1989 por William H. Frey (Thorne, R.G. et al, 2004). Medicamentos aplicados por via
intranasal exercem sua agao no trato respiratdrio superior, podendo atuar na regido das fossas
nasais, faringe e laringe. A intensidade da resposta terapéutica sistémica obtida por essa via

deve-se a elevada vascularizagdo da mucosa nasal, a sua extensa superficie com
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aproximadamente 150 cm? e por n&o ocorrer o efeito de metabolizagdo sistémica com
inativacdo na primeira passagem hepatica (Oliveira, M.C., 2003). As preparacfes nasais de
uso tépico geralmente visam a obtencdo dos efeitos de vasoconstri¢ao, antiinflamatorio ou
antiinfeccioso. O interesse da utilizacdo dessa via para efeito sisttmico aplica-se, sobretudo, a
moléculas sensiveis a degradacdo por enzimas do trato gastrintestinal (Oliveira, M.C., 2003).
A administracdo medicamentosa pela via parenteral (subcutanea, intramuscular e endovenosa)
tem mostrado ser desconfortavel aos pacientes comprometendo a adesdo do paciente ao
tratamento. A via intranasal tem sido usada como alternativa para aplicacdo de principios
ativos, horménios, medicamentos: insulina, progesterona, metoclopramida, propanolol,
dihidroergotamina, desmopressina, atropina, vitamina B12 (Oliveira, M.C., 2003; (Ducharme,
N. et al, 2010). Estudos clinicos mostram um aumento de seis vezes na concentracao
sanguinea, velocidade de absorcéo em dobro e um aumento de 2,5 vezes nas quantidades
mensuraveis de vitamina B12 até 48 horas ap0s sua administracao (Vyas, T.K. et al, 2005).
Entre as vantagens da administracdo nasal esté o fato de ser um método ndo invasivo; a rica
vasculatura e alta permeabilidade da mucosa nasal, acentuando a absor¢édo do agente
terapéutico, ultrapassa facilmente a barreira hematoencefélica (BHE) com acesso direto ao
sistema nervoso central (SNC), ndo requerendo nenhuma modificacdo do agente terapéutico;
proporciona aplicacdo de drogas combinadas fazendo com que os niveis sistémicos e a
atividade farmacoldgica sejam alcancados rapidamente e com poucos efeitos colaterais.
Moléculas administradas por via intranasal ap6s a passagem pela placa cribiforme
atingem o lobo olfatério seguindo uma rota de distribuicdo que inclui o liquido cerebrospinal
e 0 parénquima cerebral. Desta maneira atingem concentracdes elevadas em menos de 10
minutos principalmente no liquido cefaloraquidiano, nervo trigémio e através de distribuigdo

rostral e caudal difunde-se do lobo olfatdrio ao hipocampo, hipotdlamo, regido do tronco
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cerebral e cerebelo (Shi. Z, et al 2005; Hashizume, R. et al, 2008; Danielyan, L. et al, 2009;
Dhuria, S.V. et al, 2010; Ducharme, N. et al, 2010).

Numerosos principios ativos podem ser preparados na forma de solugdes ou
suspensdes nasais com principio ativo suficientemente volatil facilitando a inalagéo e
absorcéo principalmente de substancias lipofilicas com baixo peso molecular que sao bem
absorvidas pela mucosa nasal através da via transcelular (Capsoni, S. et al, 2002) (Danielyan,
L. et al, 2009). No caso de principio ativo hidrofilico como peptideos e proteinas, o fator
importante para sua absorcdo parece ser a massa molar e a biodisponibilidade é inversamente
proporcional a massa molar: moléculas menores sdo rapidamente absorvidas indicando um
mecanismo de absor¢éo por difusdo, através dos poros aquosos da mucosa nasal (Shi, Z. et al,

2005; Danielyan, L. et al, 2009; Ducharme, N. et al, 2010).

3 Objetivo geral

Estudos clinicos prévios do grupo mostraram uma sobrevida global diferente entre
pacientes portadores de glioma maligno incluidos no protocolo do alcool perilico. Neste
contexto, este trabalho propde estabelecer uma possivel correlacdo entre a localizagao da
lesdo tumoral e da extensdo do edema peritumoral com a resposta terapéutica a administracao
intranasal do alcool perilico (AP) em pacientes com GBM recidivo apds tratamento

convencional.
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3.1

Objetivos especificos

1- Comparar a eficacia da estratégia terapéutica do monoterpeno alcool perilico
administrado pela via inalatéria na sobrevida global de pacientes com
glioblastoma recidivo com grupo controle.

2- Comparar o efeito da estratégia terapéutica do monoterpeno alcool perilico
administrado pela via inalatéria com a localizacdo topografica da lesao.

3- Comparar o efeito da estratégia terapéutica do monoterpeno alcool perilico
administrado pela via inalatéria com a extensdo do edema peritumoral e desvio

da linha média nos pacientes com glioblastoma recidivo.
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4 Metodologia

4.1  Populacdo de estudo

Coorte composta por 119 pacientes com diagnostico comprovado de glioblastoma
recidivo matriculados no Hospital Universitario Antonio Pedro — UFF e referenciados de
outros Servigos em acompanhamento clinico no ambulatorio do Servico de Neurocirurgia.
Desse total, 52 pacientes com GBM recidivo em tratamento paliativo sintomatico formaram o
grupo controle e 67 o grupo pareado de estudo de pacientes incluidos de acordo com critérios
de elegibilidade, no “Estudo fase I/I1 do monoterpeno alcool perilico em pacientes com glioma
recidivo”. Todos os pacientes foram amplamente esclarecidos dos protocolos de estudo,
inclusive sendo disponibilizado documentos de autorizacdo do estudo pelos comités de ética
do governo Federal, da UFF e da UFRJ. O projeto foi aprovado pelo Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) com registro nimero (CONEP 9681 n° 25000.009267/2004-25
aprovado em Julho de 2004) (Anexo I). O consentimento livre e informado foi lido pelo
investigador ao paciente e/ou seu familiar responsdvel e a anuéncia foi formalizado pela
assinatura do documento de consentimento livre e informado fornecido pela equipe de

investigadores.

4.2  Critérios para incluséo

Foram incluidos pacientes com GBM recidivo com idade entre 20 e 70 anos e Escore
Karnofsky > 70, independentemente de género, etnia e tempo de recidiva do tumor. Como
critérios de elegibilidade foram considerados: tratamento prévio convencional especifico para
este tipo de tumor (ablacdo cirurgica, radioterapia e/ou quimioterapia); os valores basais dos

exames laboratoriais de rotina bioquimica do sangue e hematologicos; a avaliagcdo
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cardiologica (ritmo cardiaco sinusal); avaliacdo de imagem pulmonar (auséncia de leséo

parenquimatosa). Os critérios de inclusdo foram seguidos de modo rigoroso.

4.3  Critérios de inelegibilidade

Né&o foram incluidos: pacientes com doenca maligna sistémica; mulheres gravidas ou
amamentando; tratamento prévio ou concomitante com qualquer droga experimental nos
ultimos 90 dias; metastase a distancia; alteracdo nas provas de funcdo hematologica, renal,
cardiovascular ou hepatica; infeccdo em atividade; presenca de doenca concomitante sem

controle clinico adequado que pudesse interferir na sua inclusdo no estudo.

4.4  Proposta de tratamento

Os pacientes receberam recomendacdo informando os procedimentos para utilizacdo
do AP pela via inalatdria. O volume (23 gotas) equivalente a 55mg de alcool perilico a 96%
acondicionado num frasco de vidro &mbar de tampa rosqueada deveria ser diluido em 3 ml de
agua mineral natural no reservatorio do nebulizador no momento do uso, e, com a prescri¢cdo
para 4 vezes ao dia. Inicialmente a administracdo totalizava 220 mg ao dia seguido de
dosagens crescentes até atingir 46 gotas, totalizando 440 mg ao dia (Anexo II). A
recomendacdo foi para armazenar a medicacdo em ambiente refrigerado (geladeira) apds a

preparacéo da solugéo para nebulizacéo e efetuar as nebulizacGes antes das refeigdes.

4.5  Avaliacao clinica e laboratorial
Os pacientes foram examinados mensalmente durante o tratamento, sendo solicitados exames
de sangue, urina, tomografia de torax e quando possivel tomografia e/ou ressonancia nuclear
magnética (RNM) do cranio a cada 3 meses. A toxicidade foi avaliada de acordo com critérios

da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), avaliando-se os parametros:
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- Hematoldgicos e bioquimicos, com recomendacdo para descontinuacdo da
medicacdo e exclusdo do protocolo caso houvesse mudanca acentuada nos valores basais;

- Neuroldgicos: evidéncia clinica de neuropatia periférica ou neuropatia autbnoma
causando constipacdo temporaria ou persistente, implicando em suspender por duas semanas
ou descontinuar o tratamento;

- Renal: caso os valores de creatinina sérica fossem maiores do que 1,3 mg/dL atrasar
1 semana a administracdo do AP e repetir 0 exame ap0s este periodo; na persisténcia da
alteracdo (superior a 1,3 mg/dL) o paciente era excluido do estudo;

- Ototoxicidade: exame clinico evidenciando perda da audicdo (grau 3) implicaria na
suspensdo e exclusédo do protocolo

O uso de medicacBes auxiliares pelos pacientes foi permitido quando recomendado
pelos médicos participantes do estudo, devendo ser especificadas no cadastro e relacionadas
pelo nome genérico, dose, tempo de tratamento, via de administracdo e indicacdo. Os pacientes
néo fizeram uso de outros agentes e protocolos experimentais. Os pacientes foram informados
a reportar imediatamente ao corpo clinico responsavel do projeto a ocorréncia de qualquer
efeito colateral, considerando-se evento adverso qualquer evento indesejavel associado com a
utilizacdo do AP, tais como toxicidade ou reacGes de sensibilidade, além de qualquer alteragdo
laboratorial ou clinica incomum. Como evento adverso sério foi considerado qualquer evento
que incluisse risco imediato de morte, necessitando hospitalizacdo e/ou que fosse
incapacitante, levando a imediata suspenséo da administracéo do AP.

4.6 Avaliacao de parametros de neuroimagem

Os parametros avaliados incluiram as caracteristicas clinicas e os achados de
neuroimagem. Nas imagens de tomografia computadorizada (TC) ou ressonancia magnetica
(RM) foram considerados dados importantes a localizac¢éo da lesdo tumoral (lobar ou

talamica) e o tamanho (em cm?). A extensdo do edema peritumoral e os efeitos de massa
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causando o desvio da linha média (todos em cm) foram avaliados no inicio e no decorrer do
tratamento com a administracdo intranasal do AP. Tumores lobares foram definidos como
qualquer lesdo tumoral que ndo envolvia os ganglios basais.

Todos os tumores limitados aos ganglios da base ou envolvendo-os foram
classificados como les6es de substancia cinzenta profunda. O tamanho do tumor foi
mensurado por neuroimagem em reforco de contraste-axial usando a escala dos maiores
diametros perpendicular da lesdo. O tamanho do edema peritumoral foi medido nos mesmos
cortes axiais utilizados para medi¢des do tamanho do tumor, subtraindo o tumor do diametro
do edema. A comparacao foi mantida constante com o mesmo tipo de imagem axial (TC ou

RM).

4.7  Avaliacdo de resposta ao tratamento

Os indicadores de avaliacdo da evolucdo da doenca apds ciclos de 30 dias foram
avaliados ap0s 3 e 6 meses do inicio do tratamento utilizando-se o seguinte critério:

Resposta completa - desaparecimento da doenca vista ao exame clinico e por exame de
imagem, sem uso de corticosteroides.

Resposta parcial - redugdo de mais de 50% do volume tumoral ao exame de imagem e
com uso de corticosterdides

Doenca estavel - sem alteracdo do volume tumoral ou do quadro clinico

Auséncia de resposta e progressao da doenca - aumento em 25% do volume

tumoral e/ou aparecimento de nova lesdo

4.8  Analise estatistica
A associagdo das variaveis categdricas com a sobrevida foi avaliada utilizando curvas

de Kaplan-Meier e teste log-rank, e o significado das variaveis continuas utilizando modelos
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de regressdo Cox univariada. As variaveis que foram associadas com a sobrevida em andlise

univariada (p = 0,3) foram consideradas potenciais para inclusdo no modelo multivariado.

5 Resultados

O grupo controle de 52 pacientes com glioma recidivo era constituido por 30 homens
e 22 mulheres (razdo 1:36) com idade média de 63 anos (42 a 78). O grupo de estudo deste
estudo era formado por 67 pacientes com glioma recidivo (38 homens e 29 mulheres) com

idade média de 56 anos (42 a 72).
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A andlise retrospectiva mostrou gque todos os pacientes (n=85) com glioma maligno,
sendo GBM (67), AA (12) e OA (6), tratados com administracao intranasal do AP,

apresentavam diferenca na sobrevida global (Figura 3).

Sobrevida livre de progressédo no 6° més

100% -

mPD
@RP+DE

50

GBM AA AO

Figura 3 - Intervalo livre de progressdo no 6° més de tratamento. Pacientes com glioma
maligno recidivo em tratamento com AP por via inalatéria. GBM: glioblastoma, AA:
astrocitoma anaplasico, OA: oligodendroglioma anapléasico; PD: progressao da doenca; DE:
doenca estavel; RP: resposta parcial.

Nesta coorte com 67 pacientes avaliamos isoladamente a sobrevida global dos
pacientes com GBM recidivo. Comparamos a taxa de sobrevida dos pacientes com glioma
recidivo tratados com o AP por via inalatoria versus 52 pacientes com GBM recidivo em
regime de tratamento paliativo. Os resultados mostram uma diferenca significativa (P <

0,0001) na sobrevida global, onde aqueles incluidos no protocolo de tratamento com AP

apresentaram sobrevida maior do que o grupo controle (Figura 4)
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® Grupo tratado - GBM primario
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Tempo (semanas)

Figura 4 - Curva de sobrevida global de pacientes em tratamento com AP e grupo
controle. Estimador de Kaplan-Meier mostrando diferenga significativa (P < 0,0001) na
sobrevida global dos pacientes com uma recorréncia GBM primario tratados com AP e
grupo sem tratamento.

Nossas observagdes também indicaram diferentes taxas de sobrevida global entre os
pacientes com GBM recidivo tratados com AP. A anélise de acordo com a topografia tumoral
para estabelecer possivel influéncia de diferentes microambientes no crescimento tumoral
mostrou que 53 pacientes apresentavam lesdo com localizacdo lobar e 14 de localizagao
talamica (Tabela 1). Todos os pacientes com tumor inicial com localizac¢ao lobar foram
tratados previamente com cirurgia, radioterapia e quimioterapia, enquanto aqueles com
localizacdo nos ganglios da base foram submetidos a biopsia (sem ablacdo cirtrgica) e depois
radioterapia e quimioterapia.

A sobrevida livre de progressdo no 6° més dos pacientes com GBM recidivo tratados
com AP foi de 61% nos pacientes com tumor com localizacao talamica e 48,2% dos pacientes
com localizacéo lobar. Os pacientes com tumor localizado nos ganglios basais apresentaram
sobrevida significativamente maior (teste log rank: p = 0,0001) que aqueles com lesao

tumoral com localizac&o na regido lobar (Figura 5).
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Figura 5 — Curva de sobrevida total de acordo com a localizacdo do tumor. Curva de Kaplan-
Meier mostrando diferenca de sobrevida num periodo de 50 semanas de acordo com a
localizacdo lobar e talamico em pacientes com glioma primario recidivo tratado com AP pela
via inalatoria.
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GBM lobar GBM talamico

Total de pacientes 53 14
Idade

Meédia 50 54

Limite 28 -72 42 - 66
Género

Homens 30 8

Mulheres 23 6
Tratamento de tumor inicial

Ablacdo cirdrgica 100% 0

Biopsia 0 100%

Radioterapia 100% 100%

Quimioterapia 100% 100%
Sobrevida livre de progressao

(6° més) 48,2% 61%
Edema no tumor inicial (RNM)

Ausente 6 (8,3%) 2 (10,5%)

<5cm 26 (37,2%) 13 (68,4%)

>5cm 38 (54,6%) 4 (21%)
Edema no tumor recidivo (RNM)

<5cm 26 (37,1%) 16 (84,2%)

>5cm 44 (62,9%) 3 (15,7%)
Desvio de linha média no tumor inicial (RNM)

Ausente 10 (15,3%) 4 (25%)

<lcm 26 (37%) 7 (36%)

>1cm 34 (44%) 8 (38%)
Desvio de linha média no tumor recidivo (RM)

Ausente 0 0

<1lcm 24 (35,5%) 16 (84,2%)

>1cm 46 (64,5%) 3 (15,7%)

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com glioblastoma primario recidivo.
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A Figura 6 ilustra a imagem da ressonancia magnética do cranio de um paciente com
tumor em regido profunda apresentando dimensao e volume maior que 5 cm no momento da
sua incluséo no projeto e a imagem obtida 6 meses apds o tratamento com AP administrado
pela via inalatoria. Nota-se claramente reducao da lesdo em aproximadamente 2 cm, reducéo
do edema peritumoral e discreto desvio da linha média. Em contraste, pacientes com tumor na
regido lobar (Figura 7) apresentaram uma resposta desfavoravel ao tratamento com AP pela
via inalatdria, ndo sendo observada reducao significativa da massa tumoral. Eventualmente,
esses pacientes apds uma pequena reducdo inicial, apresentaram aumento significativo da
massa tumoral. Um caso ilustrativo € a imagem de RNM obtida no momento da inclusao de
paciente no protocolo e ap6s 9 meses do inicio de tratamento com AP mostrando aumento da

lesdo.

Figura6. Imagem ilustrativa de glioma com leséo na regido profunda. Ressonancia Nuclear
Magnética de paciente com glioblastoma recidivo. Axial T1 com contraste evidencia lesdo
ovalada com realce heterogéneo pelo gadolinio, comprometendo notadamente o talamo direito
e comprimindo o terceiro ventriculo (A). Observa-se reducdo das dimens@es da lesdo e
desaparecimento do efeito compressivo sobre o terceiro ventriculo (B) ap6s 6 meses de
tratamento com AP administrado pela via inalatéria.
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Figura 7. Imagem ilustrativa de glioma com lesdo na regido lobar. Ressonancia Nuclear
Magnética de paciente com glioma recidivo. Axial T1 com contraste evidencia area de
impregnacdo ndo homogénea na regido frontal esquerda, junto ao sitio cirargico (A). A
imagem controle obtida apds 9 meses de tratamento com AP por via inalatoria mostra
aumento na dimensao da lesdo e suave compressdo sobre o ventriculo em adjacéncia (B).

Os pacientes com edema cerebral extenso (> 5 cm) apresentaram sobrevida global
menor na estimativa de Kaplan-Meier durante 40 semanas, que aqueles com edema moderado
(Figura 8) independente da regido de localiza¢éo da lesdo. Também foi observado que 0s
pacientes com lesdo na regido lobar geralmente apresentavam edema peritumoral mais
extenso e persistente. Edema cerebral <5 cm foi observado em 37,1% dos pacientes com
tumor lobar enquanto 84,2% apresentavam tumor na regido talamica. Em contraste, 54,6%
dos pacientes com tumor na regido lobar e 21% dos pacientes com lesdo na regido talamica
apresentavam area de edema cerebral > 5 cm.

Na Figura 9 séo apresentadas imagens obtidas de paciente com lesdo na regido lobar
no momento da inclusdo no projeto e trés meses apos o tratamento com o AP pela via

inalatdria, mostrando claramente a manutencdo do edema peritumoral e desvio de linha média

(maior que 5 cm).
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Figura 8 - Diferenca na sobrevida de acordo com a extensdo do edema peritumoral.

Curva de sobrevida de Kaplan-Meier mostrando a influéncia da extenséo do edema
peritumoral na sobrevida global de pacientes com glioma maligno recidivo apds 40 semanas
de tratamento com AP pela via inalatdria.
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Figura 9. Imagem ilustrativa de lesdo na regido lobar com edema peritumoral e desvio da
linha média. Ressonancia Nuclear Magnética pré-operatoria revelando a extensdo do tumor no
hemisfério direito (A), imagem obtida de recidiva tumoral apds cirurgia e radioterapia (C).
Resposta a administracdo intranasal do alcool perilico, apds 3 (B) e 6 meses (D) de tratamento
mostrando persisténcia do edema peritumoral e desvio da linha media.
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A presenca de desvio de linha média (maior que 1 cm) é considerado como fator de
risco para uma sobrevida global menor entre pacientes com AA e GBM (Figura 10). N&o foi
observada diferenca significativa na sobrevida analisada pela extenséo do procedimento

cirurgico (biopsia versus ressec¢do parcial ou total). (Dados ndo mostrados)
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Figura 10. Influéncia do desvio da linha media na sobrevida global
Estimador de Kaplan Meier mostrando diferenca na sobrevida global de pacientes com

glioma maligno recidivo

6. Discussao

xli



A observacdo mais importante desse estudo € que pacientes com tumor localizado na
regido talamica e nos ganglios da base independentemente do grau histoldgico apresentaram
sobrevida maior que aqueles com tumor localizado na regido lobar. Além disso, a persisténcia
do edema peritumoral associado a presenca de desvio da linha média foi estatisticamente
significativo e um fator de menor sobrevida global.

Embora os gliomas malignos ndo produzam metastases, as células tumorais migram
ativamente no parénguima cerebral determinando novos focos tumorais geralmente
imperceptiveis para ressec¢do cirdrgica eficaz (Stadlbauer, A. et al, 2007). O crescimento da
massa tumoral promove forte ativacdo dos astrocitos normais que circundam a lesdao tumoral
induzindo gliose reacional (Billottet, C. et al, 2008). Acredita-se que a migracdo das células
tumorais aumente com o tempo, embora a densidade de células infiltrantes possa diminuir
com a distancia a partir da massa tumoral inicial (Lefranc, F., 2007). A recorréncia tumoral
apos o tratamento nos gliomas malignos geralmente surge cerca de 2 cm da lesdo original
(Mentrikoski, M. et al, 2008). Atribui-se o desenvolvimento tumoral a influéncia de células
ativadas no estroma do microambiente peritumoral e tumoral que produzem fatores de
crescimento, citocinas e componentes da matriz extracelular influenciando na ativacéo de
células precursoras para formacao de novas células endoteliais necessarias para a
neovascularizacdo do tumor (Billottet, C. et al, 2008; Quirico-Santos, T. et al, 2010). A
migracdo das celulas gliomatosas inclui sinalizac&o autdcrina de receptores por fatores de
crescimento secretados que difundem no estroma peritumoral influenciando a atividade das
células do parénquima que circundam a massa tumoral (Hoelzinger, D.B. et al, 2007).
Reciprocamente, células do parénquima cerebral normal que secretam ligantes podem ativar
receptores cognatos nas celulas tumorais criando um microambiente permissivo de progressao
para estagio de maior malignidade. Essas interacdes possivelmente refletem a diferenca na

migracéo das células gliomatosas em distintos microambientes influenciando a sobrevida dos
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pacientes (Ramnarayan, R. et al, 2007). De fato neste trabalho mostramos que pacientes com
lesdo na regido talamica e ganglios da base sobreviveram estatisticamente mais tempo do que
pacientes com glioma localizado na regido lobar.

Modelos matematicos usados para quantificar o crescimento e invasividade de gliomas
mostraram que: (1) a velocidade de expansao € linear com o tempo, variando cerca de 4 mm
/ano para o glioma de baixo grau para cerca de 3 mm / més nos casos de glioma de alto grau;
(2) as células de glioma migram mais lentamente na substancia cinzenta profunda em
comparacdo com células tumorais localizadas na substancia branca da regido lobar (Swanson,
K.R. et al, 2003). Além disso, a invasividade dos gliomas requer a conjuncéo de fatores
incluindo a motilidade celular e crescimento proliferativo. Nossas observacdes estéo
consoantes com esses resultados porque pacientes com lesdo tumoral inicialmente localizada
nos ganglios basais sobreviveram significativamente mais tempo do que aqueles com leséo na
regido lobar. Também foi observado que nos tumores lobares a presenca de edema
peritumoral é maior do que nos tumores com localizacéo profunda. Neste contexto estudos
posteriores irdo confirmar esta observacéo e determinar quais fatores do microambiente
estariam influenciando esta caracteristica.

Dados de estudos retrospectivos de pacientes com glioma maligno mostram que a
sobrevida e os fatores associados a progndstico favoravel sdo: menor faixa etaria, auséncia de
déficit neuroldgico, grau histoldgico e localizagcdo em areas nao eloguentes (Mitchell, P. et al,
2006), porém dados de um estudo observacional (Laws, E.R. et al, 2003) indicam a resseccao
cirtrgica como fator importante na sobrevida de pacientes com glioma maligno. Enquanto
gliomas com localizacdo na regido lobar podem ser tratados com excisao cirurgica (Pathy, S.
et al, 2002), a bidpsia estereotaxica é recomendada para gliomas com localizacao na regido
talamica, mas os resultados ndo mostraram melhoria significativa na sobrevida apds ressecc¢ao

extensa. No presente trabalho, pacientes com glioma na regido do tdlamo ndo fizeram cirurgia
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citorredutora enquanto pacientes com localizacéo lobar foram submetidos a excisao cirurgica.

Em um estudo retrospectivo (Pavli¢evi¢, G. et al, 2003) realizado em 145 pacientes
operados, sendo 102 com GBM e 43 com astrocitoma anaplasico, o resultado apos tratamento
cirurgico foi influenciado pela idade do paciente e pelas condic¢des clinicas pré-operatorias,
assim como a localizacdo, a extensdo da les@o e da ressec¢do do tumor. A resseccao radical
foi realizada em 46,3% e a resseccdo parcial em 29,3% dos pacientes. A extenséo do
procedimento cirdrgico, bidpsia versus ressec¢do parcial ou total, ndo determinou diferenca na
sobrevida dos pacientes com AA e GBM, indicando que os resultados favoraveis dependem
da localizacao da lesdo, da extensdao do edema peritumoral e do estado clinico do paciente no
pré-operatorio.

Num estudo em 114 pacientes com GBM que foram tratados com ressecc¢éo cirdrgica
e radioterapia, foi observado que o desvio da linha média pode ser considerado fator
prognostico independente (Gamburg, E.S. et al, 2000). Em nosso estudo para estabelecer
correlacdo entre a presenca do desvio da linha média maior que 1 cm e sobrevivéncia entre
pacientes tratados com AP, observamos que esse desvio foi um fator de risco estatisticamente
significativo para sobrevida mais curta, enquanto que a auséncia de desvio de linha média
apos o tratamento com AP pode ser considerada prognéstico favoravel.

Em relacdo ao edema vasogénico os dados da literatura séo conflitantes, sendo
considerado um fator progndstico para 0 meningioma e metastase cerebral, mas ndo para os
gliomas (Stummer, W., 2007) enquanto outros grupos de pesquisadores (Hammoud, M.A. et
al, 1996) mostraram que a extensao do edema peritumoral era um fator significativo na
sobrevida global dos pacientes com glioma maligno. No presente estudo foi observado que a
extensdo do edema peritumoral em tumores iniciais e recidivos pode ser um importante fator
prognostico para resposta terapéutica ao AP, sendo observado inclusive que os Astrocitomas

Anaplasicos e 0 GBM se assemelham na apresentacdo do edema cerebral vasogénico. Em
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conjunto, os resultados nos permitem considerar como uma resposta negativa ao tratamento
com AP a regressao do volume tumoral sem a regressdo do edema peritumoral, e como
resposta positiva a regressao tumoral concomitante a reducao do edema peritumoral
independente do tipo histoldgico do tumor. Deve ser ressaltado que ndo se considerou como
resposta positiva a imagem de regressao tumoral sem a concomitante regressao do edema

peritumoral.
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7. Concluséo

Nosso estudo demonstrou que a administracao intranasal do monoterpeno alcool
perilico aumenta a sobrevida global dos pacientes com GBM recidivos em comparagdo grupo
controle; pacientes com lesdo tumoral localizada nos ganglios da base apresentaram sobrevida
maior do que aqueles com localizacdo lobar; a presenca do edema peritumoral e o desvio da
linha média correlacionaram-se significativamente com menor tempo de sobrevida global.
Estes dados clinicos podem corroborar a teoria de invasividade diferencial dos gliomas,
indicando que a localizacdo da lesdo em diferentes microambientes do cérebro pode ser um

fator progndstico na sobrevida global.
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