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RESUMO

INTRODUCAO: O meduloblastoma, tumor maligno do Sistema Nervoso
Central mais comum em criancgas, foi inicialmente descrito de forma uniforme
em 1925 por Bailey e Harvey Cushing. A despeito do avanco diagnostico e
terapéutico, os indices de morbimortalidade persistem altos. Grupos
epidemiologicamente semelhantes podem ter desfechos diferentes, e
evolucbBes desfavoraveis ocorrem em pacientes com marcadores de bom
prognéstico. Os avancos nas pesquisas em biologia molecular procuram
explicar os diferentes comportamentos da doenca, e de forma sistematica,
buscam identificar genes que sirvam como alvos terapéuticos, ja que o
tratamento disponivel atualmente ainda € bastante insatisfatério e com
muitos efeitos colaterais. Simeone e colaboradores identificaram os genes
OTX1 e OTX2, presentes em humanos, e cuja funcdo € organizar,
compartimentalizar e hierarquizar a formacdo do sistema nervoso central,
especialmente o cerebelo. Os genes OTX1 e OTX2 sédo expressos no tecido
cerebelar em humanos até a nona semana de vida extra-uterina,
exclusivamente. Os mesmos autores também identificaram que os mesmos
genes sao alvo terapéutico do acido transretindico, que inibe a expressao
génica. Estudos prévios demonstraram a expressdo dos genes OTX1 e
OTX2 em meduloblastomas, o que torna o acido uma potencial terapéutica
para estes tumores, assim como 0s genes OTX1 e OTX2 potenciais alvos
para desenvolvimento de novas drogas terapéuticas. OBJETIVOS: Estudar a
prevaléncia dos genes OTX1 e OTX2 em uma amostra de 60 pacientes, e

estabelecer correlagbes entre a expressdo génica e aspectos clinicos,



patolégicos e de evolugdo. CASUISTICA E METODO: Realizada anélise
retrospectiva de 60 pacientes com diagnoéstico meduloblastoma, operados
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, e no Hospital do Cancer de Barretos. Organizado um banco de dados
de 60 pacientes contendo dados da expressao génica dos genes OTX1 e
OTX2 (obtida através da técnica de PCR em tempo real) e dados clinico-
epidemioldgicos. Realizados testes estatisticos para se estabelecer
correlacdo entre dados clinico-patologicos e de expressdo génica.
RESULTADOS: O gene OTX1 foi expresso em 52% da populacdo estudada,
e tal expressao variou com a idade (sendo maior em adultos), localizacéo
(preferéncia por hemisfério) e tipo histolégico (desmopléasico). O gene OTX2
foi expresso em 62% da populacédo estudada, e tal expressao variou com a
idade (sendo maior quanto menor a faixa etaria), localizacao (preferéncia por
vérmis) e tipo histolégico (classico). Houve correlacdo estatistica entre a
expressdo do gene OTX2 e o desenvolvimento de metastases
leptomeningeas. CONCLUSOES: Na populacédo estudada, a expressio dos
genes OTX1 e OTX2 corrobora a impressdo de seu papel importante na
patogénese dos meduloblastomas, e € dependente da idade do paciente, da
localizac&o tumoral e do tipo histolégico. Dada a sensibilidade do gene ao
acido transretindico, a identificacdo deste perfil populacional pode significar
no futuro novas perspectivas de tratamento.

Descritores: 1- Meduloblastoma, 2- fatores de transcricdo OTX, 3- gene

OTX1, 4- gene OTX2, 5- sobrevida, 6- resultado do tratamento.



SUMMARY

INTRODUCTION: Medulloblastoma, the most common malignant tumor of
the central nervous system in children, was first uniformly described in 1925
by Bailey and Harvey Cushing. Despite the diagnostic and therapeutic
advances, the morbidity and mortality rates remain high. Epidemiologically
similar groups may have different outcomes, and adverse developments
occur in patients with markers of good prognosis. Advances in molecular
biology research seeks to explain the different behaviors of the disease, and
consistently seek to identify genes that serve as drug targets, since the
treatment currently available is still unsatisfactory and with many side effects.
Simeone and colleagues identified genes OTX1 and OTX2 in humans, and
whose function is to organize, prioritize and compartmentalize the formation
of the central nervous system, especially the cerebellum. OTX1 and OTX2
genes are expressed in cerebellar tissue in humans until the ninth week of
extra uterine life, exclusively. The same authors also found that the same
genes are therapeutic target of trans-retinoic acid, which inhibits gene
expression. Previous studies have demonstrated the expression of OTX1
and OTX2 genes in medulloblastomas, which makes the acid a potential
therapy for these tumors, as well as the genes OTX2 and OTX1 potential
targets for developing new therapeutic drugs. OBJECTIVES: To study the
prevalence of OTX1 and OTX2 genes in a sample of 60 patients, and to
establish correlations between gene expression and clinical, pathological and
follow up aspects. CASUISTICS AND METHODS: A retrospective analysis of

60 patients diagnosed with medulloblastoma, assisted at Hospital of the



Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo, and the Cancer Hospital of
Barretos. Organized a database of 60 patients which contains the gene
expression of OTX1 and OTX2 genes (obtained through the technique of
real-time PCR) and clinical and epidemiological data. Performed statistical
tests to establish a correlation between clinical-pathological and gene
expression. RESULTS: The OTX1 gene was expressed in 52% of the
population studied, and such expression varied with age (being higher in
adults), location (preferably by hemisphere) and histology (desmoplastic).
The OTX2 gene was expressed in 62% of the studied population, and such
expression varied with age (being higher the younger the age group),
location (preferably vermis) and histological type (classical). A statistical
correlation between the expression of OTX2 gene and development of
leptomeningeal metastases was observed. CONCLUSIONS: In the studied
population, the expression of OTX1 and OTX2 genes corroborates the
impression of his role in the pathogenesis of medulloblastomas, and is
dependent on patient age, tumor location and histological type. Given the
sensitivity of the gene-trans retinoic acid, the identification of the population

profile in the future will represent new opportunities for treatment.

Descriptors: 1- Medulloblastoma, 2-OTX transcriptional factors, 3- OTX1

gene, 4- OTX2 gene, 5- survival, 6- outcome.



1. INTRODUCAO

1.1. O meduloblastoma

O meduloblastoma, tumor cerebelar da classe dos tumores
neuroectodérmicos primitivos (PNETS), é conhecido e catalogado desde
1925, quando Cushing o descreveu como um tumor de maior incidéncia em
criancas do sexo masculino, altamente agressivo e invasivo, com grande
potencial de disseminac¢éo ligudrica e com sobrevida extremamente curta
(Bailey et al., 1925). Suas séries relatavam uma sobrevida de apenas 1,6%
dos pacientes ao final de trés anos, e a qualidade de vida dos pacientes era
sabidamente ruim. Aspectos descritos por Cushing ainda aplicam-se: é o
tumor cerebelar maligno mais comum na infancia, e estima-se que nos
Estados Unidos da América, a cada ano, notifique-se de 300 a 500 novos
casos de meduloblastoma. Destes, 75 % sao jovens com idades inferiores a
19 anos e 50% séo criancas com idade inferior a cinco anos (Crawford et al.
2007; Ertan et al., 2009). O meduloblastoma apresenta maior incidéncia em
criancas (preferencialmente do sexo masculino), mas também pode
acometer adultos. Aproximadamente 0,5% a 1% dos tumores do sistema
nervoso central (SNC) dos adultos sdo meduloblastomas, e alguns autores
defendem que neste grupo o progndstico € melhor (Sarkar et al., 2002).

Do ponto de vista clinico, os pacientes com meduloblastomas
primariamente diagnosticados apresentam sintomas relacionados a

topografia cerebelar do tumor, como disturbios da marcha, incoordenacgéo e



tremores. Cefaléia, nauseas e vOmitos sdo também sintomas muito
prevalentes, e estdo relacionados na maioria das vezes a presenca de
hidrocefalia: frequientemente ha bloqueio do fluxo liquérico ao nivel do
quarto ventriculo pelo processo expansivo, ocasionando desta forma,
hidrocefalia supratentorial ndo comunicante. De forma incomum, o0s
pacientes podem apresentar sintomas relacionados a disseminacéo
leptomeningea do tumor, como paresia de nervos cranianos.
Radiologicamente, o tumor apresenta-se como uma massa cerebelar
(vermiana, preferencialmente, mas que alternativamente pode acometer os
hemisférios cerebelares), freqientemente associada a hidrocefalia, com
evidencia-se na figura 1. A disseminacao leptomeningea, freqiente causa de
mortalidade, pode acometer o compartimento intracraniano, ou o intra-

raquiano, com compressao de estruturas adjacentes e bloqueio do fluxo

liquérico. Tais aspectos podem ser verificados nas figuras 2 e 3:

Figura 1: Aspectos tipicos do meduloblastoma.Sequéncia de Ressonancia
Magnética do encéfalo de paciente operada no HCFMUSP em corte axial T1
com contraste (A), T1 coronal com contraste (B) e T1 sagital sem contraste
(C), respectivamente, mostrando aspectos tipicos do meduloblastoma:
massa cerebelar, vermiana, captante de contraste, e com dilatacdo
ventricular.



Figura 2: Disseminacado leptomeningea de meduloblastoma.Ressonancia
Magnética de paciente operada no HCFMUSP aquisicdo T1 com contraste
em corte sagital (A) e axial(B) do encéfalo, evidenciando processo expansivo
captante de contraste (meduloblastoma), com multiplas lesGes satélites,
correspondendo a disseminacgéao leptomeningea da doenca.

Figura 3: Disseminacado leptomeningea ao longo do neuroeixo.Ressonancia
Magnética paciente operada no HCFMUSP em cortes sagitais da coluna
cervico-toracica (A e C) e toraco-lombar (B), ilustrando o potencial de
disseminacdo do meduloblastoma ao longo do neuroeixo descrito por
Cushing.Notam-se multiplas les6es(setas) com compressao medular.
Macroscopicamente, os meduloblastomas sdo tumores compactos,
densamente vascularizados, réseos ou avermelhados, com predilecdo pelo
vérmis cerebelar. Tém grande potencial infiltrativo, muitas vezes impedindo

sua ressec¢do completa. Tais caracteristicas representam dificuldades no



momento da resseccdo cirargica destes tumores, no que diz respeito a
hemostasia e preservacéo de estruturas nobres.

Embora os aspectos clinicos, radiolégicos e de macroscopia sejam
relativamente semelhantes, os aspectos histolégicos ndo o sao(Szymas et
al.,1987; Min et al.,2006).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define cinco variantes
histol6gicas do meduloblastoma (Feiden et al.,2008): classico, desmoplasico,
células gigantes,anaplasico e extensa nodularidade, cujas caracteristicas
principais sado apresentadas na tabela 1. Tais subtipos diferem em relacéo a

frequéncia, apresentacéo clinica e progndstico, descritos a sequir.



Tabela 1: Classificacdo histolégica dos meduloblastomas segundo a OMS

(Organizacao Mundial da Saude).

SUBTIPO

FOTOMICROGRAFIA
(HEMATOXILINA-

CLASSICO

CARACTERIZACAO
HISTOLOGICA

CARACTERIZACAO
CLINICA

DESMOPLASICO

-células agrupadas
-nGcleo arredondado
-alta atividade mitética
-apoptose

-rosetas neuroblasticas
-escassez de citoplasma

-variante mais comum
(80%) (Giangaspero et al.
1999)

EXTENSA
NODULARIDADE

-células em alta proliferagéo
-ilhas pélidas

-nédulos com baixa celularidade
-nédulos hipercromaticos

-ilhas com alta densidade de
colageno e fibras de reticulina
sem padrao nodular

-15% dos meduloblastomas
-relacionado a idade adulta
-relacionado a bom
progndstico

(Katsetos et al., 1989)

CELULAS
GIGANTES

22 -células ganglionares

-n6édulos com diferenciagédo

¥ neurocitica

-Uniformidade nuclear

8 intranodular

-raro
-considerado uma variante
desmoplasica

-mais fregliente em
criangas <3 anos

-melhor prognoéstico?
(Suresh et al. ,2004)

ANAPLASICO

-aumento do volume celular
-alto indice mitético
-polimorfismo nuclear
-citoplasma abundante

-alta frequiéncia de corpos
apoptoticos agrupados ou
isolados

-4% dos meduloblastomas
-relacionado a
agressividade bioldgica
(Ellison et al., 2002)

W -raro

-polimorfismo nuclear
-alta atividade mitética
-células esféricas
-nucléolo proeminente
-atipia celular marcante

-raro
- relacionado a

agressividade bioldgica
(Rodriguez et al. 2007)

Figura 1: paciente desta casuistica(n 39). Figura 2: Paciente desta casuistica
(n 32). Figura 3 : Extraido de Suresh et al., 2004. Figura 4: Extraido de
Ellison et al., 2002. Figura 5: Extraido de Rodriguez et al., 2007.




O tratamento consagrado para o meduloblastoma contempla a
ressec¢ao cirlrgica, seguida de terapias complementares. O ato cirlrgico
apresenta particularidades que exigem técnica apurada e experiéncia do
neurocirurgido. A localizacdo do tumor em &rea de complexa anatomia, a
rica vascularizacdo tumoral (representando hemostasia de dificil execucao),
e a intima relacdo com o tronco cerebral em pacientes que nado toleram
sangramentos volumosos sao apenas algumas destas particularidades.

O tratamento complementar compreende a quimioterapia e a
radioterapia de todo o neuroeixo (Chimtagumpala et al.,2001). Apesar dos
avancos destas modalidades, como a radiocirurgia (Backet al.,2005;Mirabel
et al, 2006; Lafay-Cousin et al., 2009) e novas drogas quimioterapicas mais
especificas, estas ainda apresentam importantes efeitos colaterais(Blatt et
a.,1991;Brossard et al.,1994). Tais rea¢cOes adversas muitas vezes impedem
sua aplicacao, especialmente em criangas menores de trés anos. (Watterson
et al., 1993; Gajjar et al., 1994; Chamberlain et al., 1998; Sun et al., 2002;
Rutowski et al., 2005; Etzel et al., 2006; Yazigi-Rivard et al., 2008; Ward et
al., 2009; Nomura et al., 2009; Skowronska, 2009). De forma semelhante ao
perfil histolégico, a evolucao clinica e o progndstico dos pacientes também
ndo sdo homogéneos. Pacientes com caracteristicas clinicas de bom
progndstico muitas vezes apresentam sobrevida menor que pacientes com
indicadores de mau progndéstico. O oposto € verdadeiro. Muitos pacientes
com fatores de mau prognostico, por vezes apresentam evolugédo clinica

favoravel.



Indicam-se como fatores progndésticos os critérios de Chang (1969)

(descritos na tabela 2); a idade e o grau de resseccao cirdrgica. A idade

menor que trés anos foi descrita como fator de mau progndstico por autores

como Albright et al. (1996), Abacioglu et al. ( 2002) e Akai et al. (2004).

Inversamente, adultos tendem a apresentar melhor progndstico (Malheiros et

al., 2002; Ang et al., 2008; Curran et al., 2009). A analise de prognostico

poOs operatério feita por Albright et al. em 1996 mostrou que a sobrevida é

maior nos casos em que a resseccdo foi maior que 90% em relacdo aos

casos com resseccao menor que 90%.

Tabela 2: Critérios de Chang de prognostico em meduloblastomas

TUMOR

T1 - tumor < 3 cm, envolvendo apenas 1 estrutura da
fossa posterior

T2 - tumor < 3 cm, envolvendo 2 ou mais estruturas da
fossa posterior

T3a - tumor > 3 cm, envolvendo 2 ou mais estruturas da
fossa posterior

T3b - tumor invadindo o assoalho do quarto ventriculo

T4 - tumor com extensdo além da fossa posterior,
atingindo o terceiro ventriculo, ou caudalmente até a
cisterna magna; ou associados a hidrocefalia.

METASTASES

MO - sem evidéncia de metastases ou disseminacao
M1 - citologia oncoética positiva no LCR

M2 - disseminagé&o leptomeningea intracraniana

M3 - disseminacao leptomeningea intra-raquiana

M4 - metastases extraneurais




A sobrevida dos pacientes com diagnéstico de meduloblastoma varia
de 40% a 70% em 05 anos, segundo diversos autores (Kunschner et al.,
2001; Malheiros et al., 2002; Mirabell et al., 2006; Yazigi-Rivard et al., 2008),
e a maior limitacdo no tratamento destes pacientes é ainda a compreenséao
insuficiente da doenca, 0 que impede o desenvolvimento de terapéuticas

mais eficazes.

1.2. Consideracfes sobre a tumorigénese

A heterogeneidade dos meduloblastomas, a incongruéncia entre o0s
fatores progndsticos e a taxa de sobrevida dos pacientes, associados a
eficacia ainda insatisfatéria do tratamento e a pequena compreensao sobre a
doenca sinalizavam ha tempos a necessidade de estudos sobre a
tumorigénese. Esperava-se que tais estudos, no ambito da genética e da
biologia molecular, explicassem a heterogeneidade da doenca, seus
aspectos clinicos e histopatolégicos. Com tais ferramentas, seria possivel
desenvolver terapéuticas que atuassem em pontos criticos no
desenvolvimento dos meduloblastomas, impedindo seu desenvolvimento e
progressao.

A partir de 1987 varios grupos de pesquisa dedicaram-se a elucidar os
processos genéticos e moleculares envolvidos na tumorigénese dos
meduloblastomas. O diagnostico de anormalidades cromossémicas foi a
primeira modalidade de pesquisa. Lattimer et al. (1987) iniciaram as

investigacbes observando varias anormalidades cromossdmicas em



meduloblastomas, linha de pesquisa seguida por Biegel et al. (1989), que
apontaram a alta frequéncia do isocromossomo 17. Tal linha de pesquisa
ainda encontrou contribuicdo no grupo de Pietsch et al. (1998), que
descreveram a hipdtese da existéncia de grupos de genes supressores de
tumor no cromossomo 1, e Adesina et al. (2000), que demonstraram a perda
alélica do cromossomo 17 em meduloblastomas.

Outra tatica da pesquisa genética foi a tentativa de isolamento e
investigacdo de genes envolvidos na tumorigénese dos meduloblastomas.
Autores como Gilbertson et al. descreveram mutagdes nos genes HER2 e
HER4, conhecidos por estarem evolvidos em varios tipos de tumores, como
gliomas e adenocarcinomas. Em 2000, Lawinger et al. descreveram
mutacdes nos genes REST em meduloblastomas, seguidos por Herms et al.
(2000), que apontam o gene cMYC como marcador de mau prognéstico. A
identificacdo de genes envolvidos seguiu-se entdo com Maeda et al. (2001),
Lee et al.(2001), Giordana et al.(2002), Chopra et al.(2003), Sardi et al.
(2003), e outros autores citados na tabela 3. As descricbes do envolvimento
de tais genes, embora de fundamental importancia, representavam dados
isolados e que ndo elucidavam de forma satisfatéria os mecanismos
envolvidos na génese dos meduloblastomas. A identificacdo isolada de
genes foi entdo preterida em favor da descricdo de provaveis vias
tumorigénicas e seus respectivos genes. A identificagdo dos mesmos
proporcionou o0 maior entendimento da doenca e a possibilidade de
intervencdo terapéutica em alvos moleculares especificos para cada via

tumoral.
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Tais pesquisas com as vias tumorais envolvidas nos meduloblastomas
iniciaram-se em 1992, quando Simeone et al. descreveram os genes OTX .
O conhecimento desta via, até hoje restrito, foi complementado por Kasturi et
al. (1993), que descreveram 0s genes OTX1 e OTX2 em humanos; por
Michiels et al., que descreveram a associagdo da via OTX com
meduloblastomas, culminando com Di et al. (2005), que descreveram o0 gene
OTX2 como alvo terapéutico do acido transretindico em meduloblastomas.
Em 2010, Adamson et al. descreveram a via do gene OTX2 como
mecanismo independente e auto suficiente para a formacdo de
meduloblastomas.

Outra via tumoral, a via Sonic Hedgehog, foi descrita inicialmente por
Vorechovsky et al., em 1997, e confirmada por Echelard et al., em 1993,
como via critica na formacdo de meduloblastomas.

Outras vias, também criticas na formacédo dos meduloblastomas, como a via
homéloga de Wingless da drosophila (WNT) e a via do fator neurogénico
homologo 1 ( NOTCH) foram descritas respectivamente em 1998 e 2004.

O resumo destes marcos na pesquisa dos meduloblastomas, organizados

em ordem cronoldgica, podem ser observados na tabela (3) a seguir:
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Tabela 3: Histérico de trabalhos que representam marcos relacionados a
genética dos meduloblastomas

AUTOR ANO DESCRICAO DOS TRABALHOS

Latimeretal. 1987 Anomalias nos cromossomos 1, 3, 5, 6, 11, 16, e, 17
em meduloblastomas

Biegel et al. 1989 Isocromossomo 17 associado a meduloblastomas

Saylors et al. 1991 Mutacgdes do gene p53 em meduloblastomas

Simeone etal. 1992 Descricado dos genes OTX

Kastury etal. 1993 Descricdo dos genes OTX1 e OTX2 em humanos

Echelard 1993 Descricédo da via Hedgehog

Simeone etal. 1995 Descrigéo da inibicdo dos genes OTX pelo &cido
transretindico

Vorechovsky 1997 Envolvimento do gene Shh em meduloblastomas

Gilbertson 1998 Mutagdes em HER2 e HER4 em meduloblastomas

Pietsch et al. 1998 Genes  supressores  no l6cus 1931 em
meduloblastomas

Zurawel 1998 Envolvimento da via WNT com meduloblastoma

Michiels 1999 Envolvimento dos genes OTX com meduloblastomas

Adesinaetal. 2000 Perda alélica 17p 13 em meduloblastomas

Liu et al. 2000 Acido transretindico aumenta quimiossensibilidade de
células de meduloblastoma

Llawinger et 2000 Mutagdes em REST em meduloblastomas

al.

Herms et al. 2000 cMYC como marcador de mau prognostico em
meduloblastomas

Zurawel etal. 2000 Envolvimento da via Hedgehog com meduloblastomas
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Tabela 3(continuacédo): Histérico de trabalhos que representam marcos

relacionados a genética dos meduloblastomas

AUTOR ANO DESCRIC}AO DOS TRABALHOS

Lee et al. 2002 Hiperexpresséo de cMYC e nMYC em
meduloblastomas

Giordanaetal. 2002 MDM2 como marcador de mau prognoéstico em
meduloblastomas

Chopraetal. 2003 Amplificagdo de cMYC e HER2 em meduloblastomas

Sardi et al. 2003 Perda da heterozigozidade do p53 em
meduloblastomas

Hernan et al. 2003 HER2 como marcador de metastases em
meduloblastomas

MacDonald et 2003 PDGFR como potencial alvo terapéutico em

al. meduloblastomas

Wong et al. 2003 Mutacdes no DNA mitocondrial em meduloblastomas

Yokota et al. 2004 Associacdo da via NOTCH e OTX2 com
meduloblastomas

Ray et al. 2004 MYC, p53, HER2, TRKC séao fatores preditivos de
sobrevivéncia em meduloblastomas

Eberhart 2004 MYC e TRKC como fatores de progndstico em
meduloblastomas

Fuller et al. 2004 REST e NRSF silenciados em meduloblastomas

Di C et al. 2005 O gene OTX2 ¢é alvo terapéutico do acido
transretindico em meduloblastomas

Boon et al. 2005 Amplificacdo do gene OTX2 em meduloblastomas

de Haas etal. 2006 Correlacdo clinico-patolégica dos genes OTX1 e OTX2
em meduloblastomas

Carlotti et al. 2008 Mudltiplas vias tumorigénicas em meduloblastomas

Adamson et 2010 OTX2 é critico para tumorigénese independente de

al.

meduloblastomas
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Apés 23 anos de pesquisas, acredita-se que a heterogeneidade dos
meduloblastomas advém da sua heterogeneidade genética (Gulino et al.,
2008). E muito provavel que o conjunto de tumores conhecidos
uniformemente por “meduloblastoma” seja semelhante apenas em aspectos
como a localizacdo cerebelar e apresentacao clinica, histologia e potencial
metastatico. Sob a oOptica da genética e da biologia molecular, tais tumores
provavelmente sdo distintos e sua classificacdo ultrapassada. Como na
maioria das neoplasias, varias vias tumorigénicas podem estar implicadas na
formacdo de um Unico clone tumoral. Desta forma, pacientes com
meduloblastoma apresentam ativacdo de genes e vias tumorigénicas
distintas, o que confere, para cada individuo, caracteristicas clinicas,
patolégicas e progndsticas Unicas. Tal conceito motivou autores, como
Gulino et al. (2008), Kool et al. ( 2008) e Marino et al. (2009), a proporem
uma classificacdo genético molecular, baseada nas vias tumorigénicas
envolvidas em cada tumor, para cada paciente.

Nos ultimos cinco anos, a maioria das pesquisas concentra-se em
quatro vias principais: via Hedgehog, a via Wnt, a via NOTCH e a do gene
OTX2. As duas primeiras foram descritas ha mais tempo e, portanto, sdo as
mais estudadas até hoje. Estas quatro vias foram descritas anteriormente
como independentes, porém atualmente sdo reportadas interseccées e
sobreposicdes das mesmas. Embora nédo se conheca todo o esquema
genético-molecular, é provavel que os meduloblastomas surjam pela
ativacdo organizada de uma ou mais delas. Com o crescimento e

desenvolvimento do tumor, outras vias podem ser sucessivamente ativadas,
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conferindo uma marcante versatilidade genética e antigénica ao tumor. A
seguir, sdo descritas as principais vias tumorigéncicas relacionadas aos

meduloblastomas.

1.2.1. A via Sonic Hedgehog (Shh)

Sonic Hedgehog € uma proteina autoproteolitica que ativa mecanismos
celulares essenciais (a via de sinalizacdo Hedgehog) ao fenémeno da
embriogénese nos cordados, especialmente em humanos. Esta proteina € o
principal componente de uma via que estabelece diversos destinos de
diferenciacdo celular, padrées de formacdo e desenvolvimento tecidual,
proliferacéo e diferenciacdo em mudltiplos tipos de tecidos, incluindo o SNC
(Duman et al., 2002; Ferretti et al., 2005; Shahi et al., 2008). A via canbnica
de sinalizacéo da proteina Hedgehog (e portanto, da via Sonic Hedgehog) é
fundamentada na sua interacdo com dois tipos de receptores de membrana:
Patched (PTC) e Smoothened (Smo). O receptor Smo tem como funcéo a
transducédo de sinais, através da ac¢do conjunta com segundos mensageiros,
e ativacdo de fatores de transcricdo, como a proteina Gli1-3. Na auséncia de
um ligante (a proteina Hedgehog), a proteina PTC inibe a expressao do
receptor Smo, direta ou indiretamente. Na presenca da proteina Hedgehog,
verifica-se 0 aumento expressao do receptor Smo. Esta hiperexpressao
determina, através de transducdo de sinais e ativagdo da proteina SuFu, 0
acumulo intercelular e a ativacdo do fator de transcricdo Gli. Tal fator de

transcricdo penetra no nudcleo celular e determina a replicagdo celular
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(Cohen et al, 2003; Di Marcotulio et al., 2006;Yoon et al.,2009).
Verifica-se desta forma, que mutacdes em quaisquer pontos desta via
podem ocasionar graves alteracdes no ciclo e morfologia celulares, levando
consequentemente ao aparecimento de células com potencial reprodutivo
ilimitado, sem hierarquizacdo, e potencialmente cancerosas (Dong et al.,
2000; Toftgard, 2000; Fearnhead et al., 2001; Kimura et al., 2005).
Diversos autores como Raffel et al. (1997), Huang et al.(2000); Berman et
al.(2002); Taylor et al.(2002); Bar et al.(2007); Hatton et al. (2008) ja
descreveram mutacdes dos genes (PTC, Smo) da via Hedgehog, associada
a meduloblastomas. Estdo descritos ainda modelos experimentais que
reproduzem a mutacfes da via Hedgehog com o conseqiiente aparecimento
de meduloblastomas (Kimura et al., 2005), e outros que descrevem a
supresséao da via como fator determinante na involucdo destes tumores (Mao

et al., 2006).

(@) SHH sending cell (b{) SHH receiving cell
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TRENDS in Neurosciences

Figura 4: Mecanismo de sinalizacdo Hedgehog (Marti et al., 2002). Observa-se em
(a) a ativacao celular da proteina Sonic Hedhehog (Shh), que sera conjugada a
moléculas de colesterol e secretada pela célula. Em (b), a proteina conjuga-se com
as proteinas Patched e Smothned, ativando desta forma o ciclo celular.
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Com o conhecimento sobre a via Hedgehog, e sua implicacdo com a génese
dos meduloblastomas, foi desenvolvida a droga LDE 225, qual age inibindo a
via Shh. Seu uso estd sendo testado em protocolo experimental (fonte

http://www.clinicaltrials.qov) e ja estdo disponiveis resultados preliminares

(Garber, 2008).

1.2.2 A via do fator neurogénico homaologo 1 ( NOTCH)

A via NOTCH é um sistema de sinalizacdo celular altamente
conservado e presente na grande maioria dos cordados. Esse sistema é
critico para a comunicacdo inter e intracelular, na angiogénese, no
crescimento e desenvolvimento neuronal e na replicacédo celular (Brou et al.,
2000). A via é composta por uma familia de proteinas de membrana, as
proteinas NOTCH, que uma vez ativadas por ligantes especificos
(anticorpos, fatores de crescimento, etc.) calcio-dependentes, iniciam uma
cascata de segundos mensageiros que culmina na ativacdo de um fator de
transcricdo, a proteina Cardiolipina sintetase, ou CLS (Gaiano et al.,2002).
Entre as atribuicdes da proteina CLS esta a capacidade de estimular o ciclo
celular, e desta forma, a proliferacdo celular (Bolés et al., 2007). Autores
como Garber et al. (2007); Katoh et al. (2007) ja descreveram a participacéo
da via NOTCH e as mutacbes de seus genes na génese do
meduloblastoma. Garber et al.(2007) ainda apontam tal via tumorigénica
como alternativa para desenvolvimento de novas drogas para o tratamento

do meduloblastoma. Atualmente h& protocolos clinicos para tratamento do


http://www.clinicaltrials.gov/
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meduloblastoma utilizando antagonistas da via NOTCH, como a droga MK

0752, ainda sem resultados preliminares (referéncia http://clinicaltrials.gov/).

1.2.3. Aviahomologa de Wingless da drosophila (WNT)

As proteinas WNT sdo uma familia de glicoproteinas cuja atividade
durante o desenvolvimento embrionario é muito importante, propiciando
especializacdo, adesao e sinalizacdo celulares (Barker, 2008). Na espécie
humana existem 19 genes WNT, muitos deles codificadores de isoformas
das proteinas relacionadas a via WNT, o que denota sua versatilidade
funcional. As proteinas WNT exercem sua funcdo de sinalizacdo celular
através da ligagdo com proteinas receptoras Frizzled, que de forma
semelhante as proteinas WNT, também exibem diversidade e versatilidade
genética. Apds a ligacdo e ativacdo dos receptores Frizzled pela proteina
WNT, ha trés alternativas de sinalizacdo: a via da B-catenina, a via da
polaridade celular e a via WNT-Ca?*. A via da B-catenina é a mais conhecida
e estudada, e tem implicacdes determinantes no ciclo celular (da Silva,
2007). A pB-catenina € uma proteina citoplasmatica fundamental na
agregacdo e adesao celulares durante a embriogénese e morfogénese
teciduais (Barth et al.,1997). Na auséncia da proteina Wnt, o pool de
sinalizagcdo da Pcatenina é mantido em baixos niveis através de sua
degradagao. A B-catenina é ligada a proteinas de degradacgéo e processada

pelos proteossomos, e é entdo fosforilada através de um processo que

envolve a axina 1, proteina APC e a proteina GSK3p. Esta etapa também é
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regulada pela proteina F-box/WD 1A isoforma 1 (BTRCP), presente também
na via Hedgehog.

Através do sinal WNT, ha recrutamento da proteina GBP, que previne a
degradagao da -catenina. Desta forma, os niveis de 3-catenina mantém-se
baixos, mas estaveis, e entram no nudcleo celular ligada a fatores de
transcricdo, como o LEF (Lymphoid enhancer factor) ou a proteina
Dishevelled. Essa associacao leva a transcricdo de genes alvos WNT, como
a ciclina D e a ciclina E (Pozniak et al., 2006, da Silva, 2007; Wada et al.,
2008; Danesin et al., 2009). Uma vez ativada tal via, a célula inicia
processos que podem resultar em proliferacdo, perda da diferenciacéo e
formacao de tumores (Zurawel et al., 1998; Koch et al. 2001, 2007).

Mutacbes na via da B-catenina séo, portanto, importantes fatores de
risco para a ocorréncia de meduloblastomas, ja& que podem ativar
intensamente o ciclo celular (Eberhart et al., 2002; da Silva, 2007) e
ocasionar alteracGes de especializacao e adeséao celulares. Tais fendmenos
contribuem para o aparecimento de células com grande capacidade
replicativa (tumores) e de adesao celulares (metastases) (Taylor et al.2004,
da Silva,2007; Barker, 2008 ; Roop et al.,2008; Wada et al.,2008 ; Yang et

al.,2008).
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Hedghog / patched pathway Wnt / APC pathway
PTCH SMOH Shh Wnt Frizzled Dishevelled

5
S

Gli 1

Figura 5: Figura ilustrativa das vias Hedgehog e Wnt. Nota-se como
denominador comum a proteina BTRCP. Em parte dos meduloblastomas,
tais vias estdo continuamente ativadas, levando a proliferagdo celular

desordenada. (Marino et al., 2005).
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1.2.4. Os genes OTX1 e OTX2

Em 1992, Simeone et al. descreveram a familia de genes OTX,
subgrupo da grande familia homeobox, genes determinantes da morfologia e
fisiologia dos embrides cordados. Este subgrupo compreende seis genes
(OTX1 a OTX6) nos metazoérios, e sdo o principal mecanismo de controle
da formacdo, diferenciacdo e compartimentalizacdo do Sistema Nervoso
Central. Tal atribuicdo fez com que, posteriormente, autores como Broccoli
et al.(1999); Boyl et al.(2001) e Akagi et al.(2004) os chamassem de
“maestros” da embriogénese do SNC.

Atribui-se maior importancia, dentro da familia OTX, aos genes OTX1 e
OTX2 (Suda et al.,, 1996). Estes autores desenvolveram uma série de
experimentos com embrides murinos para verificar a importancia dos genes
OTX1 e OTX2 na formacdo e hierarquizacdo do SNC. Através de técnicas
de silenciamento génico, Suda obteve embrides que ndo expressavam 0s
genes OTX1 ou OTX2. Os embrides obtidos apresentavam graves
malformacbes do Sistema Nervoso Central, com desorganizacao
morfoldgica e funcional.

A figura (6) a seguir mostra alguns detalhes do trabalho de Suda.Pode-
se verificar a importancia do genes OTX1 e OTX2 para a formacao do SNC,

comparando os embrides mutantes com embriées normais.
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Figura 6: Andlise morfolégica de embrides murinos/genes OTX. Na coluna
da direita, representada pelas figuras A, C e E, sdo mostrados embrides
OTX1 e OTX2 positivos. Nota-se a adequada formacdo cefélica (A), do
telencéfalo (C) e da notocorda (E). Na coluna da direita, vemos outro
embrido, com silenciamento do gene OTX1, apresentando inadequada
morfologia cefélica(B), desorganizacdo estrutural do telencéfalo (D) e da
notocorda (F). Suda et al.,1996.
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No homem ha somente as variagbes OTX1 e OTX2 (Acampora et al.,
2000; Simeone et al.,2002; Panto et al., 2004; Ando et al., 2008). O gene
OTX1 esta localizado no l6cus 2pl15-p22 e codifica o fator de transcri¢cdo
OTX1, que possui 243 aminoacidos. O gene OTX2 esta localizado no locus
14921-g22 e codifica o fator de transcricdo OTX, com 289 aminoécidos.

Como genes homeobox, os genes OTX1 e OTX2 controlam a
formacdo, diferenciacdo e compartimentalizacdo do SNC, especialmente do
cerebelo (Acampora et al.,1999). Estes genes sdo extremamente ativos até
a nona semana de vida extra-uterina, silenciando-se a partir de entédo
(Simeone et al.,1998). O mecanismo molecular pelo qual os genes atuam
nao é conhecido, mas sabe-se que algumas de suas funcdes sdo exercidas
gracas a capacidade de controlar fatores de transcricdo em células
embrionérias. Desta forma, os genes OTX controlam o ciclo celular e a
formacdo dos tecidos embrionarios (Boncinelli et al., 2001). Estes autores
descrevem também o papel do gene OTX2 no controle de mecanismos que
envolvem o0s ritmos circadianos, ndo somente de sono-vigilia, mas de
hierarquizacdo temporal da formacéo dos tecidos. Adicionalmente, explanam
o controle do gene OTX2 sobre a proteina Wnt5, interagindo, desta forma,
com a via WNT e agindo sobre moléculas de adeséo.

Acredita-se que o gene OTX1, tenha papel tdo importante quanto a do
OTX2, e que além de contribuir na embriogénese, atua de forma harmonica
e acoplada ao gene OTX2, controlando sua expressdo e acao bioldgica
(Frantz et al, 1994; Kimura et al,2005; de Haas et al, 2006). Autores como

Simeone (1998) e Acampora (2003) descrevem o papel do gene OTX1 como
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regulador da atividade do gene OTX2 em algumas fases da embriogénese e
como marca-passo em outras fases, determinando o ritmo de formacao das
camadas cerebelares. O gene OTX1 estaria envolvido, por exemplo, na
formacao das células granulares do cerebelo, enquanto o gene OTX2 estaria
envolvido na formac&o da matriz germinativa periventricular cerebelar. Com
tal importancia na replicacdo celular e formacao de tecidos, especialmente o
cerebelar, compreende-se facilmente que mutacdes nestes genes,
especialmente no OTX2, podem levar a malformacdes das vias Opticas e
telencefélicas (como a Holoprosencefalia) e também a tumores, entre eles o
meduloblastoma (Michiels et al.,1999; Boon et al., 2003 e 2005; Hever et al.,
2006; Eberhart et al., 2007;Briggs et al., 2008). Neste contexto, postula-se
que o0 gene OTX2 é essencial tanto para a génese tumoral como para a sua
proliferacdo e manutencao, ja que altera definitivamente o perfil celular. Tal
afirmacdo é corroborada pela evidéncia de seu potencial oncogénico,
através do aumento da expressao de cMyc que acompanha
proporcionalmente a expresséao deste gene (Boncinelli et al., 2001).

Os genes OTX1 e OTX2 provavelmente também sao determinantes na
topografia tumoral. Em 2006, de Hass et al. publicam um artigo mostrando a
correlacdo entre expressao dos genes OTX1 e OTX2, com a localizagcéo
tumoral: 0s meduloblastomas OTX2 positivos desenvolvem-se
preferencialmente no vérmis cerebelar (proveniente provavelmente de
células da matriz periventricular) e em criangcas, enquanto 0s

meduloblastomas OTX2 negativos desenvolvem-se preferencialmente nos

hemisférios cerebelares e nos extremos de idade (provenientes
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provavelmente das células granulosas, cuja hierarquizacéo € dada de forma
mais importante pelo gene OTX1). Tal artigo ndo contém grande riqueza de
dados clinicos, porém demonstra um dado interessante: a expressao do
gene OTX2 em 78% dos pacientes com meduloblastomas classicos, dado
até hoje nao claramente reproduzido na literatura.

A importancia atribuida aos genes OTX1 e OTX2 ndo se encerra,
porém, na descoberta de seus envolvimentos na tumorigénese. A inibicdo de
suas expressbes pelo acido transretindico também € fato de grande
relevancia. Autores como Simeone et al.(1995); Bobola et al.(1999); Hinman
et al.(2000); Gumireddy et al.(2003), ja haviam descrito a supressdo da
expressdo do gene OTX2 pelo acido transretindico, e a consequente nado
formacao do Sistema Nervoso Central em embrides murinos. Em 2005, Di et
al. publicaram um trabalho de grande impacto: através de cariotipagem
digital, detectaram a amplificacdo do gene, descrito como OTX2, em cerca
de 10 vezes em amostras de meduloblastomas anaplasicos, e tais achados
foram detectados em 14 de suas 15 amostras. Tais amostras foram
cultivadas e submetidas a acdo do acido retindico, in vitro, em doses
farmacoldgicas. Observou-se que nestas amostras tumorais houve
dramatica diminuicdo da expressdo do gene OTX2, além de inducdo de
apoptose. Tal constatacdo fomenta a perspectiva do uso do gene OTX2
como alvo terapéutico, e do acido retindico como arma terapéutica no
tratamento dos meduloblastomas. Autores como Halilagic et al.(2007);
Chang et al.(2007), reforcam os achados de Di C e sugerem o uso do acido

transretindico como possibilidade terapéutica no tratamento dos
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meduloblastomas. Atualmente, desenvolvem-se estudos de Fase Il tendo o
acido transretindico com uma das drogas para o tratamento de resgate de

meduloblastomas recidivados. (http://clinicaltrials.gov).

1.2.5 Ainterseccdao das vias tumorigénicas

Desde as descri¢cdes iniciais das vias tumorigénicas envolvidas nos
meduloblastomas, varios autores estudaram as interseccfes entre as
mesmas (Moon et al.,2002; Kalderon 2002; Nusse et al.,2003; Han et al.,
2005; Katoh et al. 2007e 2009; Yang et al., 2008; Danesin et al., 2009;
Joksimovic et al., 2009). Em 2008, Carlotti et al., em minucioso trabalho de
revisdo, propuseram um diagrama de tumorigénese para 0S
meduloblastomas, apresentando ndo somente a via Wnt como também a
Shh e suas interacdes. Neste diagrama, Carlotti ilustra as interacfes da via
Hedgehog com a via Wnt através de dois ramos: o primeiro, através das
inter-relacbes da proteina Gli (via Hedgehog) com o complexo axina-$
catenina (via WNT); o segundo, através da proteina SuFu, que controla a
acado da proteina Gli (via Hedgehog) e da B catenina (via WNT). O autor
inclui também a acdo da via NOTCH, a influéncia dos fatores de
crescimento, e a participacdo de genes ainda ndo descritos na
tumorigénese. Carlotti et al., mostraram, com tal esquema, que varias vias
tumorigénicas podem coexistir em um clone de meduloblastoma, sendo
ativadas ou silenciadas, em conjunto ou isoladamente, em momentos

diferentes do desenvolvimento da doenca.
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Figura 7: Diagrama demonstrando as principais vias tumorigénicas
envolvidas no meduloblastoma (Carlotti et al.,2008).

Sob o exemplo do diagrama de Carlotti et al., e com as fungbes
propostas por Boncinelli, propomos o diagrama abaixo, incluindo fatores
ambientais (embora desconhecidos) como potencias promotores de génese
do meduloblastoma, e os genes OTX1 e OTX2. Observa-se a interseccéo
das vias OTX1 e OTX2 com a via Wnt atraves do fator Wnt5, seu controle

inibidor sobre o gene Myc e sua hipotética acdo direta no nucleo celular. A



27

interacdo do gene OTX1 com as outras vias tumorigénicas ainda € pouco
conhecida, mas provavelmente ocorre de forma indireta através da
sinalizacdo do gene OTX2. Da mesma forma, ndo se conhece o mecanismo
de expressdo do gene OTX2 nos pacientes com meduloblastomas: se ele
nao é silenciado apdés a nona semana de vida; ou se é silenciado, e por

mecanismos desconhecidos, readquire seu potencial de expressdo e se

envolve na tumorigénese.
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Figura 8: Esquema modificado de Carlotti et al.,, expondo os diversos
mecanismos tumorigénicos, e a inclusdo dos genes OTX1 e OTX2 neste
esquema.
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1.3 A selecéo dos genes

De acordo com os dados apresentados anteriormente, optou-se por estudar

na presente tese os genes OTX1 e OTX2 pelos seguintes motivos:

- Ha evidéncias que sdo muito importantes para a génese dos
meduloblastomas.
- Sao pouco estudados

- Podem ser alvo terapéutico do acido transretindico
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos:

-verificar a prevaléncia da expressao dos genes OTX1 e OTX2 em uma

amostra de 60 pacientes.

-correlacionar a expressao génica com caracteristicas clinicas, histologicas e

topograficas.
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3. CASUISTICA E METODO
3.1. Casuistica
3.1.1. Dados clinico-epidemioldgicos

Foram selecionados para o0 presente estudo 60 pacientes com
diagnéstico de meduloblastoma, operados no Hospital das Clinicas na
Faculdade de Medicina da USP e no Hospital do Cancer de Barretos, no
periodo de 2000 a 2009. Tais pacientes (ou seus responsaveis legais),
mediante consentimento informado, permitiram que amostras de fragmentos
tumorais obtidos em suas respectivas intervencbes cirargicas fossem
analisadas no Laboratério de Investigacdo em Neurologia (LIM15), em
relacdo a expressdo dos genes OTX1 e OTX2. O projeto de pesquisa em
questao foi aprovado pelo Comité de Etica deste Hospital (protocolo nimero
0291/06 e termo de ciéncia de inclusdo de pacientes de 24/02/2010, Anexo
1).

Para cada paciente foi elaborado um prontuario de pesquisa (anexo 2)
rigidamente seguido, que compreende 0s seguintes itens: nome, RGHC
(nimero de registro do hospital), nimero da lamina de seu exame
anatomopatoldgico, sexo, idade, sintomas, tempo de evolucdo da doenca,
sinais e sintomas, caracteristicas de imagem do tumor [localizacdo central
ou lateral (hemisférica e angulo ponto cerebelar)], aspecto e peculiaridades,
existéncia de disseminacao liquérica (diagnosticada através de métodos de
imagem e/ou analise de liquor), tipo de cirurgia, presenca de derivagdo

ventriculo-peritonial prévia.
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No momento da abordagem cirdrgica, foram observadas
caracteristicas macroscopicas do tumor: invasdo de estruturas adjacentes,
tamanho, coloracédo, friabilidade, presenca de cistos e calcificactes,
sangramento (habitual ou normal), plano de clivagem e grau de resseccao.
O grau de resseccdo foi dado pela impressdo do cirurgido, sendo
classificado em total, subtotal (maior que 90%), parcial e apenas bidpsia.
Parte dos fragmentos obtidos através da ressecc¢ao tumoral foi encaminhada
ao (LIM 15), para os estudos genéticos pertinentes a esta tese.

De forma protocolar, todos os pacientes apdés a cirurgia foram
submetidos a coleta de liquor para pesquisa de células neoplasicas, salvo
contra- indicacao (hidrocefalia ndo comunicante, massa tumoral residual de
grande volume em fossa posterior). Os pacientes que foram submetidos a
derivacao ventricular externa tiveram o liquor colhido também do cateter
ventricular. Esta coleta de liquor, com as mesmas contra-indicacoes,
também foi realizada durante o acompanhamento clinico do paciente.

Apoés a cirurgia, foram realizados exames de imagem de controle para
corroborar as impressodes intra-operatorias (como o grau de resseccéo, por
exemplo). Todos o0s pacientes realizaram tomografia pds-operatéria
imediata. Os pacientes também realizaram Ressonancia Magnética pos-
operatoria. Os que nado a realizaram durante a estada hospitalar, o fizeram
ambulatorialmente, em um periodo ndo superior a dois meses. Toda a
evolucdo pos-operatéria do paciente, intercorréncias e complicacdes foram
registradas. Foram conferidos e registrados os resultados histopatoldgicos

de cada paciente, obtendo a confirmagéo de meduloblastoma e seu subtipo



32

(classico, desmoplasico, células gigantes, extensa nodularidade ou
anaplasico).

Apés a cirurgia e recuperacdo cirargica, o paciente foi inserido em
protocolos oncologicos recebendo quimioterapia e/ou radioterapia. Foram
realizados controles por exames de imagem, e quando indicado, controle
liquérico. Todos os dados obtidos sdo inseridos no prontuario de pesquisa
do paciente da presente tese. O paciente foi entdo acompanhado no
ambulatdrio de Neurocirurgia Infantil e no Grupo de Tumores do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, e no ambulatorio de
Neurocirurgia do Hospital do Cancer de Barretos, através de consultas
periodicas. Foram avaliados quanto a sua qualidade de vida, terapias
neoadjuvantes empregadas, resposta terapéutica, complicacbes e
comorbidades, tempo de recidiva e sobrevida. Dados complementares foram
obtidos através de entrevista com pacientes ou familiares, ou através de
consulta ao prontuario médico.

Em caso de 6bito, a causa mortis foi registrada.

3.2. Metodologia

Os fragmentos tumorais obtidos durante os procedimentos cirirgicos de
cada paciente foram encaminhados ao LIM15. Cada amostra foi numerada,
identificada e protocolada. As amostras tumorais foram resfriadas em
Nitrogénio liquido por 30 minutos apos a resseccao cirargica e armazenadas
apropriadamente. Alternativamente, as amostras de tecido foram submersas

em agentes estabilizadores de RNA (RNA later, Qiagen) imediatamente
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apos a sua coleta. Neste reagente as amostras permanecem estaveis por
cerca de uma semana a 25°C ou um més a 4°C.

Para o estudo comparativo (controles ndo neoplasicos) com o tecido
tumoral foram obtidas amostras de tecido cerebelar de pacientes maiores de
seis meses mediante consentimento esclarecido. Tais fragmentos de
cerebelo foram obtidos em pacientes que foram submetidos a ressecc¢éo de
parte de tecido cerebelar por doenca ndo neoplasica (como encefalocele,
Chiari) em procedimento de rotina. Foi utilizado também um pool comercial
(Clonetech®), de cerebelo ndo neoplasico de 24 homens e mulheres (idades
compreendidas entre 1 e 30 anos).

As amostras foram entdo processadas para o estudo da expresséo dos
genes OTX1 e OTX2, que sera feita pela técnica de PCR em tempo real.
Este processamento das amostras contempla a extracdo de RNA das
amostras tumorais, o obtencdo de cDNA, e a reacdo de PRC em tempo real,
onde sera observada a expressao dos genes OTX1 e OTX2 nas amostras

de meduloblastomas.

3.2.1. Extragc&do de RNA

Os tecidos foram analisados em criocorte de 4um por coloragdo com
hematoxilina-eosina a fim de se verificar a qualidade do tecido. Por¢cbes de
tecidos nao tumorais (tecido normal, necrose) foram

dissecados previamente a extracdo de RNA. O RNA total foi extraido com
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Mini Kit RNeasy (Qiagen Inc, Hilden, Germany). A qualidade das amostras
foi verificada através de corrida eletroforética em gel denaturante de agarose
e as concentracdes das mesmas foram determinadas através de leitura em
espectofotbmetro em comprimento de onda 260/280nm no aparelho ND-
Spectrphotometer (Nano Drop Technologies, Inc), em que se consideraram
satisfatorias razbes que variavam de 1,8 a 2,0. As amostras-mae foram

estocadas a -70°"C e uma aliquota foi utilizada para a transcricéo reversa.

3.2.2. Transcricéo Reversa

Para cada 7,0 ul (2ug) de RNA a ser reversamente transcrito,
acrescentou-se 0,2uL de DNase , 0,3u de agua MilliQ, 2,0uL do tampéo de
sintese 5X (First Strand Buffer, Invitrogen) e 0,5uL de inibidor de RNase
(RNase out, Invitrogen). Este produto foi incubado por 10 min a temperatura
de 37°C e por 5 min a temperatura de 75°C.

A seguir, foram adicionados a cada amostra 0,09u de Random Primers
(3ug/uL; Invitrogen), 0,5 uL de Oligo dT (0,5ug/uL ; Invitrogen), 1,0 u de
solugdo com mistura de dNTPs (10mM; Invitrogen) e 0,41uL de agua MilliQ.
Em seguida, as amostras foram incubadas por mais 10 min a temperatura de
75°.

Ao final deste processo, as amostras foram imediatamente resfriadas
(etapa realizada no gelo) e foram acrescentados a cada amostra 2,0uL do

tampéo de sintese 5X (First Strand Buffer, Invitrogen), 1,0uL de DTT 0,1M
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(invitrogen), 0,5uL do inibidor RNase, 3,5uL de agua MilliQ e 1,0uL de
transcriptase reversa (Superscript Ill,Invitogen® CA-USA) . As amostras
foram homogeneizadas e novamente incubadas por 5 minutos a temperatura
de 25°C, 60 minutos a 50°C, e 15 min a 70°C. Apés esta etapa, as amostras

foram eluidas em TE-4 e armazenadas a -20°C.

3.3.4. PCR quantitativo em tempo real

Amostras de cDNA foram agrupadas em uma casuistica total de 4
tecidos cerebelares ndo tumorais e 60 meduloblastomas para o estudo dos
genes OTX1 e OTX2.

A selecdo dos genes controles ou de referéncia endogena foi realizada
segundo os critérios que incluem: niveis de expressdo semelhantes em
diferentes tipos celulares, auséncia de comprometimento do gene com o
ciclo celular ou ativacao celular e estabilidade comparavel aos demais genes
do estudo. Os dados quantitativos referentes a andlise de expressdo na
casuistica foram normalizados relativamente a média geométrica de trés
genes endogenos: hipoxantina fosforibosiltransferase(HPRT), glucoronidase
beta(GUSB) e proteina reativa binding cassete da subfamilia G(BCRP).

As reacdes foram realizadas em duplicatas, perfazendo um volume total
de 12 pl, sendo 6p de “SYBR Green master Mix” (Applied® Biosystems), 3 pl
de cDNA e 3ul de primers. A amplificacdo compreendeu as etapas de

incubacgéo por 5 minutos a 50°C, desnaturagéo inicial por 10 minutos a 95°C,
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seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturacéao) e 60° por 60
segundos, correspondendo ao tempo de anelamento dos primers e
extensdo. Ao final de todas as reacdes, conferiram-se as curvas de
dissociacdo com temperaturas gradativamente crescentes a fim de se
verificar a amplificacdo de um anico produto. Tais reacdes foram realizadas
em aparelho ABI Prism 7500(Applied Biosystems). As reacdes foram
repetidas quando os valores de CT ultrapassaram um desvio padrao de 0,4.
Os primers para a expressao génica foram desenhados em exons diferentes
para evitar amplificacbes de DNA genbmico, e a formacédo de dimeros. A
sintese foi realizada pela MWG (Biotech AG, Ebersberg, Alemanha) ou IDT
(Coralville, IA, EUA) para a amplificacdo de produtos de 80 a 140 pb. A
amplificacdo de um unico produto foi confirmada através de suas curvas de
dissociacao. Os produtos de PCR também foram checados por eletroforese
em gel de agarose, corados com brometo de etidio, para a confirmacao da
amplificacdo correta do produto. Para cada reacdo foram testadas
concentracdes finais de primers minimas que néo prejudicassem a eficiéncia
da reacdo. Como procedimento padrdo, para cada gene foram testadas
concentracfes de primers nas reacdes, 200nM, 400nM 600nM. A eficiéncia
de amplificacdo foi calculada através da utilizacdo de diluicbes seriadas de
um pool de cDNA de meduloblastomas. A formula utilizada para verificar a
eficiéncia da amplificacdo foi (E=100YS°®).1). A seqiiéncia de primers

utilizada esta descrita na tabela a seguir:
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Tabela 4: Primers utilizados nas reacdes de PCR em tempo real

GENE PRODUTO SEQUENCIA FOWARD (5-3) SEQUENCIA REVERSE (5-3’)
DE PCR

OTX1 109pb CAATCACCTAAACAACC AGCA  GGGCCGTTCACCATCTACCT
OTX2 107pb AGACCCGGTACCCAGACATCTT GCGGCACTTAGCTCTTCGATT
HPRT 104pb TGAGGATTTGGAAAGGGTG GAGCACACAGAGGGCTACAA
GUSB 102pb GAAAATACGTGGTGGAGCTCAAT CCGACTGAAGATCCCCTTTTTA

BCRP 106pb CCTTCGACGTCAATAACAAGGAT CCTGCGATGGCGTTCAC

A equacdo 27 A4t

, foi aplicada no célculo da expresséo relativa génica
para E =100t 10% , onde ACt = Ct OTX1(ou OTX2) - (média geométrica
ACt HPRT, GUSB e BCRP); e AACt = ACt tumoral - média ACt cerebelos
nao neoplasicos (Livak et al.,2001).

Foram entdo obtidas curvas de amplificacdo, e obtidos os valores

relativos a expressdo tumoral. Tais dados foram colocados em tabela e

comparados com a expressao de gene tecido cerebelar ndo neoplasico.

3.4.5. Andlise da expresséao dos genes OTX1 e OTX2

A analise dos resultados foi feita através da quantificacdo relativa da
expressao dos genes OTX1 e OTX2 em comparagdo com as amostras de
tecido cerebelar ndo neoplasico. Apds a determinacédo destes valores, foi
atribuida a classificagdo de “expressa o gene” ou “nao expressa o gene”

para cada amostra. Os pacientes foram entéo classificados em quatro perfis
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de expressao génica: 0s que expressam apenas o0 gene OTX1(OTX1+
OTX2-), os que expressam apenas 0 gene OTX2(OTX1-OTX2+), 0s
pacientes que expressam ambos (OTX1+ OTX2+), e 0S pacientes que néo
expressam nenhum dos genes (OTX1- OTX2-).

Estes perfis de expressdo génica foram comparados com os perfis

fenotipicos e clinicos da amostra.

3.5. Andlise estatistica dos dados

A andlise estatistica de todas as informac@es coletadas nesta pesquisa
foi inicialmente feita de forma descritiva. Para as variaveis de natureza
quantitativa (numérica) foram calculadas determinadas medidas-resumo,
como média, mediana, valor minimo, valor maximo, desvio-padréo (Bussab
e Morettin, 2006). As variaveis de natureza qualitativa (categorizada) foram
analisadas através do calculo de frequéncia absoluta e relativa
(porcentagem) (Bussab e Morettin, 2006).

As andlises estatisticas foram realizadas com o software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) versdo 15.0 for Windows e R-Program
versao 2.10.1.

As andlises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou
refutar evidéncias encontradas na analise descritiva foram inicialmente os
testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, para determinacdo da
natureza da amostra, com p<0,05. Para os calculos de associacdo entre

expressdo génica e idade, tipo histolégico, topografia e associagdo com
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metastases foram realizados os testes de Mann-Whitney e Kruskal Wallis.
Testes como o Qui-quadrado de Pearson, teste Exato de Fisher ou sua
extensdo (Agresti, 1990) também foram utilizados para efeitos comparativos.
Estimacdo das curvas de Kaplan-Meier (Collett, 2003) e teste de Log-rank
(Collett, 2003) para investigar o comportamento individual do tempo de
sobrevida (meses) dos individuos, segundo faixa etaria ao diagndstico, tipo
histologico do tumor, local da massa tumoral, expressdo do gene OTX1 e
OTX2. Foi ainda realizado teste de regressdo de Cox para exclusdo das
variaveis de confuséo das curvas de Kaplan-Meier.

Em todas as conclusfes obtidas através das analises inferenciais foi

utilizado o nivel de significancia a igual ou menor a 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas clinicas

A casuistica compreendeu com 60 pacientes, sendo 23 (38,3%) do
género feminino e 37 (61,7%) do género masculino. As idades variaram de
8m a 48 anos e 2m a época do diagnéstico. O grupo feminino tinha, em
média, idade ao diagnostico de 12,2 anos, variando de 8 meses a 36 anos e
1 més, com desvio-padrédo de 10,8 anos. O grupo masculino tinha, em
média, idade ao diagndstico de 18,6 anos, variando de 1 ano e 8 meses a 48
anos e 2 meses, com desvio-padrdo de 12,2 anos. Para estudo das
caracteristicas relacionadas a idade, os pacientes foram divididos em trés
grupos de acordo com sua faixa etéria: de zero a trés anos, de trés anos e
um dia a 18 anos, e maiores de 18 anos. Tal estratificacdo esta justificada
por estudos prévios que mostram diferencas entre caracteristicas clinicas e
prognésticas entre as diferentes faixas etarias (Abocioglu et al., 2002; Akay
et al. , 2004; Brandes et al., 2007 Ang et al. 2008). Com tal estratégia,
planejou-se identificar caracteristicas epidemioldgicas e genéticas distintas
entre os grupos. Para a classificacdo de adultos e criancas, foram utilizados
0s conceitos do Estatuto da Crianca e do Adolescente (Ishida et al., 2010) e
da Organizacdo Mundial da Saude, que identificam como adulto o individuo
maior que 18 anos de idade.ApoOs a estratificagdo, obteve-se 7 pacientes
com idade entre 0 e 3 anos (11,7%); 31 entre 3 anos e ldia a 18 anos

(51,7%), e 22 pacientes maiores que 18 anos (36,7%).
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Os principais sintomas iniciais foram cefaléia, presente em 72% dos
pacientes, incoordenacdo em 62% dos pacientes, e nauseas e vomitos em
40%. Quarenta e cinco pacientes apresentavam massas tumorais em vérmis
e 15 pacientes em hemisfério cerebelar, por vezes mimetizando outros
tumores, como meningeomas. Hidrocefalia foi um achado comum,
observada em em 51 pacientes (85%). Entre estes 51 pacientes, 60% do
necessitou de derivacdo ventriculoperitonial ao longo da sua evolucao
clinica. Em relacdo aos aspectos cirargicos, o indice de resseccao total e
subtotal foi da ordem de 93%, parcial e bidpsia da ordem de 7%. Trés casos
foram descritos com anormalmente sangrantes e cinco como “aspecto de
meningeoma”. Estes ultimos foram classificados posteriormente como
meduloblastomas desmoplasicos. O tipo histolégico mais comum foi o
classico, diagnosticado em 39 pacientes (65%), seguido pelo tipo
desmoplasico em 11 pacientes (18,3%); células gigantes em 6 pacientes
(10%), extensa nodularidade em 3 casos (5,0%) e um anaplasico (1,7%).

Nove pacientes apresentavam disseminacdo leptomeningea ao
momento do diagndstico. Dois destes apresentavam tumores hemisféricos, e
sete, vermianos. As variantes histologicas para este grupo foram o tipo
classico, em 5 casos, desmoplasico em 3 casos e células gigantes em 01
caso. Radioterapia foi administrada em todos os pacientes, exceto criancas
menores de trés anos (por contra-indicagdo clinica consagrada), e
guimioterapia também foi administrada em todos os pacientes. Esta Ultima
modalidade foi intermitente em 9 pacientes, que apresentaram contra-

indicacdes clinicas, como infeccao.
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O seguimento variou de 0 a 144 meses, com meédia de 35 meses, e
desvio padrdo de 3 meses. Quinze pacientes (25%) apresentaram
disseminacao leptomeningea ao longo de sua evolucdo e um paciente
apresentou disseminacao extraneural. Este ultimo ndo havia sido submetido
a derivacdo ventriculoperitoneal, e apresentou metastases em 0Sso0S,
linfonodos, medula 6ssea e pleura.

O periodo para recidiva (levando-se em consideracdo RNM livre de
doenca) da doenca, que ocorreu em 16 pacientes, variou de 6 meses a 96
meses, com média de 27 meses. Cinco pacientes foram reoperados e dois
deles foram submetidos a outras 02 reoperacdes. A principal causa mortis foi
a disseminacéo da doenca, seguida por causas infecciosas.

Os graficos a seguir (Figura 9) mostram a distribuicdo da topografia tumoral
(vermiana ou hemisférica) e dos tipos histologicos nas diferentes faixas
etarias. No primeiro grafico (Figura 9 A) nota-se o a localizacdo vermiana
exclusiva nas criancas de 0 a 3 anos de idade. A freqtiéncia da localizacao
vermiana cai na faixa etaria de 3 a 18 anos (80%), e de forma mais
acentuada, na faixa etaria de maiores de 18 anos (58%). A frequéncia da
localizac&o topogréafica hemisférica apresenta comportamento inversamente
proporcional a topografia vermiana: ela aumenta de acordo com a faixa
etaria. A localizacdo vermiana, porém, foi a mais prevalente em todas as
faixas etdrias. No segundo grafico (Figura 9 B) observa-se a distribuigéo
dos diferentes tipos histolégicos de meduloblastomas (classico,
desmoplasico, extensa nodularidade, células gigantes e anaplasico), pelas

faixas etarias. Nota-se o predominio da variante classica nas criangas de 0 a



43

3 anos de idade, correspondendo a 57% dos tumores desta faixa etaria. A
frequéncia da variante classica aumentou de forma discreta de acordo com o
aumento da idade, representando 65% dos tumores na faixa de 3 a 18 anos,
e 67% na faixa maior de 18 anos. A frequéncia da variante desmoplasica
aumentou de forma marcante com a idade. Em criancas de 0 a 3 anos, esta
variante representa apenas 14% dos tumores. Na faixa dos 3 a 18 anos,
esta porcentagem sobe para 20%, e entre os adultos, para 30%%. A
variante células gigantes/ anaplasica diminuiu com o aumento da faixa
etaria. Analisando estes graficos conjuntamente, observa-se a tendéncia de
criancas de 0 a 3 anos com tumores vermianos e classicos, e adultos com

tumores hemisféricos e desmoplasicos.

A B
Distribuic&o topogréfica pela Distribuic&o histoldgica pela
100% idade idade

65% 67%
0

80% 57%

58%

29% 30%
25%

20%

3%

0
m CELS GIGANTES/ANAPLASICO
B VERMIS HEMISFERIO m DESMOPLASICO/EXT. NODULARIDADE

CLASSICO

Figura 9: Graficos da distribuicdo, em porcentagem, da topografia tumoral
(em A) por faixa etaria, e dos tipos histologicos (em B) do tumor por faixa
etéria.
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A seguir, sdo apresentadas na tabela, as medidas de sobrevida que

serdo utilizadas para os calculos estatisticos para os diferentes grupos de

idade, topografico e histolégico. Para tais calculos, foi excluido um paciente

gue evoluiu a 6bito no periodo perioperatorio.

Tabela 5: Medidas-resumo do tempo de sobrevida (meses) segundo a faixa

etaria ao diagnostico, tipo histolégico do tumor e local da massa tumoral.

Faixa etaria ao diagndstico status N média mediana minimo maximo desvio-padrdo
0a3anos (7) Obito 6 14,5 15,0 6,0 24,0 6,7
vivo 1 8,0 8,0 8,0 8,0 .
Total 7 13,6 12,0 6,0 24,0 6,6
3 al8anos (30) 6bito 12 23,8 15,0 1,0 96,0 26,9
vivo 18 46,8 45,0 6,0 96,0 24,3
Total 30 37,6 30,0 1,0 96,0 27,4
acima de 18 anos (22) 6bito 9 35,2 24,0 1,0 144,0 45,0
vivo 13 453 46,0 6,0 96,0 32,8
Total 22 41,2 24,5 1,0 144,0 37,6
Tipo histolégico do tumor status N média mediana minimo  maximo desvio-padrao
Anaplésico (1) Obito 1 96,0 96,0 96,0 96,0
vivo
Total 1 96,0 96,0 96,0 96,0 .
Células gigantes (6) Obito 5 10,8 9,0 1,0 24,0 10,0
vivo 1 86,0 86,0 86,0 86,0 .
Total 6 23,3 13,5 1,0 86,0 32,0
Cléassico (39) 6bito 18 20,1 15,0 1,0 54,0 16,9
vivo 21 429 31,0 6,0 96,0 26,5
Total 39 324 24,0 1,0 96,0 251
Desmopléasico (11) Obito 3 59,3 20,0 14,0 144,0 73,4
vivo 8 39,4 43,0 6,0 81,0 28,4
Total 11 44,8 40,0 6,0 144.0 41,6
Extensa nodularidade (2) Obito
vivo 2 69,0 69,0 42,0 96,0 38,2
Total 2 69,0 69,0 42,0 96,0 38,2
Topografia tumoral status N média mediana minimo  maximo desvio-padrédo
Hemisfério (15) o6bito 8 40,9 30,0 1,0 144,0 46,0
vivo 7 42,6 40,0 6,0 81,0 32,9
Total 15 41,7 40,0 1,0 144,0 39,0
Vermis (44) 6bito 19 19,1 12,0 1,0 96,0 21,8
vivo 25 456 46,0 6,0 96,0 27,3
Total 44 34,22 24,0 1,0 96,0 28,1
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Foram também comparados os dados de sobrevida dos pacientes que
apresentaram disseminacédo leptomeningea. As tabelas a seguir mostram as
medidas de sobrevida que foram utilizadas para comparar 0s pacientes que

apresentaram disseminacao leptomeningea inicial, e ao longo da doenca.

Tabela 6: Medidas-resumo do tempo de sobrevida (meses) dos individuos,
segundo presenca de disseminacao ao diagndéstico inicial da doenca.

Disseminac&o inicial N média mediana minimo maximo desvio-padrao
com disseminagao inicial morto 5 11,80 9,00 6,00 20,00 6,72
vivo 4 15,75 14,00 6,00 29,00 10,78
Total 9 13,56 9,00 6,00 29,00 8,40
sem disseminacao inicial morto 22 28,68 18,00 1,00 144,00 34,29
vivo 28 49,14 48,00 6,00 96,00 27,30
Total 50 40,14 28,50 1,00 144,00 31,93

Tabela 7: Medidas-resumo do tempo de sobrevida (meses) dos individuos,

segundo presenca de disseminacéao leptomeningea

Exames evolutivos N média mediana minimo  méaximo desvio-padrao

com disseminacao morto 12 34,42 19,00 2,00 144,00 39,14
vivo 3 28,00 20,00 6,00 58,00 26,91
Total 15 33,13 20,00 2,00 144,00 36,25

sem disseminagao morto 15 18,47 12,00 1,00 96,00 23,12
vivo 29 46,72 46,00 6,00 96,00 28,01
Total 44 37,09 24,50 1,00 96,00 29,47

Para a verificagdo da hipétese de que a idade ao diagnéstico
representa diferencas na sobrevida dos pacientes, foi elaborada curva de
Kaplan Meier comparando as diferentes faixas etarias. Embora se observe
uma forte tendéncia a maior sobrevida entre os adultos, a diferenca entre os
grupos nao foi estatisticamente significante (p=0,864), como pode ser

verificado na curva de Kaplan Meier (Figura 10 A).




46

Em relacdo as curvas de sobrevida para os diferentes tipos histolégicos
(classico, desmoplasico, extensiva nodularidade, células gigantes e
anaplasico), observa-se uma tendéncia, embora sem significancia
estatistica, de maior sobrevida entre o0s pacientes com tumores
desmoplésico (p=0, 285), como pode ser verificado na curva de Kaplan
Meier (Figura 10 B).

Analogamente aos parametros anteriores, também néo foi observada
diferenca estatisticamente significante entre as curvas de sobrevida dos
pacientes com tumores hemisféricos e com tumores vermianos (p=0, 378),
como pode ser observada na curva de Kaplan Meier (Figura 10 C). Houve,
porém, uma tendéncia a maior sobrevida em pacientes com tumores de
topografia hemisférica.

Foi também feita a comparacdo entre as curvas de sobrevida entre

individuos que apresentaram disseminacdao inicial da doenca e os que nao
apresentaram. Os resultados da comparacdo entre as curvas de sobrevida,
pelo teste de Log-Rank, revelaram que a sobrevida dos individuos que
apresentaram disseminacao inicial é estatisticamente menor que a sobrevida
dos individuos que nao apresentaram disseminacao inicial (p=0, 003).
Em relacdo & disseminacdo ao longo do curso clinico da doenca, a
sobrevida dos individuos que apresentaram disseminacdo ao longo de sua
evolucdo € estatisticamente a mesma dos individuos que ndo apresentaram
disseminagéao (p=0, 140).

As curvas de Kaplan Meier referentes aos dados citados podem ser

observadas a seguir (figura 10):
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Figura 10: curvas de Kaplan Meier para comparacdo de sobrevida dos
diferentes grupos: em A, curvas de sobrevida pela faixa etaria; em B, curva

de sobrevida pelo tipo histolégico; em C, curva de sobrevida para topografia
tumoral;, em D curvas de sobrevida em relacdo a disseminacéo
leptomeningea inicial;, em E, curva de sobrevida para disseminagao
leptomeningea ao longo da evolucgao.
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4.2. PCR quantitativo em tempo real

Os niveis de expressdo dos genes OTX1 e OTX2, e dos genes de
referéncia endégenos HPRT, GUSB e BCRP foram quantificados através de
técnica de PCR em tempo real nos 60 casos de meduloblastomas, em 03
cerebelos ndo neoplasicos e no pool de cerebelo comercial previamente
citado.

Foram desenhadas, entdo, curvas de dissociacdo dos produtos de
PCR dos genes OTX1 e OTX2 para verificacdo da qualidade da reacédo e
eventuais contaminacg@es, formacdo de dimeros de primers e amplificacdes
sem especificidade. Os produtos resultantes (produtos de PCR) foram
verificados em relacdo a sua amplificacdo e tamanho esperado. As reacdes
de amplificacdo com diluicbes seriadas dos primers foram utilizadas para o
calculo da eficiéncia de amplificacdo através das curvas padrao. As figuras a
seguir expdem as curvas de dissociacédo dos genes OTX1 e OTX2.

A B

= tw»"‘ffb"-'»z:%SA\_,_t -

ot -

Figura 11: Curva de dissociacdo dos produtos de PCR em tempo real do
gene OTX1 (em A) e OTX2 (em B).
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Figura 12 :Curva de amplificacdo do gene OTX1(em A) e a respectiva curva

de eficiéncia (em B).
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Figura 13 :Curva de amplificacédo do gene OTX2(em A) e a respectiva curva
de eficiéncia (em B).
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Para cada gene, foi entdo estabelecido parametro de expressao. Para
0 gene OTX1, a amostra com expressao relativa maior que 1 foi considerada
positiva para a expressdo do gene. Amostras com valor menor a 1 foram
consideradas negativas para a expressao do gene OTX1. Para o gene
OTX2, a amostra com expressao relativa maior que 2 foi considerada
positiva para a expressdo do gene. Amostras com valor menor a 2 foram
consideradas negativas para a expressao do gene OTX2.

Os valores obtidos foram submetidos aos os testes de Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk, para determinacdo da natureza da amostra, com
p<0,05. Tais testes estabeleceram distribuicdo ndo normal, indicando assim
a realizacdo de testes ndo paramétricos. (Mann Whitney e Kruskall Wallis),

gque serdo apresentados a sequir.

4.3. Expressao dos genes OTX1 e OTX2

A expressao do gene OTX1 foi positiva em 31 (52%) dos pacientes. A
expressdo do gene OTX2 foi positiva em 37 (62%) dos pacientes. Com a
obtencdo dos dados da reagcdo de PCR em tempo real, foram elaborados
graficos que descrevem a expressao relativa dos genes OTX1 e OTX2 em

relacéo a tecido cerebelar, que podem ser observados a seguir.
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Figura 14: Gréfico da expresséo relativa do gene OTX1 mostrando a expressdo
do gene em relagdo ao cerebelo normal. N&o houve diferenga estatistica entre o
total de amostras de meduloblastoma e os tecidos cerebelares ndo neoplasicos
(p=0, 107).
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Figura 15: Gréfico da expresséo relativa do gene OTX2 mostrando a expressdo
do gene em relagdo ao cerebelo normal. Ndo houve diferenga estatistica entre o
total de amostras de meduloblastoma e os tecidos cerebelares ndo neoplasicos
(p=0, 322).
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4.4. Correlacéo fendtipo-nivel de expresséo génica
4.4.1. Expressao génica e faixa etaria

Com tais dados de expressdo génica, foram elaboradas planilhas
comparando a expressao dos genes, nas diferentes faixas etarias.

Tabela 8: Perfil fendtipo-nivel de expressdo génica nas diferentes faixas

etarias
FAIXA ETARIA 0A 3 ANOS 3ANOS1M-18 ANOS MAIOR 18 ANOS
Numero de pacientes 7 31 22
Sexo 3M 17 M 17M
4F 14F 5F
Tipo histolégico classico 57% classico 65% classico 68%
desmoplasico 14% desmoplasico 12% desmoplasico27%
células gigantes 29% células gigantes 9% células gigantes5%
extensa nodularidade 9%
anapléasico 5%
100%vermis(7) vermis 83%(26) vermis 59%(12)
Topografia hemisfério 17%(5) hemisfério41%(10)
Perfil genético
Otx1+otx2- 0 5 14
Otx1-otx2+ 4 15 4
Otx1+otx2+ 3 6 6
Otx1-otx2- 0 3 0
Disseminacéo inicial 57% 27% 4%
Curso com metastase 57% 40% 16%
Sobrevida em 5 anos 66% 65% 60%

disseminacgéo extraneural
Particularidade
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O grafico 16A abaixo mostra a freqiéncia da expressao do gene OTX1
pela faixa etaria. A expressédo do gene na faixa etaria de 0 a 3 anos foi de
42%, frequéncia que diminuiu discretamente na faixa etaria de 3 a 18anos, e
gue voltou a subir deforma significativa na faixa etaria maior de 18 anos
(82% dos pacientes expressam o gene). Nao houve relacao estatisticamente
significante entre idade e expressao do gene OTX1(p=0,06). O gréafico 16B
mostra a freqiéncia da expressdo do gene OTX2 pela faixa etaria. A
expressdo do gene na faixa etaria de 0 a 3 anos é da ordem de 100%,
frequéncia que diminui gradualmente de acordo com o aumento dos grupos
etarios. Houve relacdo estatisticamente significante entre idade e expresséo
do gene OTX2 (p=0, 044).

A B

Expresséo do gene OTX1 por
faixa etaria

p=0,06

42%

0A3 3A18 MAIOR 18

B EXPRESSA OTX1 NAO EXPRESSA OTX1

Expressdo do OTX2 por faixa
etaria

p=0,044

100%

O0A3 3A18 MAIOR 18

M EXPRESSA OTX2 NAO EXPRESSA OTX2

Figura 16: Em A, porcentagem de pacientes que expressam e que hao
expressam o gene OTX1, por faixa etaria. Em B, porcentagem de pacientes
gue expressam e que nao expressam o gene OTX2, por faixa etéria.
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O grafico 17A mostra a frequéncia da expressao do gene OTX1 pela
faixa etaria, combinado com a frequéncia da localizacdo hemisférica. Ha um
aumento da frequéncia de expressdo do gene OTX1l em topografia
hemisférica, de acordo com o0 aumento da idade, com significancia
estatistica (p=0, 009).

O grafico 17B mostra a frequéncia da expressado do gene OTX2 pela
faixa etéria, combinado com a frequéncia da localizacdo vermiana. Ha uma
diminuicdo coincidente das frequéncias de expressao do gene OTX2 e da
topografia vermiana, de acordo com o aumento da idade dos pacientes, com

significancia estatistica (p<0, 001).

A B
FREQUENCIA DA EXPRESSAO DA EXPRESSAO OTX2 E
DO OTX1 E TOPOGRAFIA TOPOGRAFIA VERMIANA
HEMISFERICA
p=0, 009 p<0, 001
82% 100%
100% 83%
72% 59%
41% |
0a3 3a18 MAIOR 18
0a3 3al8 MAIOR 18

m EXPRESSAO OTX1

TOPOGRAFIA HEMISFERICA B EXPRESSAO OTX2 m TOPOGRAFIA VERMIS

Figura 17: Em A, porcentagem de pacientes que expressam o gene OTX1 e
com tumores de topografia hemisférica, nas diferentes faixas etarias. Em B,
porcentagem de pacientes que expressam o gene OTX2 e com tumores de
topografia vermiana, nas diferentes faixas etarias.
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O grafico 18A a seguir mostra a frequéncia do tipo histolégico
desmoplasico nas diferentes faixas etarias. A frequéncia do citado tipo
histolégico € de 14% na primeira infancia, sofrendo um leve descenso na
faixa etaria de 3 a 18 anos (10%); e voltando a subir na idade adulta, onde
representa 25% dos meduloblastomas. A frequéncia da expressédo do gene
OTX1 comporta-se de forma similar ao tipo desmoplasico, nas faixas etéarias
citadas.

O grafico 18B mostra a freqiéncia do tipo histolégico classico nas
diferentes faixas etarias entre os casos com expressdo positiva para OTX2.
A frequéncia do mesmo é de 57% na primeira infancia, sofrendo um
aumento na faixa etaria de 3 a 18 anos (72%); e uma gueda de freqUéncia

na idade adulta, onde representa 66% dos meduloblastomas.

A B
Expressdo OTXle Expressdo OTX2e
histologia desmoplésica histologia classica por
por idade idade

0,
80% 100%

72%

42%

desmoplasico OTX1 classico OTX2
B Oa3anos M 3al8anos >18 anos B 0-3anos M 3-18anos >18anos

Figura 18: em A, frequéncia do tipo desmoplasico nas diferentes faixas
etarias e a concomitante expressao do gene OTX1. Em B, frequéncia do tipo
classico nas diferentes faixas etarias e a concomitante expressdo do gene
OTX2.
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Para testar a hipétese de diferencas entre o nivel de expressao génica

e 0s tumores de topografia vermiana e hemisférica, os dados foram

organizados e podem ser verificados na tabela abaixo e a seguir nos

gréaficos 19 e 20.

Tabela 9: Perfil fen6tipo- nivel de expresséo génica por divisdo topografica

Caracteristicas VERMIS HEMISFERIO
Numero de pacientes 45 15
Média de idade 13anos7m 23anos4meses

Sexo

54% homens
46% mulheres

72% homens
28%mulheres

Tipo histoldgico

classico 74%
desmoplasico 6%
células gigantes 10%
extensa nodularidade 7%

classico 40%
desmoplasico 54%
células gigantes 6%

extensa nodularidade 0

anapléasico 3% anapléasico 0

Perfil genético

Otx1+otx2- 7 12
Otx1-otx2+ 23 0
Otx1+otx2+ 13 2
Otx1-otx2- 2 1
Disseminacéo inicial 15% 14%
Curso com metastase 20% 40%
Sobrevida em 5 anos 53% 53%

Particularidade

disseminacéo extraneural
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Abaixo, seguem as representacdes graficas do teste de Mann-Whitney, que
mostrou relacdo estatisticamente significante entre a expressdo do gene
OTX1 com a topografia hemisférica (p=0, 009); e do gene OTX2 com a

topografia vermiana (p<0, 001).

10000— OTx1

p=0,009

1000—]

100—

Expressdo relativa

T T
VErmis hemisféria

LOCALIZAGCAO DA MASSA TUMORAL

Figura 19: Relag&o da expresséo do gene OTX1 com topografia tumoral

p<0, 001

]
1

Expressdo relativa

=
1
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o

Figura 20: Relacao da expressao do gene OTX2 com topografia tumoral
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4.4.3. Expressao génica e tipo histolégico

Para testar a hipétese de diferencas no nivel de expressédo génica entre
os tumores de diferentes tipos histolégicos, os dados foram organizados e
podem ser verificados na tabela abaixo e posem ser visualizados nos
graficos 21 e 22.

Tabela 10: Perfil fenotipo- nivel de expressédo génica nos diferentes subtipos
histolégicos

CLASSICO DESMOPLASICO CELULAS EXTENSA ANAPLASICO
GIGANTES NODULARIDADE

Numero de 39 11 6 3 1

pacientes

Média de idade 16a3m 20a8m 10a8m 4a6m 17a10m

Sexo 58% homens 72% homens 66% homens 66%homens 100%
42% mulheres 28% mulheres 34% mulheres 34%mulheres mulheres

Perfil genético

Otx1+otx2- 9 8 1 1
Otx1-otx2+ 19 0 4 0
Otx1+otx2+ 11 3 0 1
Otx1-otx2- 0 0 1 1 1
Disseminag&o 12% 28% 16% 0 N
inicial
Curso com 24% 28% 100% 0 S
metastase
Sobrevida em 56% 81% 20% 100% 96m
5 anos

-todos
Particularidade cursaram com

metastase
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Abaixo, seguem as representacdes graficas do teste de Kruskal Wallis,
gue mostrou relacéo estatisticamente significante entre a expresséao do gene
OTX1 com o tipo histoldgico desmoplasico/extensa nodularidade (p=0, 001);

e do gene OTX2 com o tipo classico (p=0, 006).

p=0,001

Expressdo relativa
g
1

T T T
classico desmoplasicol/extensa células gigantes/anaplasico
nodularidade

histologia

Figura 21: Relag&o da expresséo do gene OTX1 com os tipos histolégicos
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Figura 22: Relacdo da expressao do gene OTX2 com 0s tipos histolégicos
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Os pacientes de diferentes niveis de expressao génica foram também

comparados em relacdo ao seu perfil clinico, como pode ser observado na

tabela abaixo:

Tabela 11: Perfil de expresséo génica OTX1 e OTX2 e fendtipo

Perfil genético OTX1+0TX2- OTX1-0OTX2+ OTX1+OTX2+ OTX1-0OTX2-

Numero de 19 (32%) 24 (40%) 13(22%) 4(6%)

pacientes

Média de idade 26 anos 1m 10 anos 2m 13 anos 8 meses 12 anos

Sexo 79%homens 38%homens 77%homens 75%homens
21%mulheres 62%mulheres 23%mulheres 25%mulheres

Topografia 42%yvermis 100% em vermis 85% vermis 50%vermis

58%hemisfério

15% hemisfério

50%hemisfério

Tipo histoldgico

Disseminagédo
inicial

Curso com
metastase

Sobrevidaem 5
anos

Particularidade

53%cléassico
37%desmoplasico
5% células gigantes

5% extensa

nodularidade

12%

40%

84%

-predilecéo hemisfério

79% classico

4% desmopléasico
17% células
gigantes

20%

40%

40%

-predominio sexo
feminino
-histologia classica

77%classico
15% desmopléasico

8%extensa
nodularidade

14%

14%

57%

-disseminacgéo
extraneural

33%células
gigantes
33%extensa
Nodularidade

33% anapléasico

100%

66%

-somente em
criancas
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4.5.1. Perfil de pacientes OTX1+

A tabela abaixo descreve de forma pormenorizada os pacientes que
expressam o gene OTX1, em relacdo a seus Ultimos exames, topografia
tumoral, histologia e disseminacéao liquérica. Houve relacdo estatisticamente
significante entre a expressdo do gene OTX1 e pacientes livres de doenca
em controle de imagem (p=0, 033). Houve também relacéo da expressao do
gene OTX1 com topografia hemisférica (p=0, 009) e tipo histolégico
anaplasico (p=0, 001). Ndo houve relacao entre a expressédo do gene OTX1
e disseminagéo liqudrica inicial da doenca (p=0, 718).

Tabela 12: Distribuicdo dos individuos segundo a expresséao do gene OTX1,
resultado dos ultimos exames, local da massa tumoral, disseminagéo inicial
(imagem/liquor) e tipo histolégico do tumor.

Expressao do gene OTX1

Controle da doenca néo (n=26) sim (n=34) Total (n=60) P
Obito sem disseminag&o 1 (3,7%) - 1 (1,7%) 0,033
Obito no POI - 1 (3%) 1 (1,7%)

Recidiva 8(30%) 7 (21%) 15 (25%)

Residuos tumorais 4 (15%) - 4 (6%)

Livre de doenga 14 (51%) 25 (75%) 39 (65%)

Hemisfério 1 (3%) 14 (42%) 15 (25%) 0,009
Vermis 26 (96%) 19 (57%) 4 5(75%)

Disseminagéo inicial nao (n=27) sim (n=33) Total (n=60) P
(imagem/liquor)

Sim 5 (19%) 4 (13%) 9 (15%) 0,718
Néo 21 (81%) 30 (87%) 51 (85%)

Tipo histolégico do tumor néo (n=27) sim (n=33) Total (n=60) P
Anaplésico 1 (3%) - 1(1%) 0,001
Células gigantes 5 (18%) 1 (3%) 6 (10%)

Cléassico 19 (48%) 19 (51%) 39 (65%)

Desmoplasico - 11(33%) 11(18%)
Extensa nodularidade 1 (3%) 2 (6%) 3 (5%)
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A tabela abaixo descreve de maneira mais minuciosa os pacientes que

expressam o gene OTX2, em relacdo a seus Ultimos exames, topografia

tumoral, histologia e disseminacdo liquorica. Verifica-se a relagdo da

expressdo do gene OTX2 com a topografia vermiana (p<0, 001), e tipo

histoldgico classico (p=0, 006). Nao se observou relacdo com controle da

doenca (sem tumor) (p=0, 964) ou disseminac&o liqudrica inicial.

Tabela 13: Distribuicdo dos individuos segundo a expressédo do gene OTX2,

resultado dos ultimos exames, local da massa tumoral, disseminacao inicial

(imagem/liquor) e tipo histolégico do tumor.

Expressao do gene OTX2

Controle da doenga ndo (n=22) sim (n=38) Total (n=60) P
Obito sem disseminag&o - 1(3%) 1(2%) 0,964
Obito no POI - 1(2%) 1(1%)

Recidiva 5(22%) 10(26%) 15(25,0%)

Residuos tumorais 2(9%) 2(5%) 4(6%)

Sem tumor 15(68%) 24(63%) 39(65%)

Topografia da massa tumoral nao (n=22) sim (n=38) Total (n=60) P
Hemisfério 13(59%) 2(5%) 15(25%) <0,001
Vermis 9(40%) 36(94%) 45(75%)
Disseminacéo inicial (imagem/liquor) ndo (n=22) sim (n=38) Total (n=60) P
Sim 2(9%) 7(18%) 9(15%) 0,464
Néo 20(90%) 31(81%) 51(85%)

Tipo histolégico do tumor nao (n=22) sim (n=38) Total (n=60) P
Anaplasico 1(4%) 1(1%) 0,006
Células gigantes 2(10%) 4(10%) 6(10%)

Cléassico 9(41%) 30(80%) 39(65%)
Desmoplasico 8(36%) 3(8%) 11(19%)

Extensa nodularidade 2(9%) 1(2%) 3(5%)




64

4.5.3. Perfil comparativo de pacientes dos diferentes grupos de
expressado génica

A tabela a seguir mostra a comparacdo entre as caracteristicas dos
pacientes dos diferentes grupos de expressao génica (OTX1+OTX2-; OTX1-
OTX2+; OTX1+0OTX2+; OTX1-OTX2-).

Verificou-se relacdo entre topografia e tipo histolégicos para os
pacientes que expressaram 0s genes OTX1 e OTX2 (j& descrito). Nao
houve, porém, relacdo da expressao de ambos os genes com controle da

doenca (sem tumor) (p=0, 052) ou disseminacéo liqudrica inicial (p=0, 840).
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Tabela 14: Distribuicdo dos individuos segundo a expressdo dos genes
OTX1 e OTX2, resultado dos ultimos exames, local da massa tumoral,

disseminacéo inicial (imagem/liquor) e tipo histolégico do tumor.

Expressao dos genes OTX1 e OTX2

Controle da ambos somente OTX1 somente OTX2 nenhum total P
doenca (n=15) (n=19) (n=23) (n=3) (n=60)
Obito sem - - 1 - 1 0,052
disseminacéo
- - 4% - 1%
Obito no POI 1 - - - 1
Resseccao 2 3 10 1 15
parcial/recidiva
13% 20% 66% 1% 25%
Residuos - - 2 2 4
tumorais
- - 8% 66% 6%
Sem tumor 11 14 13 1 39
786% 73% 54% 33% 65%
Topografia ambos somente OTX1 somente OTX2 nenhum total P
(n=14) (n=19) (n=24) (n=3) (n=60)
Hemisfério 2 12 - 1 15 <0,001
14% 63% - 33% 25,0
Vermis 13 7 23 2 45
85% 36% 100% 669% 75%
Disseminacao ambos somente OTX1 somente OTX2 nenhum total P
inicial (n=14) (n=19) (n=24) (n=3) (n=60)
Sim 2 2 5 0 9 0,840
14 10 20 0 15
N&o 13 17 18 3 51
85 89 79 100 85
S
Histologia ambos somente OTX1 omente OTX2 nenhum total P
(n=14) (n=19) (n=24) (n=3) (n=60)
Anasplasico - - - 1 1 <0,001
- - - 33% 1%
Células - 1 4 1 6
gigantes
5% 16% 33% 10%
Classico 11 9 19 - 39
71% 47% 83% - 65%
Desmoplasico 3 8 - - 11
21% 42% - - 18%
Extensa 1 1 - 1 3

nodularidade

7%

5%

33%

5%
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4.6. Desenvolvimento de metastases

4.6.1. Disseminacao inicial

Nove pacientes apresentaram metastases ao momento do diagnadstico.
Cinco eram do grupo OTX1-OTX2+, 2 do grupo OTX1+OTX2+, e 2 do grupo
OTX1+0TX2-. O grafico A mostra o perfil genético dos casos que
apresentaram metastases leptomeningeas ao momento do diagnostico
inicial. Em B estdo representadas as porcentagens de disseminacao inicial
para cada grupo genotipico. Entre os diferentes grupos, aqueles com
expressdo do gene OTX2 apresentaram uma maior frequéncia de

disseminacado. Este dado, porém, ndo apresentou significancia estatistica

(p=0, 718). A B
Disseminacgéo Porcentagem de pacientes
leptomeningea inicial com disseminag3o inicial
90% 85% 100%
79%
p=0,718
5
[%2]
o
2]
8
P 2
© 1%
] 0 )
£ -
S
b
B OTX1+OTX2- M OTX1-OTX2+ B OTX1+OTX2- M OTX1-OTX2+
OTX1+OTX2+ m OTX1-OTX2- OTX1+OTX2+ m OTX1-OTX2-

S: sem disseminagéo inicial; D: com disseminacao inicial

Figura 23: DistribuicAo dos pacientes que apresentaram disseminacao
leptomeningea (A) e grupo que apresenta e ndo apresenta disseminacao
inicial, para cada perfil de expressao génica(B)



4.6.2. Disseminacéo ao longo da evolucéao

67

Quinze pacientes (25%) apresentaram disseminacao leptomeningea

da doenca ao longo de sua evolucdo. O grafico descreve os 4 grupos de

perfis de expressdo génica OTX1 e OTX2 destes pacientes. Entre eles, o

predominio foi do grupo OTX1-OTX2+, seguido dos grupos OTX1+OTX2-,

OTX1+OTX2+. Nenhum paciente com gendétipo OTX1-OTX2- apresentou

disseminacédo leptomeningea da doenca. A presenca da expressao do gene

OTX2 foi associada, de forma estatisticamente significante, a risco para

disseminacéao leptomeningea da doenca (p=0, 033).

A

B

Pacientes com
disseminacgéo
leptomeningea

p=0, 033

66%

20% 13%
1%
. .

B OTX1+0TX2- ®mOTX1-0TX2+
OTX1+0OTX2+ W OTX1-0TX2-

58%
6'

Porcentagem de disseminacéao
tumoral por perfil genotipico

100%

85% p=0,033

84%

M OTX1+0TX2- M OTX1-0TX2+

 OTX1+0TX2+ M OTX1-OTX2-

S=sem disseminacao;D= disseminacao

Figura 24: Em A, perfil dos pacientes que apresentaram disseminacao
leptomeningea, em porcentagem. Em B, porcentagem dos pacientes que
apresentaram e nao apresentaram disseminacao ao longo da evolucdo da
doenca, para cada perfil de expresséo génica OTX1 e OTX2.
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grupos de expressao

Apés a verificacdo da relacdo da expressdo génica com aspectos

fenotipicos, foram entdo elaboradas tabelas para o célculo da sobrevida

entre os grupos. As medidas de sobrevida podem ser verificadas abaixo:

Tabela 15: Medidas-resumo do tempo de sobrevida segundo expresséo do

gene OTX1 e OTX2.

Expresséo do gene OTX1 status N média median minimo maximo desvio-
a padrao
né&o 6bito 16 17,8 9,5 1,0 96,0 24,1
vivo 11 47,6 58,0 6,0 78,0 24,7
Total 27 30,0 20,0 1,0 96,0 28,2
sim 6bito 11 36,8 24,0 6,0 144,0 38,7
vivo 21 43,6 40,0 6,0 96,0 30,1
Total 32 41,3 28,5 6,0 144,0 32,8
Expresséo do gene OTX2 status N  média mediana minimo maximo desvio-padrao
néao 6bito 8 46,9 30,0 1,0 1440 50,0
vivo 14 52,6 50,5 6,0 96,0 32,2
Total 22 50,5 44,0 1,0 144,0 38,5
sim 6bito 19 16,6 12,0 1,0 48,0 13,6
vivo 18 39,1 30,0 6,0 78,0 23,5
Total 37 27,5 22,0 1,0 78,0 22,0
Expresséo dos genes OTX1 status N média mediana  minimo maximo desvio-padréo
e OTX2
ambos 0s genes OTX1 e Obito 5 25,4 24,0 12,0 48,0 13,7
OTX2
vivo 8 27,6 25,0 8,0 48,0 14,4
Total 13 26,8 24,0 8,0 48,0 13,6
somente o OTX1 Obito 6 46,3 30,0 6,0 144,0 51,0
vivo 13 53,4 55,0 6,0 96,0 33,4
Total 19 51,2 46,0 6,0 144,0 38,4
somente o OTX2 6bito 14 13,4 9,5 1,0 48,0 12,6
vivo 10 48,2 62,0 6,0 78,0 26,0
Total 23 27,9 19,0 1,0 78,0 25,7
nenhum gene 6bito 2 48,5 48,5 1,0 96,0 67,2
vivo 1 42,0 42,0 42,0 42,0 .
Total 4 46,3 42,0 1,0 96,0 47,6
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A representacdo grafica da tabela através de curvas de Kaplan Meier

pode ser vista a seguir:
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Figura 25: Curvas de Kaplan Meier: em A comparacdo da sobrevida de
pacientes OTX1+ versus OTX1-. Em B, comparacdo da sobrevida de
pacientes OTX2+ versus OTX2-.
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Figura 26: Curvas de Kaplan Meier: em A comparacdo da sobrevida de
pacientes OTX1+OTX2+ versus OTX1-OTX2-. Em B, comparacdo da
sobrevida de pacientes OTX1+OTX2+, OTX1-OTX2-, OTX1+OTX2- e OTX1-
OTX2+.
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Embora se verifique uma tendéncia de melhor evolucéo clinica para os
pacientes que expressam o0 gene OTX1, nédo foi observada diferenca de
sobrevida entre 0s pacientes que expressam este gene e 0S que nao o
expressam (p=0, 056).

Em relagdo ao gene OTX2, observou-se uma diferenga estatisticamente
significante entre 0os pacientes que expressam e 0S que nao expressam o0
gene, sendo menor nos pacientes que expressam o gene OTX2 (p=0, 034).
Foram também analisadas curvas de sobrevida comparando os grupos que
nao expressam OTX1 e OTX2, com 0 grupo que expressa os dois genes.
Neste grupo, a sobrevida foi significativamente menor (p=0, 034).

Quando foram analisadas as curvas de sobrevidas para os diferentes
de grupos de expressao génica, observa-se que 0O grupo com a menor

sobrevida é o grupo que expressa apenas o gene OTX2 (p=0,02).
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5. DISCUSSAO

5.1. Aspectos clinico-patolégicos

O meduloblastoma € caracteristicamente um tumor infantil, que
acomete principalmente criancas do sexo masculino ao redor dos sete anos
de idade. O tumor, porém, pode ocorrer também em adultos. Autores como
Giordana et al.(1997), descrevem que até 15% a 30% dos meduloblastomas
diagnosticados correspondem a individuos adultos. Na presente casuistica
de 60 pacientes, observamos um predominio do grupo infantil, perfazendo
63,4% da amostra. Os adultos representaram 36,7%, um namero
discretamente maior que o descrito pela literatura, mas que pode ser apenas
um viés de amostragem. Em concordancia com varios autores (Giordana et
al., 1997; Akay et al., 2004; Rutkowiski et al., 2010) houve predominio do
sexo masculino.

Estudos prévios descrevem um pior progndstico entre as criancas
menores que trés anos (Giordana et al.,1997;Allen et al.,2009). Outros
autores, por sua vez, afirmam que esta diferenca ndo € constante (Duffner et
al.; Akay et al.,, 2004). Nesta casuistica, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante, talvez pelo nimero relativamente pequeno de
pacientes para este tipo de estimativa. Verificou-se, porém, uma tendéncia a
maior agressividade da doenca, com maior indice de disseminagéo
leptomeningea, tanto a apresentacdo da doenca, como durante o curso da

mesma, na faixa pediatrica (de 0 a 3 anos e de 3 a 18 anos).
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Em relacdo a localizacdo, observou-se que 45 pacientes possuiam
tumores vermianos e 15 tumores hemisféricos. Ndo ha consenso na a
respeito da proporcdo exata entre meduloblastomas vermianos e
hemisféricos, mas a ocorréncia destes ultimos esta fortemente ligada a idade
adulta (Ferrante et al., 1991; Koci et al., 1993; Malheiros et al., 2003). Tal
inferéncia estd de acordo com o observado na presente casuistica, onde
67% dos pacientes com tumores hemisféricos eram adultos. Nao sé&o
estabelecidas também diferencas de sobrevida entre as duas topografias.

Testou-se, porém a hipotese que o prognostico dos meduloblastomas
hemisféricos possa ser melhor que os vermianos, com a elaboracédo de uma
curva de Kaplan Meier para comparacao de sobrevida entre pacientes com
tumores hemisféricos e vermianos. Embora tenha sido observada uma
tendéncia a maior sobrevida dos pacientes com meduloblastomas
hemisféricos, esta ndo foi estatisticamente significante (p=0, 378).

De forma concordante com trabalhos prévios (Eberhart et al.,, 2002;
Gilbertson et al., 2008), a variante histologica mais frequiente foi o classico,
em 65% dos casos, seguida pelo desmoplasico (18,3%), células gigantes
(10%), extensa nodularidade (5%) e anaplasico (1,7%). A maior média de
idade ocorreu entre individuos com subtipo desmoplasico, e a menor entre
pacientes com subtipo extensa nodularidade.

E marcante a observacédo dos perfis de meduloblastoma ao longo das
faixas etarias: durante a infancia ha predominio de tumores vermianoscom
histologia classica. Com a progressdo da idade, este perfil vai sendo

substituido por meduloblastomas hemisféricos do tipo. A curva de sobrevida



73

nao mostrou diferencas entre os grupos histologicos. Nota-se, porém, que a
sequéncia das trés curvas aponta para uma tendéncia de melhor sobrevida
em adultos, com tumores hemisféricos e desmoplasicos (p=0,285). E
provavel que em uma amostra maior, tal tendéncia se mostrasse significante
estatisticamente.

O meduloblastoma € um tumor com grande potencial de disseminacao
leptomeningea (Bailey e Cushing, 1925; Engelhard et al.,2005). Este dado
pdde ser verificado nesta casuistica, onde 15 pacientes (25 % dos
pacientes) apresentaram disseminacao leptomeningea ao longo de sua
evolucdo. Tal potencial de disseminacao foi verificado também em 01
paciente que apresentou metastases sistémicas de meduloblastoma. Os
estudos prévios descrevem um percentual 1 a 5 % de disseminacéo
extraneural em meduloblastomas, na maioria dos casos relacionados a
derivacdo ventriculo-peritoneal (Eberhart et al. 2003). No paciente da
presente casuistica, ndo havia implante de derivacéo ventriculo-peritoneal, o

gue sugere disseminacdo hematogénica da doenca.
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5.2.A expressédo do gene OTX1

Desde a descricdo por Simeone et al., 1992, o gene OTX1 permanece
pouco compreendido. Autores como Acampora et al. (2003), descrevem seu
papel como regulador da expressdo do gene OTX2. Outros, como Ando et
al. (2008), defendem sua atividade independente e dominante para a
formacdo de regifes anteriores do encéfalo embrionario. Poucos trabalhos,
como o de Haas et al. (2006), descrevem a sua expressao em alguns
subtipos de meduloblastomas, como o hemisférico e o0 subtipo
desmoplasico. Estas ovservacfes porém, sdo bastante restritas, pois ndo se
conhece a frequéncia da expressao, seus mecanismos tumorigénicos e seu
valor prognostico. No gréafico de dispersdo (Figura 14) apresentado nesta
tese, ndo se verificou diferenca estatisticamente significante entre a
expressao génica do gene OTX1 na populacdo estudada e as amostras de
cerebelo ndo neoplasico. Este dado refere-se porém, a populacédo total.
Analisando-se individualmente cada amostra, verifica-se que 52% dos
meduloblastomas apresentaram expressdo génica maior que o0s tecidos
cerebelares, ou seja, foram positivos para expressdo génica. Como nao se
observa a expressdo do gene OTX1 no tecido cerebelar humano apés a
nona semana de vida extra uterina, esta porcentagem de expressdo €

significativa.
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5.3.A expressédo do gene OTX2

Embora mais conhecido e estudado que o gene OTX1, o conhecimento
sobre 0 gene OTX2 ainda ndo esta consolidado. N&o se estabeleceu até o
momento a sua freqiiéncia e significado progndéstico em meduloblastoma.
No grafico de dispersao (Figura 15) apresentado neste trabalho, ndo se
verificou diferenca estatisticamente significante entre a expressao génica do
gene OTX2 na populacdo estudada e as amostras de cerebelo né&o
neoplasico. Este dado refere-se, assim como no gene OTX1, a populacdo
total. Analisando-se individualmente cada amostra, verifica-se que 62% dos
meduloblastomas apresentaram expressao génica maior que os tecidos
cerebelares, ou seja, foram positivos para expressao génica. Similarmente,
ao gene OTX1, nao se observa a expressdo do gene OTX2 no tecido
cerebelar humano ap6s a nona semana de vida extra uterina. Esta
porcentagem de expressdo é portanto, bastante significativa. Estes dados
reforcam que em ao menos 62% destes tumores a via tumorigénica dos
genes OTX é importante. As outras vias tumorigénicas envolvidas no
meduloblastoma, como a da B catenina, a Hedgehog e a NOTCH podem
ainda estar presentes na populacdo que ndo expressou estes genes (38%),

ou ainda coexistir nestes pacientes que expressaram os genes OTX.
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5.4.Correlacfes dos niveis de expressao génica e o fenotipo
5.4.1.Expressdao génica e idade

A expressdo génica mostrou intima relacdo com a idade, sendo
estatisticamente significativa para o gene OTX2 em criangas, especialmente
com menos de 3 anos. O gene OTX2 € um gene homeobox, ou seja, é um
gene comprometido com a embriogénese. Desta forma, mesmo em sua
expressdo anbmala, como ocorre no meduloblastoma, espera-se que sua
expressdo esteja presente principalmente em criancas. O resultado
demonstrado nesta tese é portanto, coerente com as caracteristicas do gene
OTX2. Este dado é inédito e sdo necessdarios outros estudos para o
estabelecimento desta relagcdo, uma vez que o presente dado nao €
concordante com os estudos prévios descritos na literatura como o de Haas
et al. (2007),. Este autores observaram auséncia de expressao de OTX2
entre criancas menores de 3 anos. Este resultado, porém, pode ser devido a
vicios de amostragem ou ao tamanho reduzido da populacao estudada.
A espressdo do gene OTX1 também se mostrou relacionada a idade, porém
sem significAncia estatistica. Foi observada uma forte tendéncia desta
expressdo génica na idade adulta. Este dado reserva uma interpretacéo
mais dificil que a do gene OTX2, j& que o gene OTX1 também € um gene
homeobox, e como tal, espera-se que seja expresso em maior frequéncia
em pacientes mais jovens. Desconhece-se, porém, 0s mescanismos de
ativacdo deste gene, suas relacdes hierarquicas com o gene OTX2 e seu

potencial tumorigénico. Além disto, a existéncia de outras vias tumorigénicas
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pode influenciar, de forma ainda n&do conhecida, a expressdo alternada,

sequencial ou concomitante dos genes OTX1 e OTX2.

5.4.2.Expressao génica e topografia tumoral

Na presente tese, observamos relacdo estatisticamente significante
entre a expressao do gene OTX1 e topografia hemisférica; e do gene OTX2
com a topografia vermiana. Esta relacdo ja havia sido observada por
Salsano et al. (2004) e de Haas et al. (2006). Tal associacdo esta
fundamentada na teoria da heterogeneidade dos meduloblastomas
defendida por Gulino et al.(2008), Gilbertson et al(2008) e Behesti et
al.(2008). Esta teoria defende que células genotipicamente distintas déo
origem a diferentes subtipos de meduloblastomas, conceito valido para as
variantes topograficas e histolégicas. Desta forma, células da matriz
germinativa periventricular ou da camada granulosa mediana de perfil de
expressdo OTX2+ podem originar tumores de linha mediana OTX2+. Células
da camada granulosa lateral OTX1+OTX2- dariam origem a tumores
hemisféricos OTX1+OTX2-. Esta teoria € recente, e com inUmeras lacunas.
A relacdo entre a expressao génica tumoral e a hipotética célula progenitora
nem sempre € correspondente; e as relacdes com a topografia nem sempre
sdo coincidentes. Na presente casuistica, 80% dos tumores vermianos
expressam o0 gene OTX2, enquanto 20% n&o apresentam. Da mesma forma,
13% dos pacientes com tumores hemisféricos apresentam expressao do
gene OTX2. Provavevelmente a topografia tumoral, ou mesmo a expressao

do OTX1 e OTX2, séo influenciados por outros genes, cujos mecanismos e
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envolvimento com os genes OTX ainda s&o pouco conhecidos. Entre estes
genes, podemos citar Neurogl e Mathl , descritos por Salsano et al. (2004),
e que provavelmente tém importancia na determinacdo topografica dos
meduloblastomas.

Com as devidas restricdes a teoria apresentada, os dados desta tese
reforcam o conceito de que provavelmente exista uma maior concentracao
de células progenitoras de meduloblastoma OTX2+ no vérmis cerebelar, e
uma maior concentracao de células progenitoras de meduloblastoma OTX1+

nos hemisférios cerebelares.
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5.4.3.Expressao génica e histologia

Na presente casuistica, observou-se nitida relagcdo do gene OTX1 com
a variante desmoplasica, com significancia estatistica. Verificou-se também
associacdo da variante cldssica com o0 gene OTX2, também com
significancia estatistica.

As teorias de heterogeneidade dos meduloblastomas, como citado
anteriormente, ndo explicam a relacdo da expressao génica com o0s tipos
histolégicos de forma tdo clara quanto o fazem com a topografia tumoral.
Segundo Salsano et al. (2004) e de Haas et al. (2007), ha uma forte
associacdo entre as variantes classicas e o gene OTX2, e a variante
desmoplésica com o gene OTX1. As células progenitoras destas variantes
tumorais, além de expressarem 0s genes acima citados, provavelmente
estdo submetidas a outros mecanismos tumorigénicos além da via OTX. A
somatéria, portanto da via OTX com estes outros mecanismos
tumorigénicos, determinariam o tipo histolégico deste tumor. Alguns
exemplos na presente tese ilustram esta afirmacdo: 77% dos tumores
classicos expressam o gene OTX2, mas 23% nao expressam. Dos pacientes
com tumores desmoplasicos, 100% dos tumores expressam o gene OTX1,
porém 27% também expressam o gene OTX2.

A literatura também ndo estabelece claramente a frequéncia de
expressado dos genes OTX1 e OTX2 nos tipos histologicos. Boon et al.
(2005) descreveram apenas a amplificacdo do gene OTX2 em 19% em
meduloblastomas. De Haas et al. (2007) descreveram uma frequencia de

expressao do gene OTX2 de 85% em meduloblastomas classicos e 18% em
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desmoplasicos. Ainda no mesmo estudo, descrevem uma frequéncia de
expressdo do gene OTX1 de 18% em meduloblastomas classicos, e de
100% em meduloblastomas desmoplasicos. Os autores ndo descreveram 0s
perfis de expressdo génica de meduloblastomas de extensa nodularidade,
de células gigantes ou anaplasicos.

Nesta casuistica, obtivemos uma expressao do gene OTX1 em 23%
dos meduloblastomas classicos, em 100% dos desmoplasicos, em 16% dos
meduloblastomas de células gigantes, 33% nos de extensa nodularidade, e
em 0% em anaplasicos. Os dados referentes aos tipos histolégicos classicos
e desmoplasicos podem ser considerados semelhantes aos previamente
descritos (Ho et al.,2002;Gilbertson et al.,2008). Os dados referentes aos de
células gigantes, extensa nodularidade e anaplasicos sdo inéditos, mas séo
necessarios estudos adicionais para estabelecer um correto perfil de
expressao génica. Em relacdo ao gene OTX2, obtivemos uma expressao do
gene em 76% dos meduloblastomas classicos, em 27% dos desmoplasicos,
em 66% dos meduloblastomas de células gigantes, 33% nos de extensa
nodularidade, e em 0% em anaplasicos. Os dados referentes aos tipos
histoldgicos classicos e desmoplasicos assim como para 0 gene OTX1,
podem ser considerados semelhantes aos da literatura.Os dados referentes
aos de células gigantes e extensa nodularidade também sao inéditos, e

necessitam ser confirmados em estudos adicionais.
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5.4.4.Expressao génica e metastases

A literatura ndo descreve a relacdo dos genes OTX1 e OTX2 com
metastases. Observou-se porém, nesta casuistica, relacdo estatisticamente
significante da expressdo do gene OTX2 com o desenvolvimento de
metastases ao longo da evolucdo clinica dos pacientes. Nao se observou
esta relacdo para o gene OTX1, ou para o desenvolvimento de metéstases
ao momento do diagndstico inicial da doenca, para ambos os genes. Este
achado ainda nao foi descrito na literatura, mas sua verificacdo € coerente
com a descricdo de autores como Boncinelli et al. (2001), que estabelecem a
correlagdo do gene OTX2 com a via WNT e moléculas de adesdo, como as
caderinas e integrinas. As caderinas e integrinas sdo moléculas envolvidas
no desenvolvimento de metastases. Autores como Fiorilli et al. (2008) ja
descreveram mutacdes nas integrinas em meduloblastomas, e a ativacédo de
vias de proliferacdo, adesdo e longevidade por estas moléculas. Desta
forma, a expressdo an6mala do gene OTX2 poderia, hipoteticamente,
regular a expressao de caderinas, e desta forma, incrementar o potencial

metastatico da célula tumoral.

5.4.5.Perfis de expressédo génica OTX

Autores como Kool et al. (2008) e Rossi et al. (2008) defendem a
estratificacdo molecular dos meduloblastomas, na tentativa de identificar
grupos de maior similaridade molecular e potenciais alvos especificos de

terapéutica. Neste estudo, os pacientes foram divididos, com este fim, em
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quatro perfis de expressao génica: 0s que expressam apenas o gene OTX1
(OTX1+ OTX2-), 0os que expressam apenas 0 gene OTX2 (OTX1-OTX2+),
0S pacientes que expressam ambos o0s genes (OTX1+ OTX2+), e os
pacientes que nao expressam nenhum dos genes (OTX1- OTX2-).
Observaram-se algumas caracteristicas nestes grupos, como média de
idade mais alta (26 anos) entre pacientes que expressam somente 0 gene
OTX1, a localizagéo exclusivamente vermiana em pacientes que expressam
apenas o gene OTX2. Entre 0 grupo que expressou ambos 0S genes,
observou-se um paciente com disseminacéo extraneural da doenca; e entre
0S pacientes que ndo expressaram nenhum dos genes, todos pertenciam a
faixa pediatrica e todos apresentaram metastases leptomeningeas. Os
grupos sdo pequenos e mostram apenas tendéncias, e ndo diferencas
estatisticas. Acreditamos, porém, que a classificacdo nestes perfis seja
precisa, Util para eventuais terapias moleculares e que com a inclusdo de

mais pacientes, os dados possam apresentar significado estatistico.

5.4.6.Expressao génica e sobrevida

Na literatura, autores como de Haas et al. (2006) ndo estabeleceram
significado progndstico para o gene OTX2. O presente estudo porém, mostra
evidente associacdo do gene OTX2 com menor sobrevida. Tal fato, aliado a
constatacdo da associacdo do gene OTX2 com o desenvolvimento de
metastases, estabelece o gene OTX2 como provavel marcador de mau

prognastico.
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5.5.Perspectivas

Os genes OTX1 e OTX2 estdo implicados na génese da maioria dos
meduloblastomas, alternando ou sincronizando sua acdo com as demais
vias tumorigénicas. O conhecimento que sua expressdo pode ser inibida
pela acdo do acido transretindico faz com que a identificacdo dos pacientes
que expressam tais genes seja fundamental, oferecendo-lhes novas

perspectivas de tratamento, e eventualmente maior e melhor sobrevida.
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6.CONCLUSOES

e 0 gene OTX1 é expresso na maioria (52%) dos meduloblastomas, e a
frequéncia de expressdo génica aumenta com a idade. O gene OTX1 esta
relacionado a meduloblastomas hemisféricos e do tipo desmoplésico; e

ndo esteve associado a metéstases leptomeningeas.

e 0 gene OTX2 € expresso na maioria (62%) dos meduloblastomas. A
frequéncia de expressdo génica esta relacionada a pacientes pediatricos,
e diminui com o aumento da faixa etaria. O gene OTX2 esté relacionado a
meduloblastomas vermianos e do tipo classico; esteve associado ao

desenvolvimento de metastases leptomeningeas e a menor sobrevida.

e A via dos genes OTX foi verificada na maioria dos meduloblastomas,

sugerindo sua participacdo nos processos tumorigénicos.
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Anexo |- Aprovacéo do Projeto pelo Comité de Etica

APROVACAO

A Comisstio de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
14.06.06, APROVOU Protocole de Pesquisa n® 291/06intitulado:
“Andlise das  caracteristicas  genéticas de pacientes com
meduleblastoma” apresentado pelo Departamento Neurologia, inclusive

Termo de Consentimento Livre e Esclarecide.

Cabe .ao . pesquisador. elaborar. e apresentar a
CAPPesq, os relaférios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do
Conselho Nacional de Satide n® 196, de 10.10:1996, inciso IX. 2, letra "c")

Pesquisador(c) Responsdvel: Profa.Dra. Suely Kazue Nagashi Marie
Pesquisador{c) Executante : Valéria Marques Figueira Muoio

CAPPesq, 14 de Junho de 2006. -
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i, Suely Kazue Nagahashi Marie

Orientadora \ )
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PROF. DR. BUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa -

Prof. Dr. Ricaido Nifiiﬁi”w"w v
Coordenador.

Comissdo de Etica para-Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP -
Diretoria Clinica da Hospital das Clinicas.da Faculdade de Madicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 57 andar - CEP (05403 01Q - Sdo Paula - SP .
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CIENCIA

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessido de 24.02.10, tomou
ciéncia do(s) documento(s) abaixo mencionado(s) referente ao Protocolo de
Pesquisa n® 0291/06, intitulado: “ Analise das caracteristicas genéticas de
pacientes com meduloblastoma”, apresentado pelo Departamento de

Neurologia

v’ Solicitagéo de Inclusao de mais 16 pacientes provenientes do Hospital do
Cancer de Barretos, visando aumentar o valor cientifico do trabalho
v" Relatério de Andamento do Projeto

Pesquisador (a) Responsdvel: Profa. Dra. Suely Kazue Nagahashi Marie
CAPPesq, 24 de Fevereiro de 2010

Lo A V.

Prof. Dr. Eduardo Massgd
Presidente da Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Andalise de Projetos de Pesquisa
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua
Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011
3069 6492 e-mail: cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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NOME

RESPONSAVEL

RGHC

LAMINA

GENOMA

ENDERECO

TELEFONE

SEXO

IDADE A CIRURGIA

DATA NASCIMENTO

DATA DA
CIRURGIA

OBSERVACOES

ASPECTOS CLINICOS

SINTOMAS INICIAIS

e e e e e

) CEFALEIA ( )NAUSEAS
) VOMITOS( ) INCOORDENAGCAO
) SONOLENCIA( )ESTRABISMO

) IRRITABILIDADE( )DEFICIT MOTOR

JAUMENTO CRANIANO

) CONVULSOES( )FEBRE

) OUTROS

TEMPO DE EVOLUCAO

COMORBIDADES

EXAME NEUROLOGICO

DVP PREVIA

OBSERVACOES




EXAMES
COMPLEMENTARES
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LIQUOR INICIAL | ( )NAO COLHIDO( ) COLHIDO

(  )LOMBAR (  )POSITIVO*

( )NEGATIVO*
( )VENTRICULAR (  )POSITIVO*
( NEGATIVO*
*POSITIVO PARA CELULAS ONCOTICAS
** NEGATIVO PARA CELULAS ONCOTICAS

CARACTERISTICAS TUMORAIS

TOMOGRAFIA LOCALIZACAO ( )VERMIS (  )HEMISFERIO

ou CAPTAGAO DE CONTRASTE ( N

RESSONANCIA | TAMANHO

DE CRANIO CISTOS ( )S ( )N

INICIAL SANGRAMENTO ( )S ( )N
CALCIFICACOES ( )S ( N
DISSEMINACAO LEPTOMENINGEA  ( )S N
OUTROS
HIDROCEFALIA ( )S ( N

ASPECTOS CIRURGICOS

DERIVACAO PREVIA ( )S ( )N

DERIVACAO EXTERNA INTRA ( )s ( )N

OPERATORIA

ABORDAGEM CIRURGICA

GRAU DE RESSECCAO ( )TOTAL ( )SUBTOTAL
( )PARCIAL ( )BIOPSIA

ASPECTO MACROSCOPICO

COMPLICACOES INTRA OPERATORIAS ( )S ( )N

OBSERVACOES




ASPECTOS POS OPERATORIOS
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COMPLICAGCOES CIRURGICAS

COMPLICACOES CLINICAS

COMPLICAGOES INFECCIOSAS

COMPLICACOES NEUROLOGICAS

DIAS DE UTI

DIAS DE INTERNACAO

DERIVACAO DEFINITIVA

( )s ( N

CONDICOES DE ALTA

EXAMES POS OPERATORIOS

YTOMOGRAFIA
YJRESSONANCIA

TAIS EXAMES CORROBORAM
RESSECCAO

(

(

( )TOTAL ( ) SUBTOTAL
( )PARCIAL ( )BIOPSIA

ASPECTOS PATOLOGICOS

DIAGNOSTICO

TIPO HISTOLOGICO

REVISAO DE LAMINA

TRATAMENTO COMPLEMENTAR

QUIMIOTERAPIA

( )SC N

TEMPO ENTRE CIRURGIA E INICIO DA
QUIMIOTERAPIA

NUMERO DE CICLOS

DROGAS

COMPLICACOES

RADIOTERAPIA

( )sC N

TEMPO ENTRE CIRURGIA E INICIO DA
RADIOTERAPIA

NUMERO DE CICLOS

DOSE




SEGUIMENTO AMBULATORIAL

TEMPO DE SEGUIMENTO EM MESES

TEMPO DE SOBREVIDA EM MESES

VIVO ATUALMENTE(DEZEMBRO/2009) ( )S ( N
ULTIMOS EXAMES DE IMAGEM ( YTOMOGRAFIA DE CRANIO
DATA

( )RESSONANCIA DE CRANIO

() ESTUDO DE NEUROEIXO

ULTIMOS EXAMES DE LCR

EXAMES ATUAIS ( )LCR
DATA:

( YTOMOGRAFIA DE CRANIO

( )RESSONANCIA DE CRANIO

() ESTUDO DE NEUROEIXO

STATUS CLINICO ATUAL

REOPERACAO ()N

( )S
DISSEMINACAO LEPTOMENINGEA ( )S ( )N
DISSEMINACAO EXTRANEURAL ( )S ( )N
ESCAPE TERAPEUTICO ( )S ( )N

CAUSA MORTIS
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OBSERVACOES

ESTUDO GENETICO

EXPRESSAO OTX1

EXPRESSAO OTX2

GENOTIPO

( JOTX1+OTX2-

( )OTX1-OTX2+

( )OTXL1+OTX2+

( )OTX1-OTX2-
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ANEXO Il

Planilha 1: Nome, Registro hospitalar, nimero genoma(n), expressao OTX1
em namero absoluto e sim/ndo e expressdo OTX2 em numero absoluto e
sim/nao

NOME RGHC N OTX1 OTX1(Val oTX2 OTX2 (Val)
AFS 13518314 32 243,83 S 0,84 N
H
EAC 2801402D 40 29,42 S 0,00
BSA 3355923| 46 0,00 N 147,58
DOP 13529980 58 0,00 N 91,35 S
K
BDS 13533536 75 0,00 N 41,51 S
E
GAS 13538062F 85 1572,91 S 1,11 N
MPV 13557885 168 0,00 N 79,66 S
B
RGS 3222140A 311 87,66 S 0,00 N
JSP 13581576F 374 111,32 S 0,00 N
SCB 13471846 409 24,33 S 22,10 S
E
RBT 13473115 417 0,00 N 61,63 S
K
MRSB 13473548 420 66,05 S 11,81 S
E
LSP 13483694F 460 0,00 N 41,19 S
CCs 13487458 486 10,31 S 73,13 S
B
QRSC 44204134 519 0,00 N 123,14 S
E
CACL 77068274 615 1398,89 S 0,01 N
K
SAF 3098259D 670 839,55 S 0,14 N
JPCPC 13616839 673 5,40 N 39,00 S
B
LPC 13615755I 677 0,00 N 5,40 S
GSS 13629331l 741 0,59 N 0,00 N
GHKFS 3363119l 745 0,78 N 70,59 S
SAAS 13629851 746 6,65 N 48,16 S
E
GVRS 13634759I 767 0,00 N 63,84 S
VSM 6109085C 883 291,50 S 15,02 S
VCSJ 13668221 909 1,77 N 135,28 S
H
JSP 13673059 926 0,51 N 57,22 S
G
CLCMS 13686030 973 1278,53 S 91,89 S
A
NPS 13687191F 979 321,40 S 0,89 N
DFNB 13694504 1001 34,22 S 124,36 S
A
GVSG 13698445 1022 827,58 S 2,02 S
E
RGP 13711605 1062 2,48 N 54,90 S
H
VHPM  13715904J 1078 38,70 S 1,41 N
FFS 2998005I 1087 2087,90 S 0,02 N

WRL 13722180l 1094 35,58 S 2,13
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LMC
FSC

DDMR
GBS
BHGM

RSS
FJS

BAS
GCB

RBS
MEBR
MJBM
FWID
1ISP
RRS
WHAF
LHO

RGO

JCGS
MHGS
MGVRF
JVL
NAR
DBS
ARM

MV

3141909E

13735213
B
6130218G

6134615G

77088635
E
13847162
B
13858431
K
6157048C

13556389
A
BR

BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR

BR

BR
BR
BR
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Planilha 2: Nome , registro hospitalar, data de nascimento, sexo, idade ao
diagndstico e sintomas iniciais

NOME RGHC DN SEXO  ID DX SINTOMAS
AFS 13518314H  11/02/1961 M 39a6m  SONOLENCIA E INCOORDENACAO
EAC 2801402D  04/11/1975 F 25alm  CEFALEIA, DIPLOPLIA E INCOORDENAGAO
BSA 3355923l 11/11/1988 F 12alm  CEFALEIA E INCOORDENAGAO
DOP  13529980K  18/12/1993 M 7a6m  CEFALEIA, INCOORDENACAO E

PERDA VISUAL

BDS  13533536E  02/03/1999 F 2a7m  INCOORDENAGCAO E PARAPARESIA
GAS 13538062F  23/03/1997 F 3al0m  CEFALEIA E VOMITOS
MPV  13557885B  25/08/1991 M 10alm  CEFALEIA E INCOORDENAGAO
RGS 3222140A  24/04/1982 M 17a4m  CEFALEIA E INCOORDENACAQ
JSP 13581576F  04/01/1970 F 32a9m  CEFALEIA E INCOORDENAGAO
SCB  13471846E  12/04/2001 M 1A8m  DESEQUILIBRIO E TORCICOLO
RBT  13473115K  28/08/2002 F 0alOm QUEDA DO ESTADO GERAL

MRSB  13473548E  30/03/1972 M 30a9m  CEFALEIA E INCOORDENAGAO
LSP 13483694F  27/11/1971 F 31a3m  CEFALEIA
ccs 134874588  15/01/1978 M 25a3m  CEFALEIA E VOMITOS
QRSC  44204134E  08/05/1996 F 7alm  CEFALEIA E INCOORDENAGAO
CACL  77068274K  27/01/1971 M 32a8m  CEFALEIA E VERTIGEM

SAF 3098259D 27/01/1990 F 13allm INCOORDENAGCAO E VOMITOS

JPCPC  13616839B  23/11/2001 M 2a2m  VOMITOS E INCOORDENACAO

LPC 136157551  29/08/1993 F 10a5m  CEFALEIA E SONOLENCIA

GSS 136293311  04/10/1990 M 13a7m  CEFALEIA , VOMITOS E INCOORDENAGAO
GHKFS 3363119l 08/04/1998 M 6a0m  INCOORDENACAO

SAAS  13629851E  15/03/1968 F 36alm  INCOORDENAGAO , PARAPARESIA

E PERDA VISUAL

GVRS 136347591  13/10/1999 F 4a7m  INCOORDENAGAO E TREMOR

VSM 6109085C  04/04/2004 F 8m QUEDA DO ESTADO GERAL

VCSJ  13668221H  02/03/1998 F 6al0m  CEFALEIA, VOMITOS E ALTERAGAO

COMPORTAMENTAL
JSP 13673059G  23/03/1993 M 11allm CEFALEIA E INCOORDENAGAO
CLCMS  13686030A  21/01/2000 M 5a3m ESTRABISMO E ALTERAGAO
COMPORTAMENTAL

NPS 13687191F  03/05/1976 M 29a0m  CEFALEIA E VOMITOS
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Planilha 3:Nome, registro hospitalar, topografia tumoral, tipo hidtologico,
presenca de hidrocefalia(HCF) e disseminacéao inicial

NOME

AFS
EAC
BSA
DOP
BDS

GAS

MPV
RGS
JSP
SCB
RBT
MRSB
LSP
CCS
QRSC
CACL
SAF
JPCPC
LPC
GSS
GHKFS
SAAS
GVRS
VSM
VCSJ
JSP
CLCMS
NPS

DFNB

RGHC

13518314H

2801402D

3355923

13529980K

13533536E

13538062F

13557885B

3222140A

13581576F

13471846E

13473115K

13473548E

13483694F

13487458B

44204134E

77068274K

3098259D

13616839B

13615755l

13629331l
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13629851E

13634759l
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13668221H

13673059G
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13687191F
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CLASSICO

CLASSICO

CLASSICO

DESMOPLASICO

CELS GIGANTES

CLASSICO
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DESMOPLASICO

HCF
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RRS

WHAF

LHO

RGOG
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MHGS

MGVRF
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NAR
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MV

13698445E

13711605H

13715904J
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137221801
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Planilha 4: nome, registro hospitalar, grau de resseccéo , presenca de
derivacao ventriculoperitoneal definitiva, quimioterapia, radioterapia

NOME RGHC GRAU DE RESSECGAO DADA PELO DVP QT RXT
CIRURGIAO

AFS 13518314H SUBTOTAL S S S
EAC 2801402D TOTAL(1)TOTAL(2) S S S
BSA 3355923| SUBTOTAL S S S
DOP  13529980K TOTAL N S S
BDS  13533536E SUBTOTAL S S N
GAS  13538062F TOTAL N S S
MPV  13557885B TOTAL N S S
RGS 3222140A TOTAL S S S
JSP 13581576F TOTAL N S S
SCB  13471846E TOTAL S S N
RBT  13473115K TOTAL S S N
MRSB  13473548E TOTAL N S S
LSP 13483694F SUBTOTAL S S S
CCS  13487458B TOTAL S S S
QRSC  44204134E SUBTOTAL N S S
CACL  77068274K TOTAL N S S
SAF 3098259D TOTAL N S S
JPCPC 136168398 SUBTOTAL S S N
LPC 13615755I TOTAL S S S
GSS 136293311 TOTAL N N N
GHKFS  3363119I TOTAL N S S
SAAS  13629851E TOTAL N S S
GVRS 13634759l SUBTOTAL N S S
VSM 6109085C TOTAL S S N
VCSJ  13668221H TOTAL S N N
JSP 13673059G SUBTOTAL S S S
CLCMS  13686030A SUBTOTAL S S S
NPS 13687191F TOTAL S S S
DFNB  13694504A TOTAL S S S
GVSG  13698445E INCHAGCO CEREBRAL S N N
RGP  13711605H TOTAL S N N
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Planilha 5: nome, registro hospitalar, tempo se seguimento(follow up) ,

sobrevida, intervalo de recidiva e reoperagao

NOME

AFS

EAC

BSA

DOP
BDS

GAS

MPV
RGS
JSP
ScB
RBT
MRSB
LSP
ccs
QRSC
CACL
SAF
JPCPC
LPC

GSS

GHKFS

SAAS

GVRS

VSM

VCSJ

JSP

CLCMS

NPS

DFNB

GVSG

RGHC

13518314
H
2801402D

3355923

13529980K
13533536E

13538062F

13557885B

3222140A
13581576F
13471846E
13473115K
13473548E
13483694F
13487458B
44204134E
77068274K
3098259D
136168398
13615755

13629331

3363119
13629851E
13634759
6109085C

13668221
H
13673059
G
13686030A
13687191F
13694504A

13698445E

FOLLOW UP (m)

96

54

18

96

48

40
86
18
18
48
24
25
78
74
72
24
70

66
67
66
12

2m

58

24

55

24

obito

SOBREVIDA

(m)
115

48

79

17
6

110
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40
87
25
31
24
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26
81
74
74
25
73
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70
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12

61
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58
56

A RECIDIVA (m)
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10
PROGRESSAO
DIRETA
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N
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PROGRESSAO
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