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INTRODUCAO
O glioblastoma é a neoplasia maligna mais comum do sistema nervoso central,

com um prognostico de menos de 24 meses para a maioria dos pacientes. Poucos

marcadores bioldgicos estao sendo pesauisados a fim de se observar fatores
preditivos dos mesmos (Newcomb et al 1998, Korshunov et al 1999)

A apoptose, ou morte celular programada, tem um papel importante no controle
da proliferacéo celular em condicées fisiolégicas e patolégicas. E de especial interesse
o seu papel no desenvolvimento e progresséo dos tumores cerebrais. A desregulacéo
das vias genéticas que controlam a apoptose pode favorecer o crescimento e
desenvolvimento do tumor. A apoptose é ativada e regulada por inGmeros genes e
proteinas como p53, bcl-2, bax, entre outros. Sabe-se que o indice apoptético (I1A)
costuma ser maior nos glioblastomas que nos demais tumores astrociticos, porém sua
relac@o com o prognostico ainda é incerta (Ellison et al 1995, Heesters et al
1999,Korshunov A, et al 1999, Shiffer D, et al 1995).

O p53, um gene reguiador da proliferagao celular e um pré-apopidtico que esta
alterado em aproximadamente metade de todos os astrocitomas tem papel
controverso no prognéstico dos gliobiastomas (Cunningham et al 1997, Sipos et ai
1998).

O bci-2 e a famiiia de proteinas bcl-2 sdo considerados, em sua maioria, anti-
apoptoticos, conferindo uma sobrevida maior as células por impedir a morte ceiuiar. A
expresséo de bci-2 em cerios tipos de tumores, como prostata, mama, colo-retal,
tiredide e ovario, tem sido reiacionada a um pior prognéstico dos mesmos (Newcomb
EW, et al 1997). Entretanto, sua correlacao progndstica nos glioblastomas ainda é

O indice mitbtico (iM), avaliado através do MIB-1 (Ki-67) demonstra-se Giil na

graduacao dos astrocitomas, porém seu papel preditivo na sobrevida dos pacienies
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com glioblastoma nao foi confirmado (Ang et al 1994; Coons et al 1993, Heesters et al
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studo, pretendemos verificar a importancia da realizacdo de técnicas
imunoistoquimicas nos glioblastomas, observando se a presenca de genes alterados,
como o p53 e o hcl-2, e a presenca de apoptose podem, de alguma forma, contribuir
para um melhor entendimento e, conseqientemente, um melhor tratamento desta

neoplasia.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. HISTORICO

Foi Virchow, em 1863, que identificou o glioblastoma como um tumor glial. Em
1926 Bailey e Cushing mudaram o nome de espongiblastoma multiforme,
nomenclatura primeiramente usada por Mallory em 1914, para glioblastoma
multiforme. Na primeira classificacdo da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) o
glioblastoma foi agrupado na categoria de tumores embrionarios e pobremente
diferenciados (Zilch, 1976). A introducdo da imunoistoquimica e, particularmente a
expressdo para o GFAP, finalmente confirmou a origem glial do tumor (Eng et al,

1971, Eng e Rubinstein, 1978).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

1.2.1. INCIDENCIA

Os glioblastomas podem ocorrer em qualquer idade, mas afetam
preferencialmente adultos , com um pico de incidéncia entre 45 a 70 anos. E o tumor
mais freqilente do cérebro, representando 15-20% das neoplasias intracranianas e 50-
60% dos tumores astrociticos, existindo uma preponderancia pelo género masculino
em uma proporcao de 2:1 a 3:2. Na populacdo em geral tem uma incidéncia de na
populacéo norte-americana de 2-3 casos novos por 100.000 habitantes/ano.
1.2.2. LOCALIZACAO

Sua localizacdo preferencial & a substancia branca dos hemisférios cerebrais, em
particular os lobos frontais, seguidos pelos temporais, com envolvimento freqiiente do
corpo caloso e do hemisfério contralateral. Os glioblastomas de tronco cerebral sdo
menos freqiientes e ocorrem geralmente em criancas (Graham & Lantos, 1997; Russel
& Rubinstein,1989). A presenga de glioblastomas mulitifocais foi documentada por

Scherer (1940) , que relatou esta ocorréncia em 20% de seus casos. Em 1989, Russel



e Rubinstein observaram apenas 2,3% de glioblastomas multifocais em um grupo de

173 casos. Atualmente pode-se confirmar a origem policlonal dos tumores através de

marcadores moleculares (Biernat et al, 1995).

1.3. CLASSIFICACAO

um tempo de sobrevida de aproximadamente 12 meses, correspondendo ao grau IV
de malignidade, de acordo com a dltima classificagdo da OMS feita em 1999,
incluindo aqui as suas variantes histologicas: os gliossarcomas e o glioblastoma de

células gigantes (Kleihues & Cavenee, 2000).

1.4. DIAGNOSTICO

1.4.1. NEUROIMAGEM
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imagem observa-se tipicamente uma neoplasia cortical que se

extende da superficie das leptomeninges aos nicleos da base. A tomografia

cistos, areas de hiperdensidade podem ser vistas quando existem focos hemorragicos
intratumoral determinando um aspecto variegado as imagens. Apds a administracéo
do contraste uma impregnacéo anelar é bastante comum, podendo ser, entretanto,
heterogénea e difusa. Na ressonancia magnética observa-se em seqliéncia
T 1 uma massa pobremente delimitada com necrose ou cistos com sinal misto e, em
seqiéncia T 2 , uma massa com sinal alto ou misto e intensa e heterogénea
impregnacéo quando da administracdo endovenosa de gadolineo, geralmente com

minimo edema periférico (Osborn, 1994).

1.4.2. MACROSCOPIA
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uma massa mais ou menos esférica e circunscrita. Ja no envolvimento de mais de um



lobo observa-se um crescimento irregular da neoplasia, podendo formar a imagem da
borboleta, vista em cortes coronais, que representa o crescimento tumoral nos dois
hemisférios cerebrais separado pelo corpo caloso (Russel e Rubinstein 1989). A
necrose central pode ocupar até 90% da massa tumoral e, quando existem cistos, seu
interior contém um fluido gue representa o tecido necrético tumoral liquefeito. O tecido
residual é geralmente acinzentado podendo apresentar areas avermelhadas que
representam hemorragias, usualmente pequenas (Graham e Lantos, 1997, Kieihues e

Cavenee, 2000).

1.4.3. MICROSCOPIA

A histopatologia dos glioblastomas é extremamente variada necessitando para

proliferacdo vascular e/ou necrose, entretanto a visualizacdo de necrose e de
hipercelularidade suscita o diagnostico (Graham e Lantos, 1997, Russel e
Rubintein,1989). O pleomorfismo celular inclui células gigantes e multinucleadas,
granulares, indiferenciadas e lipidizadas. Um dos achados mais caracteristicos é uma
alta densidade de células pequenas e indiferenciadas acompanhadas de astrécitos
neoplasicos fusiformes. As células fusiformes se dispbem lado a lado e direcionam
seus prolongamentos para a area central da necrose formando a necrose em
pseudo-palicada, imagem tipica dos glioblastomas. A presenca das células fusiformes
é diagnoéstico de glioblastoma e sua prevaléncia nestes tumores é estimada em 83%
(Russel & Rubinstein, 1998). As alteracdes vasculares sdo parte importante do
diagnostico microscopico (Barker et al, 1996). A proliferacio endotelial, também
chamada proliferagdo microvascular, comumente localizada nas proximidades da
necrose, tem um papel na patogénese desta Ultima através da trombose desses vasos
neoformados e sua visualizac&o justifica o diagnoéstico de giioblastoma (Daumas-

Duport et al, 1988, Kieihues et al, 1993). As mitoses, tipicas ou atipicas, séo



frealientes e numerosas, apresentando-se geralmente em maior nimero ao redor do

foco necrético (Graham e Lantos,1997).
1.5. DISSEMINACAC E METASTASE

Os glioblastomas se caracterizam por apresentar uma rapida invasdo as
estruturas cerebrais adjacentes. O tumor pode estender-se do cortex até a capsula
interna, férnix, comissura anterior e radiacdes &pticas tornando essas estruturas
verdadeiras vias, permitindo a formacdo de novas massas tumorais no lado oposto do
sitio primario. A extensdo dentro e ao redor dos espacos perivasculares é bastante
comum, porém a invasdo do limen do vaso é infrequente. Infiltracdo localizada de
leptomeninges é seguida por uma firme unido com a dura mater, resultando em uma
pronunciada reacéo fibroblastica, que em algumas vezes, devido ao excesso de
reticulina e fibras colagenas pode ser confundido com um fibrossarcoma, necessitando
de estudo imunoistoquimico para sua diferenciacdo. A disseminacéo neoplasica
através do epéndima dos ventriculos laterais e do terceiro ventriculo ¢ infregliente e &
raro o desenvolvimento de metastases dentro do sistema ventricular e no espaco
subaracnodide. A disseminacido hematogénica a tecidos extraneurais, sem histéria de
manipulacao cirdrgica, € muito rara. Penetracdo da dura, seios venosos e 0sso é
incomum (Berntein et al, 1995, Graham e Lantos,2002, Hoffman, 1995, Kleihues e

Cavenee, 2000;).

1.6. ALTERACOES GENETICAS

Dentre todos os tumores de origem astrocitica o glioblastoma & o que contém o
maior nimero de alteracdes genéticas. Achados comuns incluem a perda dos
cromossomos 6, 10, 13 e Y e ganho de cromossomos 19 e 7, além de algumas

anormalidades estruturais dos cromossomos 1 e 9 (Collins, 1998).



Diferentes vias genéticas levam o glioblastoma a um fenétipo final comum. A
presenca de subgrupos de glioblastoma tem sido postulada com base em diferentes
combinacdes de mutacdes do P 53 | perda da heterozigosidade dos cromossomos 17p
e 10 e a amplificacdo do EGFR (Kleihues e Cavenee, 2000).

Glioblastomas Primarios versus Secundarios

De acordo com Von Deimling e colaboradores (1993), a amplificacéo do receptor
de fator de crescimento epitelial (EGRF) ocorre geralmente em pacientes idosos, sem
perda da heterogozidade do cromossomo 17p. Lang e colaboladores (1994), baseados
em uma amostra de 65 tumores astrocisticos, caracterizaram os glioblastomas
primarios como tumores sem mutacdo do p53, mas apresentando amplificagdo do
EGFR e perda da heterozigosidade do cromossomo 10; e os glioblastomas
secundarios como neoplasias com mutacdo do p53 e perda da heterozigosidade do
cromossomo 17 p. Um estudo mais recente de Watanabe K. et al (1996) fortaleceu as
afirmacdes acima, onde a mutacao do p53 e a expressao do EGFR foram analisadas
em bidpsias de glioblastomas primarios de pacientes com uma média de idade de 55
anos e histéria clinica menor que 3 meses, e em glioblastomas secundarios com
média de idade de 39 anos e evidéncia clinica e hisioiégica de progressao de
astrocitomas de baixo grau e anapiasicos A analise do DNA seqlenciai demonstrou
que as muiacbes do p53 eram raras em glioblastomas primarios (10%), mas
freqlientes em giiobiastomas secundarios (71%). Em contraste, a imunorreatividade
para EGFR predominou em glioblastomas primarios (58%) e foi rara nos secundarios
(8%). Uma associagao enire a ampiificagao do EGFR e a delecao do gene kinase

dependente de ciciina N2a (CDKNZa) mapeado no cro
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geralmente contém mutac¢des do gene p53 como alteragdo mais precoce detectavel
(Kleihues et al, 1999).

1.7. FATORES DE PROLIFERACAO E MORTE CELULAR

Proliferacao

z

A atividade proliferativa é usualmente proeminente nos glioblastomas,
verificando-se a presenca de numerosas mitoses tipicas e atipicas. A visualizagdo das
células em proliferacéo pode ser feita através de visualizacao morfoldgica das figuras
mitbticas pela coloracdo usual da hematoxilina-eosina e também pela expresséo de
proteinas nucleares associadas a proliferacéo celular como o Ki-67 / MIB -1, através
da técnica da imunoistoguimica (McCormick et al, 1993).

Ki-67/MIB-1

O anticorpo monoclonal Ki-67 foi desenvolvido durante estudos para reconhecer
uma proteina nuclear nas células normais em proliferacdo e produzir um anticorpo
nuclear especifico para as células de Reed-Sternberg. O anticorpo, da classe 1gG 1,
encontra-se presente nos nucleos de células em proliferagao durante todas as fases
do ciclo celular (G1, G2, S e M) exceto na fase GO (Burger et ai, 1986)

A técnica imunoistoquimica para deteccdo do anticorpo Ki-67 é limitada pela
necessidade de utilizar tecido congelado. O advento do anticorpo MiB-1 associado ao
Ki-67 trouxe a vantagem de poder ser usado em tecidos fixados em formalina e
embebidos em parafina (MC Cormick, et ai, 1993). Desde o desenvoivimenio do
anticorpo MiB-1 , este tem sido bastante utilizado como marcador de proliferacéo
ceiuiar em pacientes com tumores cerebrais (Grzybicki et ai, 1999).

Nos gliobiastomas o indice de pioiiferagao ceiular determinado peios anticorpos

Ki-67/MiB-1, caiculado peia divisao do numero de céluias coradas peio numero de

céiuias totais, é bastanie varidvel devido & heterogensidade fenotipica deste tumor.
Esta heterogeneidade resulia em uma enorme variabilidade intratumoral e intertumorai

deste indice que pode ser de menos de 1% aié 22% (Deckert et al, 1989, Kieihues e



A necrose é considerada como produto final de uma injdria celular irreversivel e é
considerado um processo patoldgico passivo. Nos glioblastomas pode corresponder a
mais de 80% da massa tumoral e sua origem correlaciona-se com um suprimento
sanguineo insuficiente. Ocasionalmente, vasos preservados com uma coroa de células
viaveis sdo vistas no interior de extensas areas necréticas, confirmando-se que esta
necrose € de natureza isquémica e esté associada a um pior prognostico (Burger,
1987, Kleihues e Cavenee, 2000).

Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, ao contrério da necrose, representa
uma forma complexa e ativa de morte celular, onde células individuais s&o submetidas
a auto-destruicdo sem, entretanto, danificar células vizinhas ou provocar qualquer
reacao inflamatoria (Cummings et al,1997; Soini et al, 1998).

Jonh Kerr em 1970 evidenciou este tipo de morte celular estudando figado de
ratos e a denominou necrose por contragao. O termo apoptose foi sugerido por James
Cormack, professor de grego cidssico da Universidade de Aberdeen na Austraiia,
significando a queda de pétalas de flores ou das foihas de arvores no outono
(Cummings et ai, 1997, Kerr et al, 1972)

A apopiose ocorre em diferentes tecidos sob condicbes variadas. No SNC
demonstram um importante papel durante o desenvolvimento embrioiogico,
envoivendo um significante numero de céluias que varia de 20 até 80%, geraimenie
uim estadio finai da maturagao neuronai (Oppenheim , 1991). Além de
ocorrer em condicdes fisiolbgicas no periodo embrionario, a apoptose € vista em

&1

patolbgicas como doencgas inflamaidiias, degenerativas e est
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crescimenio e progressdo de neoplasias (Anderson et ai, 1996; Linnik et al, 1996,

Soini et ai, 1998; Tews et al,1595).



Trés fases podem ser distinguidas na apoptose: fase de iniciacéo, fase efetora e
fase de degradagdo (Susin et al, 1997). Na fase de iniciacdo ha o recebimento do
estimulo provocador do processo apoptético. Um grande nimero de estimulos pode
ser indutor de apoptose como agentes quimioterapicos, radiacéo y e ultravioleta, calor,
distirbios osmédticos, altos niveis de calcio, dxido nitrico (Thompson et al, 1995). A

apoptose também é ativada e modulada por numerosos genes e suas proteinas
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as caspases, Bax, Fas, Fas-lL, p53 e fatores inibidores como Bcl-2. Todas estas

proteinas e genes interagem entre si em um processo complexo que determina quais

processo ja ativado porém reversivel e na fase de degradacdo nao ha mais um ponto
de retorno havendo a destruicio da célula (Soini et al, 1998,Susin et al, 1997).

A apoptose geralmente afeta uma célula ou um pequeno grupo de células de
modo assincrénico. As mudancas microscopicamente detectaveis séo a condensacéo
da cromatina formando massas granulares dispostas ao longo da membrana nuclear
das células, enrolamento dos contornos nuclear e celular e fragmentacéo do nucleo.
Finalmente as células se desintegram em corpos apoptéticos delimitados por uma
membrana que contém em seu interior restos nucleares. Histologicamente aparecem
como massas ovaladas ou arredondadas, eosinofilicas e variam grandemente de
tamanho. Apds a formacgao dos corpos apoptoticos estes sdo rapidamente removidos
por macrofagos circunvizinhos. A duragéo do processo de morte celular por apoptose
depende do estimuio e do tipo de céiuia e usuaimente & estimada variando de 12 a 24
horas. As mudancas morfoldgicas visiveis ocorrem nas Uitimas 2 a 3 horas e
correspondem a fase de degradacdo (Cummins et ai, 1997, Kerr et ai, 1972,
Schwartzman et al, 1993, Soini et ai, 1998). Recentes avangos na biologia molecuiar
levaram ao desenvoivimenio de meétodos enzimas-mediados de imunoistoquimica que
coram fragmentos finais de DNA em apoptose através do uso da DNA poiimerase ou

deoxinucieotidil terminai transferase (TUNEL) permitindo a visualizagao das céluias em



apoptose, mesmo em fases iniciais, que ndo seriam visualizadas pela hematoxilina-
eosina (Moleur et al, 1998).
bel-2

O gene de leucemiallinfoma de célula B, o bcl-2, foi primeiro identificado em
estudos de patogénese do linfoma ndo- Hodgkin. Localizado no cromossomo 18 g 21,
codifica uma proteina associada a membrana intracelular que confere uma maior
sobrevida aos linfocitos B por inibir a apoptose. Fisiologicamente, a proteina é
expressa em linfocitos, tiredide e neurbnios. Elevados niveis de proteinas expressadas
pelo bcl-2 tém demonstrado conferir uma resisténcia celular a apoptose induzida por
varios estimulos, incluindo apoptose induzida por proteinas do gene p53. Alguns
membros desta familia, entretanto, apresentam um papel pré- apoptético, como o bax.
O gene bcl-2 pode ser considerado uma barreira que delimita quais as células que iréo
viver ou morrer, inibindo a acdo das caspases. Estas enzimas fazem parte da familia
das Enzimas Conversoras de Interleucina (ECI) e participam de todo o
processo de apoptose ativando as DNases que levam & fragmentagao cromossémica
do DNA durante a apoptose (Ernari et al, 1998, Ellison et al, 1995, Han et ai, 1996,
Soini et al, 1998).
p53

O gene p53, localizado no cromossomo 17 p 13, tem fungbes como a produgao
do fator de ativacao de transcripcdo e esta envoivido no reparo de DNA, reguiacao do

cicio ceiular e iniciagao de apopiose. Um papei centrai atribuido ac p53 é a reguiaca
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da expressao génica de vanas proteinas associadas a apoptose inciuindo a ativagao
da Bax e Fas e a inibicdo do bcl-2. Anormaiidades do gene p53 e suas proteinas
anuiam as agdes acima descritas € podem tevar a uma replicacéo de DNA aiterado,

promovendo a transformacio neopigsica peia perpetuacio do DNA daniticado.

Mutacbes de p53 esido preseniss em uma vanedade de tumores & muilo iem- se
pesquisadc sobie o papet do p53 como uim pré-oncogene ou uff gene SUpressor 4o
crescimento necplasico (Bllison et al, 1882, Montenarh , 1882, Tews, 1888).
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1.8. FATORES PROGNOSTICC

w

Os glioblastomas estdo entre as neoplasias humanas mais malignas com uma
média de sobrevida de menos de um ano. A presenca e a extensao da necrose nos
glioblastomas se correlacionam com o progndstico e a area de necrose tende a ser
menor em adultos jovens, refletindo um prognéstico mais favoravel neste grupo de
pacientes (Barker et al, 1996, Burger et al, 1987).

Os pacientes jovens, menores de 45 anos, tém um prognoéstico melhor quando
comparados aos idosos. Este fato pode ser explicado pela maior frealiéncia de
glioblastomas secundarios em jovens (Burger et al, 1987). Shafqat et al (1999)
sugerem que a progressao maligna é diretamente relacionada a uma idade mais
avancada.

Ha um consenso geral que o indice de proliferacdo celular MIB-1 e outros
marcadores relacionados a proliferacdo séo Uteis para diferenciacdo entre os
astrocitomas Grau Il e lll, mas tém pouco valor dentro da categoria dos glioblastomas
para determinar, individualmente, prognosticos de pacientes (Heesters et al, 1999).

O indice de apoptose em glioblastomas como fator prognéstico ainda é
coniroverso. Varios estudos demonstram que o indice apopiotico (IA) € maior nos
glioblastomas que nos demais tumores astrociticos, porém a presenca do IA nao
infiluencia no prognésiico dos pacienies com giiobiasioma (Carrol, 1997, Eliison et al,
1995, Heersters et al, 1999, Schiffer et ai, 1995, Sipos et ai, 1998).

.......

apopiose, a presenca de bcl-Z € a sobrevida de pacienies com giiobiasioma ém sido



geralmente positivos para mutacées de p53, em contraste com os glioblastomas
primarios que sdo p53 negativos. Alguns estudos nao observam correlagdo entre as
mutacdes do p53 e a sobrevida dos pacientes (Cunninham, 1986, Newcoomb et al,
1998). Outros demonstram uma relacdo desfavoravel entre as mutagbes do p53 e a
sobrevida e existem ainda estudos sugerindo que as mutacbes do gene em tumores
com alto grau de malignidade podem conferir um prognéstico mais favoravel (Van
Meyel et al, 1994).

Determinar a correlacdo entre apoptose, genes relacionados a este fenémeno
como Bcl-2 e p53 e o prognodstico de pacientes com glioblastomas parece ser (til para
o ftratamento desta neoplasia quando utilizados agentes quimioterapicos,
radioterapicos ou imunoterapicos, pois todas estas modalidades de tratamento incluem
o fendémeno apoptose no seu mecanismo de acéo (Deinninger et al, 2000, Kaiser et al,
2000, Nieder, 2000).

OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € verificar algumas alteracbes genéticas dos
glioblastomas através de anadiise imunoistoquimica e a presenca de apoptose. Os
objetivos especificos sao:

i- Verificar a possivel relacdo enire as aiteragbes genéticas pesquisadas (bci-2 e
p53) e o indice proiiferativo, airavés do MiB-1, com a presenca de apopiose nos
giiobiastormnas;

2- Verificar se exisie um papei progndstico € preditivo da apopiose, do indice mitdiico

através do MiB-1, da presencga de bci-Z, p53 e idade nestes pacienies;

3- Verilicar se exisie uma relagao entre as variaveis imunoistoguimicas pesquisadas

[
(8]
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RESUMO

O glioblastoma é o tumor neurocectodérmico mais comum e também o mais

{

maligno. Muitas sfo as alteragdes genéticas encontradas nos glioblastomas, entr

)

elas, a presenca de oncoproteinas p53 e bel-2, além de um elevado indice mitético e
presenca de apoptose. A utilidade desses achados, através da imunoistoquimica, no
prognastico dos pacientes ainda permanece incerta. Nossos objetivos neste estudo
foram verificar a presenca de apoptose, bcl-2, p53 e o indice proliferativo (MIB-1),
através de imunoistoquimica, em 30 glioblastomas obtidos através de resseccéo
cirurgica entre agosto de 2000 e agosto de 2001 e também as correlacdes entre estas
variaveis imunoistoquimicas e a idade dos pacientes € o tempo de sobrevida.
Também pesquisamos as correlacdes entre as varidveis imunoistoquimicas entre si.
Para os calculos de correlacéo utilizamos Correlacdo de Pearson e Spearmann e a
sobrevida foi calculada através do método de Kaplan- Meier. Resultados: Nao houve
correlacdo entre as variaveis imunoistoquimicas e o tempo de sobrevida. Também nao
houve correlac@o entre estas variaveis e as idades dos pacientes. Encontramos uma
correlagao inversa de grau moderado entre o indice apoptdtico (IA) e o indice mitdtico
(iM) (p= 0,058) e também uma correicao inversa entre bci-2 e IM. Conciusao: Nosso
estudo nao demonstrou nenhum dos achados imunoistoquimicos pesquisados como
tendo um vaior preditivo no prognoéstico dos giiobiastomas. Houve uma correiacéo
inversa enire iA e iM, j& demonsirada em aiguns esiudos e também uma correiacéo
inversa enire bci-Z e iMi, achado que pode demonstrar um papei pro-apopioético do bci-

2 neste grupo de tumores.
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INTRODUGAO

O glioblastoma é a neoplasia maligna mais comum do sistema nervoso central,

0

om um progndstico de menos de 24 meses para a maioria dos pacientes. Poucos

ey

atores progndsticos tém sido identificados nestes tumores, e, atualmente varios
marcadores biolégicos estdo sendo pesquisados a fim de se observar fatores
preditivos dos mesmos (Newcomb EW, et al 1998; Korshunov A, et al 1999)

A apoptose, ou morte celular programada, tem um papel importante no controle
da proliferacéo celular em condicdes fisiologicas e patolégicas. E de especial interesse
0 seu papel no desenvolvimento e progressado dos tumores cerebrais. A desregulacao
das vias genéticas que controlam a apoptose pode favorecer o crescimento e
desenvolvimento do tumor. A apoptose é ativada e regulada por inUmeros genes e
proteinas como p53, bcl-2, bax, entre outros. Sabe-se que o indice apoptdtico (1A)
costuma ser maior nos glioblastomas que nos demais tumores astrociticos, porém sua
relacdo com o prognostico ainda € incerta (Ellison et al 1995, Heesters et al 1999,
Korshunov et al 1999, Shiffer et al 1995).

O p53, um gene regulador da proliferacao celular e um pro-apoptético que esta
alterado em aproximadamenie metade de todos ©os asirocitomas ftem papel
controverso no prognostico dos giiobiastomas (Cunningham et al 1997, Sipos et ai

1998).

<«

O bci-2 e a famiiia de proteinas bci-2 sao considerados, em sua maioria, anti-
apopitoticos, conferindo uma sobrevida maior as céiuvias por impedir a morte ceiuiar. A
expressao de bci-Z2 em certos tipos de tumores tem sido reiacionada ao prognostico

3% & 7 o

dos mesmos (Newcomb EW, et ai 1997). Entretanio sua correlagao prognosiica nos

o

giiobiasiomas ainda

]

corniroversa (Eliison et ai 1995, Nakasu et ai 1994, Sciviier et ai
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com glioblastoma nao foi confirmado (Ang et al 1994, Coons et al 1993, Heesters et al
1999), pois varia amplamente de 1 2 22%.

Neste estudo, pretendemos verificar a importancia da realizagéo de técnicas
imunoistoquimicas nos glioblastomas, observando se a presenca de genes alterados,
como o p53 e o bcl-2, e a apoptose podem, de alguma forma, contribuir para um

melhor entendimento e, conseqilentemente, um melhor tratamento desta neoplasia.



MATERIAL E METODOS
Populacio em estudo
Foram estudados trinta pacientes com idade superior a 18 anos submetidos a

resseccao cirlrgica total de tumor cerebral nos hospitais Sao José, Beneficiéncia

o

ortuguesa e Sado Lucas da PUC e com diagnéstico anatomo-patolégico de
glioblastoma, entre agosto de 2000 e agosto de 2001, sem histéria de radioterapia,
quimioterapia e/ou resseccéo tumoral prévias. O seguimento foi contado a partir do
primeiro dia da cirurgia até 12 meses apés o procedimento. O conhecimento das
datas de Obitos se deu através do atestado de &bito fornecido pelo 6rgdo publico
responsavel.

Imunoistoquimica

Foram estudadas 30 pecas ressecadas e fixadas em formol e incluidas em
parafina Apds foram cortadas na espessura de 5um, desparafinadas e reidratadas
para realizacdo da técnica imunoistoquimica usando o método da Estreptoavidina-
Biotina-Peroxidase para visualizagdo da presenca de p53, bcl-2 e Ki-67- Mib1. O
material foi levado ao forno de microondas, a fim de reverter o efeito da fixacéo pelo
formol, em solucdo tampéo de citrato (pH 6.0) até a solucdo entrar em ebulicdo,
quando foi reduzido a moderadas temperaturas e mantido por mais 15 minutos para
manter-se em ebulicdo com paradas para repor liquido perdido quando necessario. A
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com metanol contendo 0,3% H202
por 30 minutos. Os cortes foram lavados com PBS. O material foi entdo incubado com
anticorpos monoclonais primarios e deixados por uma noite no refrigerador. Os
anticorpos primarios usados foram os seguintes: para p53 (D07, Dako) um anticorpo
moneoclonal de rato diluido em 1:500; para bcl-2 (Clone 124; Dako) também um
anticorpo monoclonal de rato diluido em 1:400 e para Ki-67-Mib1 (Dako) um anticorpo
monocional de rato em uma diluicdo de 1:2000. Apos lavagem com PBS os cortes

foram incubados com anticorpo secundario anti-rato duranie 30 minutos em



temperatura ambiente, o complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase por 30 minutos,
com lavagens com PBS entre as etapas. A ligacio antigeno-anticorpo foi visualizada
com o cromageno DAB e contra-corada com hematoxilina. Como controle positivo foi
usado cancer de mama previamente positivo para p53 e KI-67/MIB-1 e linfonodo para
BCL-2. A apoptose foi determinada através da técnica de TUNEL utilizando-se o kit
Apoptag plus peroxidase in situ (S7101, Intergen). O material foi incubado com
proteinase K por 10 minutos a temperatura ambiente e apds foi bloqueada a
peroxidase endbégena com H202 por 5 minutos. Os reagentes contidos neste kit sdo
designados para marcar o DNA 3 OH terminal livre in situ com nucleotideos
marcados. Os nucleotideos contidos na reacdo tampao sao enzimaticamente ligados
ao DNA pela deoxynucleotidil transferase (TdT). A incubacéo com TdT é feita a 37
graus Celsius por 60 minutos € a enzima catalisa uma adicdo de nucleotideos
trifosfatos ao 3' OH final do DNA de fita dupla ou dnica. A partir dai os nuclectideos
incorporados formam um oligbmero composto de digoxigeniné em uma sequéncia
randomizada. Apés ha uma lavagem com solugao tampéo por 10 minutos e entao e
aplicado o anticorpo anti-digoxigenina e incubado em ambiente Umido por 30 minutos
em temperatura ambiente. A deteccao da ligacéo antigeno-anticorpo se faz através da
imunoperoxidase seguido peio cromogeno DAB. Como controie positivo foi utiiizada
prosiaia de raio casirado. A omissdo da enzima Tdt durante a técnica de TUNEL foi
usada como coniroie negativo e resuitou na nao coioragao da iamina.

Para visuaiizacao das céiuias tumorais foram observados 10 campos de grande

aumento (x 500), seiecionando-se regides centrais dos tumores e evitando-se areas
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utiizamos a mediana e a amplitude interquartil (P25 e P 75). A estimativa de
sobrevida foi descrita utilizando-se o método de Kaplan-Meier. Comparagdes de
caracteristicas entre os dois grupos (mortos e sobreviventes) foram feitas pelo teste de
Qui-Quadrado (proporcdes), Teste t de Student (variaveis quantitativas simétricas) e
Teste U de Mann- Whitney (varidveis quantitativas assimétricas). Para avaliacéo das
assoociacdes entre os marcadores imunoistoguimcos, sobrevida e idade utilizamos o
Coeficiente de Correlacdo de Pearson. Devido as distribuicbes assimétricas
observadas, procedeu-se a transformacao logaritmica em diversas variaveis. O nivel
de significancia adotado foi de o = 0,05. Os dados foram analisados com o auxilio dos

programas SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 100 e

SigmaPlot versdo 7.0.



RESULTADOS

Como pode ser visto na tabela 1 ha uma predominancia do sexo masculino
(70%), sendo que a média de idade dos pacientes foi superior a 55 anos. Nao foram
detectadas diferencas significativas entre os grupos de pacientes mortos e
sobreviventes. Tanto o indice de apoptose, como os outros marcadores
imunoistoquimicos bcl-2, MIB-1 e p53, apesar de apresentarem algumas oscilagoes
entre os grupos, ndo foram encontradas diferencas de relevancia estatistica (ver
tabela 2). A curva de mortalidade (figura 1) apresentou uma ocorréncia de Obitos
relativamente constante e regular, sendo que no final de 12 meses, atingiu uma
probabilidade estimada de sobrevida de somente 25%. A grande maioria dos
coeficientes de correlacdo entre as varidveis representadas nas figuras 2,3 e 4
apresentaram forca de associacéo trivial ou muito pequena com excecéo ao MIB-1
que apresentou correlacio inversa de grau moderado com o indice de apoptose e bcl-

2.



Tabela 1: Variaveis demograficas em pacientes com

Verail

diagndstico de ghoblastoma (n=30)

Variavel

Valor

Sexo masculino, T (%o)

Idade, anos 57.5%11.9
Os dados sfo apresentados como fregiiéncia (percentual) e
médiatdesvio padrido

Tabela 2: Comparagfio de variaveis demograficas

e imunoistoquimicas em pacientes

mortos e sobreviventes com diagnostico de glioblastoma

Varidvel Mortos Sobreviventes -

n=22 n=§ )
Sexo masculino, £(%) 15 (68,2) 6 (75,0) 0,999
Idade, anos 59,5+12.3 51,9490 0,122
Apoptose, % 7.5(4.2 a36.0) 50(2.5a264) 0.344
Bcl-2 0.0(0.0a118) 30(0.0a139) 0.662
p53 0.0(0.0a252) 2.2(0.0249.6) 0.629
MIB-1 20.5(13.9a28.7) 297 (156 a33.4) 0.202

Os dados s#o apresentados como freqiiéncia (percentual) e mediana e amplitude

interquartil (P25 a P75)
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Figura 1. Curva de Kaplan-Meier representado a sobrevida de 30 pacientes
com diagnodstico de glioblastoma.
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Figura 5 - Glioblastoma com imunoistoquimica posiiiva
para BCL-2 (obietiva 20x)

Figura 6 - Presenca de células em apoptose em
i1

glioblastoma pela !:écz ca de TUNEL (obijetiva 20x)
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blastomas s&o um grupo de neoplasias que tém uma ampla variedade de
achados histoldgicos e biolégicos e, que no entanto, apresentam uma sobrevida
homogénea de aproximadamente 1 ano. Até o presente, a idade no momento do
diagnoéstico (abaixo de 45 anos) é um dos poucos critérios de relevancia para o
prognéstico dos pacientes (Burger e Green, 1987, Salmon et al, 1994). No nosso
estudo ndo houve diferenca significativa entre as idades dos pacientes e o tempo de
sobrevida (tabela 2). Notamos porém que houve uma tendéncia de os pacientes do
grupo de Obitos apresentarem uma média de idade superior ao grupo dos
sobreviventes (59,5 anos e 51,9 anos, respectivamente). Esta diferenca
provavelmente teria relevancia estatistica se o nimero amostral fosse maior. Também
ndo notamos relacdo significativa entre a idade e as diferentes expressdes das
variaveis imunoistoquimicas, com ja foi demonstrado em estudo prévio de Newcoomb
et al, 1998 qgue ndo observaram relacio entre a sobrevida de pacientes com
glioblastoma e a expresséo de p53, bcl-2, p16, EGFR e MDMZ2, os trés Ultimos ndo
estudados por nés. (figura 3).

A apoptose & uma forma ativa de morte celuiar que requer sintese de proteinas e
macromoiécuias e esta associada com mudangas morfoldgicas distintas. A apoptose é
um processo fisioiogico importanie para manter a homeostasia tecidual e eliminar
céiuias aberranies (Reed et ai, 1991, Carroi et ai, 1997). Aiguns estudos demonstram
que o iA @ maior nos giiobiastomas que nos demais tumores astrociticos.  Eilison et
ai, 1995 observaram que o iA aumentava a medida que aumentava a anapiasia dos
iumores asirociiicos, num iotali de 81 casos, sendo que 116 eram astrociiomas

sirociioimas de baixo grau possuiam um A menor gue os
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um maior IA nos glioblastomas que nos astrocitomas anaplasicos e ndo encontrou um
papel progndstico do A na sobrevida destes pacientes. Tews (1999) estudando 46
gliomas, encontrou um I|A maior nos glioblastomas que nos demais tumores
astrociticos e, assim como Heesters e colaboradores, ndo encontrou uma relacio do
IA com a sobrevida. Entretanto, Shiffer et al (1995) estudando 180 tumores
neuroepiteliais humanos encontraram um IA menor em glioblastomas que nos demais
gliomas mas, a semelhanca de Heesters e Tews, ndo demonstraram um papel
prognoéstico da apoptose nestes tumores. Ja Korshunov et al (1999) encontraram uma
relacdo direta significativa entre o IA e a sobrevida de 168 casos de glioblastomas. Os
nossos resultados ndo demonstraram correlacéo significativa entre apoptose e o
tempo de sobrevida (figura 2).

A regulacdo da apoptose ocorre através de inimeros mecanismos. Como parte
deste complexo controle a proteina p53 é considerada pro-apoptotica. Entretanto, sua
mutacao, vista em processos neoplasicos, pode anular a sua condicdo de regulador de
crescimento celular (Ellison et al, 1992, Symonds et al, 1994). Perda ou mutacao do
gene pb3 tém sido detectadas em muitos gliomas e representam um evento precoce
na origem dos astrocitomas (Van Meir et al, 1994). Cunningham et ai (1997)
anaiisaram 120 tumores giiais e observaram positividade para p53 em 85% dos casos,
porém nao enconiraram reiacdo enire a presenca de p53 e o iempo de sobrevida.
Kraus et ai (2001) também nao demonsiraram uma reiacdo enire a presenca de p53
nos giioblastomas primarios € o prognostico dos pacienies. Jaros et ai (1992) e Van

= i

ivieyei et ai (1994) demonsiraram uma reiagéo significativa entre a mutacao do gene

ue Nao nouve associagao enire a presenca de p53 e o tempo de sobrevida dos
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glioblastomas, estratificado por idade, pois sabemos que a presenca do p53 é maior
nos glioblastomas secundarios, que sdo encontrados em pacientes mais jovens e,
portanto, com prognéstico melhor.

Tem-se sugerido que o IM dos gliomas pode ter um valor preditivo no
prognostico dos mesmos (Cunningham et al, 1997, Kirkegaard et al, 1998). Ehrmann
et al (1997), demonstrou uma relacdo entre a proliferacdo celular (medida pela
expressdo da proteina PCNA) e o prognédstico de 42 tumores astrociticos. No estudo
de Cunningham et al (1997), houve uma relacéo de prognédstico com os valores de
MIB-1 e PCNA, que desapareceram apés um ajuste para idade e graduacéo dos 120
tumores astrociticos.

Outros estudos demonstram que, apesar de haver um aumento da proliferacéo
celular com o aumento do grau de malignidade nos astrocitomas, néo se demonstra
claramente o valor prognoéstico do IM nos glioblastomas (Heesters et al, 1999, Schiffer
et al, 1997, Hsu et al, 1997). Observamos que nao houve relagao entre os indices de
proliferacdo celuiar e o tempo de sobrevida, confirmando os achados dos estudos
supracitados. Houve, no entanto, uma correlagéo inversa de moderada intensidade

O bel-2, gene estabeiecido com supressor de morte celuiar programada, néo é
encontrado em astrécitos normais deniro do coriex, substancia branca ou cerebeio.
tniretanio € deieciado em mais da meiade dos asirociiomas em aduitos, como
demonsirado por tiiison et ai (1995) que enconiraram a presenca de bci-Z2 em 44%
dos astrociiomas fibriiares, 42%dos astrocitomas anapiasicos e 28% dos

giiobiasiomas, por Riegei

positividade de 70%para bei-Z2 e por Newcomb et al (1997) que observaram 57% de
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(1997) e Newcomb et al (1998) (figura 2). Verificamos, porém uma correlacao inversa
estatisticamente significativa (p= 0,034) entre o indice de bcl-2 e o indice de
proliferacéo celular (figura 4) . Esse resultado pode indicar um papel maior do bax
integrante da familia bcl-2 com funcio pré-apoptética, neste grupo de tumores, porém
necessitam-se estudos futuros para esclarecer esse achado.

Nosso estudo teve limitacbes no que se refere a verificacdo de fatores
prognédsticos importantes nos glioblastomas como a quantificacéo da massa tumoral
ressecada por exame de imagem pré e pés-operatérios, a condicéo clinica do paciente
no momento pré e pds cirtirgico através de exame clinico e neurolégico e o tempo de
evolucdo da doenca até o momento diagnéstico, que € um dos critérios para
classificacio entre glioblastomas primarios e secundarios.

Concluséo

Podemos observar no nosso estudo a correlacéo inversa entre o 1A e o IM
sugerindo que a presenca de apoptose pode impedir o crescimento tumoral, apesar de
nao haver sido demonstrado uma relacéo significativa entre a presenca de apoptose e
o tempo de sobrevida. Também vemos uma reiacao inversa entre o indice de bcl-2 e o
iivi. Ndo encontramos dados semelhanies na literatura, desta forma, estudos
posteriores necessitam ser feitos para confirmar este achado. Em nosso estudo
nenhum dos fatores pesquisados foi reievante para o prognésiico dos pacienies,
porém como ja foi discutido, houve uma tendéncia do grupo de pacientes com idade
menor de 45 anos ier uma sobrevida maior. Aiém disso, podemos conciuir que o

endémeno da apopiose nos giiobiasiomas depende de vias genéticas bastanie
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Glioblastoma is the most common newoeclodermic tumor. 1t s also the most

malignant. Many genetic changes are found In glioblastomas, among them, the presence
of oncoproteins p53 and bic-2, as well as a high mitotic level and the presence of
apoplosis. The utlity of such findings through imunohistochemistry for the prognosis of

patients remains uncertain. Our objectives in this study were to verify the presence of

apoptosis, blc-2, 063, and the proliferative index (MIB-1), through mrmunohistochemisiry,

in 30 glioblasiomas obtained by surgical resection beiween Augusi, 2000 and August,

H

2001, as well as comelalions betwesn those imunohisiochemical varigbles and ihe
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method. Resulls: No correlation was found belween immunohistochemical variables and

survival time. There was also no correlation between those variables and the patients’

age. A moderate inverse correlation was found between the apoplolic index (Al) and the

£

mitolic Ingex (MD) {p = 0.058), besides a nverse correlation belwsen blc-2 and Ml

Conclusion: Our sludy has not demonstrated any of the examined immunohistochemical

findings as having a prediclive value in the prognosis of glioblastomas. A reverse
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correlation was found between Al and Mi, which has aiready been demonstrated by a few

T%» Zm .w

wj?

Q""L

studies, as well as a inverse cofreistion belwesn bic-2 and M. 5 ing can

PR SO AP WS P

gemonsirate bic-2 as having

P

WHTIONS.

Q ;°
5
=
ﬁ
i
(e
<
E
&
§L
=
e

(W8]



INTRODUCTION

Glioblastoma is the most common malignant neoplasia of the central nervous
system, with a prognosis of less than 24 months for most patients. Few prognostic factors
have been identified in such tumors. Several biological markers are currently under
research, in order to verify their predictive factors (Newcomb EW, et al 1998; Korshunov
A, et al 1999).

Apoptosis, or programmed cell death, plays an important role in cell proliferation
controi in physioiogicai and pathoiogicai conditions. Such roie has speciai interest for
brain iumor deveiopmeni and progression.

s

controlling apoptosis can favor growth and « a tumor. Apopiosis is aciivated

other astrocytic tumors, but its relationship with prognosis is still uncertain (Ellison et al
1995, Heesters et al 1999, Korshunov et al 1999 Shiffer et al 1995).

P53, a cell proliferation regulating gene, and a pro-apoptotic which is altered in as
much as half of all astrocytomas, has a controversial role in glioblastoma prognosis
(Cunningham et al 1997, Sipos et al 1998).

Bci-Z2 and the blc-2 protein family are mostly considered anti-apoptotics, providing
ceils with a ionger time of survival by preveniing cell deaih. bic-Z expression in some
tumors has been related io their own prognosis (Newcomb EW, et al 1597). However, its
prognostic correlation in glioblasiomas is siill controversiai (Elison el al 1985, Nakasu et
al 1994, Shiffer et al 19686).

The mitotic index (M), assessed through MIB-1 (Ki-87), has proven useful in
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been confirmed (Ang ef al 1994, Coons et al 1993, Heesters et al 1999), as it exceeding
ranges from 1 to 22%.

In this study, it was intended to verify the importance of conducting
immunohistochemical techniques on glioblastomas, noting if the presence of altered

genes, such as p53 and blc-2, as well as apoptosis, can, in any way, contribute to a better

understanding and, consequently, a better treatment for such neoplasia.

MATERIAL AND METHODS
Study Population
Thirty patients with ages above 18 were studied. They had all received an anatomic-
pathological diagnosis of glioblastoma, and were submitied to total surgical ressection of
the brain tumor at Sdo José, Beneficiéncia Portuguesa, and PUC’s S&o Lucas hospitals
between August, 2000 and August, 2001. Neither patient presented a history of
radiotherapy, chemotherapy, andior previous tumor resection. The time of survivai was

2. . N 2

counied from day one — surgery — uniii 12 mont

=

s after ihe procedure had taken piace.

known ihrough deaih ceriificaies suppiied by the responsibie stale

Imunohistochemistry

Thirty dried-up, buffered in formalin, and embedded in paraffin-set pieces were
studied. They were cut to 5um, deparaffined, and rehydrated for the imunohistochemical
technique, by using the Estreptoavidin-Biotin-Peroxidase method for visualizing the
presence of p53, blc-2 and Ki-67-Mib1. The material was placed in a microwave oven, in

order to revert the effect of formaldehyde fixation, within a citrate buffer solution (pH 6.0)



until boiling, when the temperature was reduced and kept moderately boiling for another
15 minutes, with stops for replenishing the lost liquid if necessary. The endogenous
peroxidase activity was blocked with methanol containing 0.3% H,0- for 30 minutes. The
tissue were rinsed with PBS. The material was then incubated with primary monoclonal
antibodies and rested overnight in the fridge. Primary antibodies used were: for p53 (D07,
Dako), a 1:500-diluted mouse monocionai antibody; for bic-2 (Clone 124, Dako), aiso a
mouse monocionai aniibody, diluted as 1:400, and for Ki-67-Mib1 (Dako), a mouse
monocionai antibody diluted as 1:2000. After rinsing with PBS, culs were incubated with a
secondary mice antibody for 30 minules at room temperature, the estreploavidin-bictin-
peroxidase complex for 30 minutes, undertaking a PBS rinsing between each step. The
antigen-antibody complexe was visualized with the cromogen DAB and counterstained
with hematoxylin. As a positive control, previously positive breast cancer was used for p53
and KI-67/MIB-1 and lymph node for bic-2. Apoptosis was determined through the TUNEL
technigue, using the Apoptag plus peroxidase in situ kit (87101, Intergen). The material
was incubated with K proteinase for 10 minutes at room temperature and after that,
endogenous peroxidase was blocked with H,O, for 5 minutes. The reagents in this kit are
designated to mark the free DNA 3 OH ferminal in sifu with marked nucleotides.
Nucieotides contained in the bufier reaction are enzymaiely connecied io DNA by

). incubation with TdT is conducied at 37° Ceisius for 60
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in a damp environment for 30 minutes at room temperature. Detection of the antigen-

antibody link is made through imunoperoxidase followed by DAB cromogen. As a positive
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control, casfrated mice prostate was used. The omission of TdT enzyme during the
TUNEL technique was used as a negative control and resulted in the non-coloring of the
plate.

For visualizing the tumor cells, 10 fields were used with high-magnification (x 500),
selecting central tumor regions, and avoiding necrosis areas, through the Sigma Scan Pro
5 imaging program. For caicuiating aii the indexes, the following formula was used:
number of stained celis/1000 totai ceils. imunohistochemisiry-stained cuis can be seen in

PN

io 8.

(]

Figures

Statistical Analysis

Initially, quantitative data were described by using mean and standard deviation,
and qualitative ones through absolute and percent frequencies. In asymmetry cases,
median and interquartile amplitude (P25 and P75) were used. The survival estimate was
described by using the Kapkan-Meier method. Feature comparison between both groups
(dead and surviving patients) was conducted through chi-square (proportions), t-Student
(symmetricai quantitative variabies), and Mann-Whitney’'s U (asymmeiricai quaniitative
variables) tests. For assessing the associations beiween immunohistochemicai markers,
survival time, and age, the Pearson’'s Correlation Coefiicient was used. Due to the
gbserved asymmetrical distributions, the logarithmic transformation was conducted for

Y3 i es i Tha £ e i€ w2l vas ~ = £ ~ s g o sibla
several variables. The adopted significance level was o = 0.05. Data were analyzed with
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RESULTS

As i

n

can be seen in Table 1, there is a predominance of males (70%), the patient
average age being over 55. Significant differences between groups of dead and surviving
patients were not detected. The apoptosis index, as well as the other imunohistochemical
markers, blc-2, MIB-1, and p53, in spite of presenting some oscillation between both
groups, did not present statistically relevant differences (see Table 2). The death curve
{Figure 1) showed a relatively constant and reguiar death occurrence. After 12 months, it
reached a survivai estimaied probabiiity of oniy 25%. Most correiation coefficients
between variables represenied in Figures 2, 3, and 4 presented a irivial or very smail
association power, except for MiB-1, which presenisd

with the apoptosis index and bic-2.
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Glioblastomas are a group of neoplasias which show a broad range of histological
and biological findings and, in spite of that, present a homogeneous survival of
approximately 1 vear. So far, the age at the time of diagnosis (bellow 45 years) is one of
the few relevant criteria for patient prognosis (Burger and Green, 1987, Saimon et al,
1994). In our study, no significant difference was found between patient age and survival
time (Table 2). We did note, however, a tendency of the dead patient group for presenting
a higher age average than the survivai group (59.5 and 51.9 years, respeciively). Such
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significant reiationship between age and the different expressions in histochemical
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iables was not verified either, as already demonsirated in g previous study by
Mewcomb et al 1998, who did not observe a relationship belween glioblastioma patient
survival and p53, blc-2, p16, EGFR, and MDM2 expression, the last three not having been
studied by us (Figure 3).

Apoptosis is an active form of cell death, requiring profein and macromolecule
synthesis. It is associated with distinct morphological changes. Apoptosis is an important
physiological process for maintaining tissue homeostasis and eliminating aberrant cells
(Reed et al, 1991, Carrol et al, 1997). Some studies have demonstrated that the Al is
higher in giiobiastomas than in other asirocytic tumors. Eiiison et ai, 1995 observed that

the Al increased with an increase in astrocylic wumor anapiasia in 31 cases, of which 16

were fibrillary astrocylomas, 19 were anapiasic astrocylomas, and 46 were glicblasiomas
Carrol et al, 1887 studied a total of 59 cases of astrocytic neoplasias and the presence of

lower Al than anaplasic ones and glioblastomas. Heesters et al (1999) also observed a
higher Al in glioblastomas than in anaplasic astrocytomas, and did not find a prognostic

role of Al in those patients’ survival. Tews (1999), studying 46 gliomas, found a higher



Al in glioblastomas than in other astrocytic tumors, and, like Heesters and collaborators,
did not find a relationship between Al and time of survival. However, Shiffer et al (1995),
studying 180 human neuroepithelial tumors, found a lower Al in glioblastomas than in
other gliomas. But, as Heesters and Tews, could not demonstrate a prognostic role of
apoptosis in such tumors. Yet, Korshunov et al (1999) found a significant direct
relationship between Al and survival in 168 cases of giiobiastomas. Qur resuits have not

Y

demonsirated a sﬂgmﬁcam correiation between apoptosrs and survivai time (ngre n)

Gf such a Compiex control, the pS3 protein is considersd pro-apopiotic. However, ils
tation, verified in neoplasic processes, can nullify iis cell-growth-regulating condition
(Elison et al, 1992, Symonds et al, 1994}, Loss or mutation in the p53 gene has been

Meir et al, 1994) Cunningham et al (1997) analyzed 120 glial tumors and observed p53
positivity in 85% of the cases, but have not found a relationship between the presence of
p53 and survival time. Kraus et al (2001) have also not demonstrated a relationship
between the presence of p53 in primary glioblasiomas and the prognosis of the patients.
Jaros et al (1992) and Van Meyel et ai (1994) have demonstrated a significant reiationship

of the mutation of pd3 gene and the accumuiation of its protein {o a worse prognosis in

so-called secondary glioblastomas (Kleihues & Ohgaki, 1999). A greater number of
studies need to be conducted in order to clarify the age-stratified role of p53 gene

alterations in glioblastomas, as it is known that the presence of p53 is greater in
secondary glioblastomas, which are found in younger, and therefore, better-prognosis

patients.



It has been suggested that the MI of gliomas can have a predictive value in their own
prognosis (Cunningham et al, 1997, Kirkegaard et al, 1998). Ehrmann et al (1997)
demonstrated a relationship between cell proliferation (as measured by the PCNA protein
expression) and the prognosis of 42 astrocytic tumors. In the study by Cunningham et al
(1997), there was a prognostic relationship with MIB-1 and PCNA values, which
disappeared afier an adjustment was made for age and gradation of the 120 astrocytic
tumors.

Other situdies have demonstraied that, is spite of an increase in ceii proiiferation

aiong wilth the increase in the malignily degree of the asliocytomas, the prognostic value

H . V] o A & H - oy o o 2 4 £y = PN
of Ml is not clearly demonstrated in glioblastomas (Heesters et al, 1899, Schiffer et al,
1907, Hsu ot al, 1997). It has been observed that there was no relationship between the

indexes of cell proliferation and the time of survival, confirming findings from previously
mentioned studies. There was, however, a moderate reverse correlation (p = 0.058)
between Ml and Al, as also demonstrated by Heesters (1999) (Figure 4).

blc-2, a gene established as programmed cell death suppressor, is not found in
normal astrocytes within the cortex, white matter or cerebellum. However, it is found in
more than haif of aii astrocytomas in aduits, as demonstrated by Eiiison et ai (1995), who
astrocyiomas, and 28% of the giiobiasiomas; by Rieger et ai (1998), who found a 70%

blc-2 positivity in 20 glioblastomas; and by Newcomb et al (1887),
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The prognostic role of the blc-2 expression remains uncertain. We could not demonstrate
a significant relationship between indexes of blc-2 and survival, as had already been
observed by Nakasu et al (1994), Newcomb et al (1997), and Newcomb et al (1998)

(Figure 2). We did verify, however, a statistically significant reverse correlation (p = 0.034)

between the bic-2 index and the cell proliferation index (Figure 4). Such
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finding can indicate a greater role for bax, a member of the blc-2 family with a pro-
apoptotic function, in this group of tumors. However, further studies are needed for
clarifying such finding.

Our study had limitations regarding the verification of important prognostic factors in
glioblastomas, such as the quantification of the dried up tumor mass by the pre- and post-
operatory imaging examinations, the clinical condition of the patient at the pre- and post-

surgical time through ciinicai and neuroiogicai examination, and the time of evoiution

=]

f the disease uniil diagnosis, which is one of the criteria for ciassifying beiween primary

CONCLUSION

The reverse correlation between Al and Ml can be seen in our study, suggesting
that the presence of apoptosis can prevent tumor growth, though a significant relationship
between the presence of apoptosis and time of survival was not demonstrated. A reverse
relationship between the blc-2 index and Ml is aiso seen. Similar data could not be found
in the literature. Thus, further studies need to be conducted to confirm such finding. In our
study, none of the examined factors was relevant for patient prognosis, but, as already
discussed, there was a tendency in the patient group with age beiiow 45 for having a

fonger time of survival. Mioreover, we can conciude that the apopiosis phenomenon in
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ways, independently from p53
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and bic-2, since no relationship was established between such genes and the presence of



Fig. 6 - Glioblastoma with immunohistochemistry for apoptosis (TUNEL). (20X)
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Fig. 7 - Glioblastoma with immunohistochemistry for p53. (20X)

Fig. 8 - Glioblastoma with immunohistochemistry for MIB-1. (20X)
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Table 1: Demographic Variables in patients diagnosed with
glioblastoma (n=30)

Variable Value
Male, f (%) 21(70.0)
Age, years 57.5+11.9

Data are presented as frequency (percentile) and mean +
standard deviation

Table 2: Comparison of demographic and imunohistochemical variables between dead
and surviving patients diagnosed with glioblastoma

Variable Dead Survivors P
n=22 n=8
Male, f (%) 15 (68.2) 6 (75.0) 0.999
Age, years 59.5+12.3 51.949.0 0.122
Apoptosis, % 7.5(4.2a36.0) 50(2.5a26.4) 0.344
Bel-2 0.0(0.0a11.8) 3.0(0.0a13.9) 0.662
ps3 0.0(0.0a25.2) 2.2(0.0 249.6) 0.629
MIB-1 20.5(13.9a28.7) 29.7(15.62334) 0.202

Data are presented as frequency (percentile) and median and interquartile amplitude

(P25 to P75)
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Figure 1: Kaplan-Meier’s curve, representing survival time for 30 patients diagnosed with

Vertical Axis: Proportion of survivors

glioblastoma.

Horizontal Axis: Follow-up Time (months)
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Figure 2: Scatterplots representing correlations found between time of survival and
imunohistochemical variables

A Vertical: Survival Time (months) Horiz
B Vertical: Survival Time (months) Horiz
C Vertical: Survival Time (months) Horiz
D Vertical: Survival Time (months) Horiz

Legend: Dead Patients Surviving Patients
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Figure 3: Scatterplots representing correlations found between age and imunohistochemical
variables

A Vertical: Apoptosis Index Horiz.: Age (years)
B Vertical: blc-2 Index Horiz.: Age (years)

C Vertical: p-53 Index Horiz.: Age (years)

D Vertical: Mib-1 Index Horiz.: Age (vears)
Legend: Dead Patients Surviving Patients
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Figure 4: Scatterplots representing correlations found between imunohistochemical variables
A Vertical: Blc-2 Index Horiz.: Apoptosis Index
Horiz.: Apoptosis Index
C Vertical: Mib-1 Index Horiz.: Apoptosis Index
D Vertical: p-53 Index Horiz.: blc-2 Index
E Vertical: Mib-1 Index Horiz.: ble-2 Index
F Vertical: Mib-1 Index Horiz.: p53 Index
Legend: Dead Patients Surviving Patients
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