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INTRODUÇÃO 

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

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

fatores prognósticos têm sido identificados nestes tumores, e, atualmente vários 

marcadores biológicos estão sendo pesquisados a fim de se observar fatores 

preditivos dos mesmos (Newcomb et al1998; Korshunov al1999) 

A apoptose; ou morte celular programada; tem um papel importante no controle 

da proliferação celular em condições fisiológicas e patológicas. É de especial interesse 

o seu papel no desenvolvimento e progressão dos tumores cerebrais. A desregulação 

vias genéticas que controlam a apoptose pode favorecer o crescimento e 

desenvolvimento do tumor. A apoptose é ativada e regulada por inúmeros genes e 

proteínas como p53, bcl-2, bax, entre outros. Sabe-se que o índice apoptótico (IA) 

costuma ser nos glioblastomas 

relação com o prognóstico é (EIIison ai 1 ai 

1999,Korshunov A, ai 1999, Shiffer et al1995). 

O p53, um regulador proliferação e um 

em 

1998). 

o e a famíiia em sua l"''f''-::1,.-nrrll~ 

apoptóticos, conferindo uma ""v'"''l;;)''"' por impedir a 

bct-2 em certos como orc>Sté:tta. 

tireóide e ovário, tem sido ret<:lctc>nalaa a um pior prognóstico dos mesmos 

EV\i, 1 sua corretac:ao orc,artos;trca nos attc)bt4astorrtas 

1996). 

seu 

sua 

et 

A 

na 
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com glioblastoma não foi confirmado (Ang et al1994; Coons et al1993; Heesters et a! 

1999). 

Neste estudo, pretendemos verificar a importância da realizaç-ão de técnicas 

imunoistoquímicas nos gliob!astomas, observando se a presença de genes alterados, 

como o p53 e o bcl-2; e a presença de apoptose podem; de alguma formal contribuir 

para um melhor entendimento conseqüentemente) um melhor tratamento desta 

neoplasia. 

2 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1. HISTÓRICO 

Foi Virchow, em 1863, que identificou o gliob!astoma como um tumor glial. 

1926 Bailey e Cushing mudaram o nome de espongiblastoma multiforme, 

nomenclatura primeiramente usada por Mallory em 1914, para glioblastoma 

multiforme. Na primeira classificação da Organização Mundial da Saúde (OMS) o 

alioblastoma foi aaruoado na cateaoria de tumores embrionários e nobremente 
9tJ 1tJ I W I 

diferenciados (Zülch, 1976). A introdução da imunoistoquímica e, particularmente a 

expressão o GFAP, finalmente confirmou a origem glial do tumor (Eng et ai, 

1971, Eng e Rubinstein, 1978). 

1 

1 . INCIDÊNCIA 

mas 

anos. É 

60% 

em uma proporção 2:1 a na 

casos novos 

1 LOCALIZAÇÃO 

particular os lobos frontais, seguidos pelos temporais, com envolvimento freqüente do 

glioblastomas 

menos freqüentes e ocorrem 

multifocais 

Scherer (1940) , seus casos. 1 



e Rubinstein observaram apenas 2,3% de g!ioblastomas multifocais em um grupo de 

173 casos. Atualmente pode-se confirmar a origem po!iclonal dos tumores através de 

marcadores moleculares (Biernat et ai, 1995). 

1.3. CLASSIFICAÇÃO 

Os glioblastomas são as neoplasias mais malignas de origem astrocítica, com 

um tempo de sobrevida de aproximadamente 12 meses, correspondendo ao grau IV 

de malignidade, de acordo com a última classificação da OMS feita em 1999, 

incluindo aqui as suas variantes histológicas: os gliossarcomas e o glioblastoma 

células gigantes (Kieihues & Caveneei 2000). 

1 DIAGNÓSTICO 

1.4.1. NEUROIMAGEM 

Nos exames se 

extende superfície 

e Na roe·e- ...... n~n.-.II<O magnética 

T 1 uma massa nr;'hFA!:•II"lf'\·~nt·o l'\l,olirnit<Of'll"':ll com necrose ou cistos com e, em 

seqüência T 2 , uma massa com sinal alto ou misto e intensa e 

impregnação quando administração 

mínimo edema periférico ( Osborn, 1 

1 

é 

uma massa no envolvimento um 
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lobo observa-se um crescimento irregular da neop!asia, podendo formar a imagem da 

borboleta, vista em cortes coronais, que representa o crescimento tumoral nos dois 

hemisférios cerebrais separado pelo corpo ca.loso (Russe! e Rubinstein, 1989). A 

necrose central pode ocupar até 90o/o da massa tumoral ej quando existem cistos; seu 

interior contém um fluido que representa o tecido necrótico tumoralliquefeito. O tecido 

residual é geralmente acinzentado podendo apresentar áreas avermelhadas que 

representam hemorragias, usualmente pequenas (Graham e Lantos, 1997, Kleihues e 

Cavenee, 2000). 

1.4.3. MICROSCOPIA 

seu diagnóstico a presença g!iais índice e 

proliferação vascular e/ou necrose, entretanto a visualização necrose e 

o e 1 

Rubintein;1989). O e 

granulares~ indiferenciadas e IIPitCHzaa;as. Um achados mais calrac~tel~íst:~cc>s é uma 

alta densidade células e indiferenciadas acompanhadas 

seus prolongamentos 

pseudo-paliçada. imagem 

se ats.oo~em 

necrose 

glioblastomas. A nrc.c&::u"' ..... ~ 

é glioblastoma e sua nr&::.\l~•.c.n ...... ~ n.c.,ci'o.c 

a e f'lllll"l:::ll ...... ,nn·~li"V'l 

a necrose em 

em 

importante (Russel & Rubinstein, 1998). As 

diagnóstico microscópico (Barker ai, 1996). A proliferação endotelial, também 

chamada proliferação microvascular, comumente localizada nas proximidades 

trombose ae:sse~s vasos 

e sua o diagnóstico glioblastoma 

et ai, 1 Kleihues típicas ou 
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freqüentes e numerosas, apresentando-se geralmente em maior número ao redor do 

foco necrótico (Graham e Lantos, 1997). 

1.5. DISSEMINAÇÃO E METÁSTASE 

Os g!ioblastomas se caracterizam por apresentar uma rápida invasão às 

estruturas cerebrais adjacentes. O tumor pode estender-se do córtex até a cápsula 

interna, fórnix, comissura anterior e radiações ópticas tornando essas estruturas 

verdadeiras vias, permitindo a formação de novas massas tumorais no lado oposto do 

sítio primário. A extensão dentro e ao redor dos espaços perivasculares é bastante 

comuml porém a invasão do lúmen do vaso é infreqüente. Infiltração localizada de 

leptomeninges é seguida por uma firme união com a dura máter, resultando em uma 

pronunciada reação fibroblástica, que em algumas ao excesso 

reticulina e fibras colágenas pode ser confundido com um fibrossarcoma, necessitando 

imunoistoquimico sua A 

!:lTrl:::ll'\l&::~c do epêndima ventrículos laterais e ventrículo é infreqüente e é 

eu:~iro-•-::. ventricular e no eSJ)aÇ;O 

A disseminação hematogênica a tecidos extraneurais, sem história 

é muito rara. venosos e osso é 

1 Hoffman, 1 e 

2000;). 

1 

os tumores o glioblastoma é o que o 

Achados comuns incluem a dos 

cromossomos 10, 13 e Y e cromossomos 19 e 

cromossomos 1 e 9 (Collins, 1 

6 



Diferentes vias genéticas levam o glioblastoma a um fenótipo final comum. A 

presença de subgrupos de glioblastoma tem sido postulada com base em diferentes 

combinações de mutações do P 53 , perda da heterozigosidade dos cromossomos 17p 

e 1 O e a amplificação do EGFR (Kieihues e Cavenee, 2000). 

Glioblastomas Primários versus Secundários 

De acordo com Von Deimling e colaboradores ( 1993), a amplificação 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 astrocísticos, caracterizaram os glioblastomas 

primários como tumores sem mutação do p53, mas apresentando amplificação do 

e da heterozigosidade cromossomo 1 O; e os glioblastomas 

secundários como neoplasias com mutação e perda da heterozigosidade 

cromossomo 17 p. Um estudo mais recente de Watanabe K. ai (1996) fortaleceu as 

am·m«:~cc1es acima, onde a do e a do 

em biópsias glioblastomas primários 

anos e história clínica menor 3 

idade 

e em Qll<:>bl;astorrlas 

clínica e histológica 

eram raras em 

com 

progressão 

(10o/o), mas 

em giioblastomas a imunorreatividade 

em Qll<)bl;astorrlas nrralnt'\l~u·•n·~ (587ó) e foi rara nos 

(6°ío ). entre a e a do 

ciciina (CDKN2a) .QI.., • ..,,..IYIV no cromossoma 9 p , tarobérn 

reijata,aa (Hayashi et ai, 1999). os giiobaiston1as primários ocorrem em 

veihos com e amplificação do e 

com 

Cíomossomo ocoííem em e, 
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geralmente contém mutações do gene p53 como alteração mais precoce detectável 

(Kieihues et ai, 1999). 

1.7. FATORES DE PROLIFERAÇÃO E MORTE CELULAR 

Proliferação 

A atividade proliferativa é usualmente proeminente nos glioblastomas; 

verificando-se a presença de numerosas mitoses típicas e atípicas. A visualização das 

células em proliferação pode ser feita através de visualização morfológica das figuras 

mitóticas pela coloração usual da hematoxilina-eosina e também pela expressão de 

proteínas nucleares associadas à proliferação celular como o Ki-67 I MIB -1! através 

da técnica da imunoistoquímica (McCormick et ai, 1993). 

O anticorpo monoclonal Ki-67 foi desenvolvido durante estudos para reconhecer 

uma proteína nuclear nas células normais em proliferação e produzir um anticorpo 

O anticorpo, da c!alsse 1' 

todas as 

(Burger 1986) 

imunoistoquimica do anticorpo é limitada 

em parafina (MC 

este tem 

(Grzybicki et 1 

Nos giiobiastomas o índice celular determinado peios 

peio número de 

tumor . 

S6í menos 
. ..,. ... 
r .... iemues e 
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Morte celular 

Necrose 

A necrose é considerada como produto final de uma injúria celular irreversível e é 

considerado um processo patológico passivo. Nos g!iob!astomas pode corresponder a 

mais de 80°/o da massa tumoral e sua origem correlaciona-se com um suprimento 

sanguineo insuficiente. Ocasionalmente) vasos preservados com uma coroa de células 

viáveis são vistas no interior de extensas áreas necróticas, confirmando-se que esta 

necrose é de natureza isquêmica e está associada a um pior prognóstico (Burger, 

19871 Kleihues e Cavenee, 2000). 

Apoptose 

A ao~ootos1e. ou morte celular programada, ao contrário da necrose, 

uma forma complexa e ativa de morte celular, onde células individuais 

à auto-destruição sem, entretanto, danificar células vizinhas ou provocar qualquer 

997; Soini et ai, 1998). 

Jonh Kerr em 1 evidenciou este tipo 

ratos e a denominou necrose por o por 

Universidade na Austráiia, 

a ou no 

(Cummings í 

ocorrendo num esl:aaiiO final neuronai (Oppenheim 1 ). Além 

ai, 1996; Unnik et 

•1-998; 
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Três fases podem ser distinguidas na apoptose: fase de iniciação, fase efetora e 

fase de degradaç-ão (Susin et a!, 1997). Na fase de iniciação há o recebimento do 

estímulo provocador do processo apoptótico. Um grande número de estímulos pode 

ser indutor de apoptose como agentes quimioterápicos, radiação y e ultravioleta, calor, 

distúrbios osmóticos, altos níveis de cálcio, óxido nítrico (Thompson et ai, 1995). A 

apoptose também é ativada e modulada por numerosos genes e suas proteínas como 

as caspases, Bax, Fas, Fas-L, p53 e fatores inibidores como Bcl-2. Todas estas 

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

células irão viver ou morrer (Tews, 1999, Yin et ai, 1997), A fase efetora representa o 

orocesso iá ativado oorém reversível e na fase de dearadacão não há mais um oonto 
I J I ""' .1> I 

havendo a destruição célula (Soini ai, 1998,Susin ai, 1997). 

A apoptose geralmente afeta uma célula ou um pequeno grupo células 

modo assincrônico. As mudanças microscopicamente detectáveis são a condensação 

cromatina formando massas dispostas ao longo membrana 

das células, enrolamento contornos nuclear e celular e fragmentação do núcleo. 

em uma 

como massas ou 

e e a 

As mudanças morfoiógicas visíveis ocorrem nas úitimas 2 a 3 horas e 

correspondem à (Cummins ai, 1 , Kerr et ai, 1 

Schwartzman et ai, ·1993, Soini 

imunoistoquímica 

Cõram ou 

permitindo a visuaiização 



apoptose, mesmo em fases iniciais, que não seriam visualizadas pela hematoxilina­

eosina (Mo!eur et ai, 1998). 

bcl-2 

O gene de leucemia/linfoma de célula B, o bcl-2, foi primeiro identificado em 

estudos de patogênese do linfoma não- Hodgkin. Localizado no cromossomo 18 q 21, 

codifica uma proteína associada à membrana intracelular que confere uma maior 

sobrevida aos linfócitos 8 por inibir a apoptose. Fisiologicamente, a proteína é 

expressa em linfócitos, tireóide e neurônios. Elevados níveis de proteínas expressadas 

pelo bcl-2 têm demonstrado conferir uma resistência celular a apoptose induzida por 

vários estímulos. incluindo apoptose induzida por proteínas do gene p53. Alguns 

membros desta família, entretanto, apresentam um papel pró- apoptótico, como o bax. 

O gene bcl-2 pode ser considerado uma barreira que delimita quais as "" ........... l;;i • .;;J 

viver ou morrer, inibindo a ação das caspases. enzimas fazem parte da família 

das ~n.,.ii"'''H:li~ 

ao1o01tose ativando as 

do DNA durante a apoptose 

Soinl ai, 1998). 

o 

do 

et 

e 

e participam o 

levam à 'i'rr'!:lnl"''"1iont;:::;t'•'!:ln F'rri''~"'~"'~'n~~~nr'lrut'•;::> 

1998, Ellíson et 1995, 1 

como a 

envoivido no reparo de DNA, 

ao éã 

várias r".~"""'~'w•"'"'"'..:: aSS()CiéidélS à apoptose incluindo a ""'n'J""""c·::;;or,. 

e 

as 

e· a inibição do e suas nrt'\t~iíl'i;;;'::lí~ 

se 
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1.8. FATORES PROGNÓSTICOS 

Os glioblastomas estão entre as neoplasias humanas mais malignas com uma 

média de sobrevida de menos de um ano. A presença e a extensão da necrose nos 

g!ioblastomas se correlacionam com o prognóstico e a área de necrose tende a ser 

menor em adultos jovens, refletindo um prognóstico mais favorável neste grupo de 

pacientes (Barker et aL 1996, Burger et at 1987). 

Os pacientes jovens, menores de 45 anos, têm um prognóstico melhor quando 

comparados aos idosos. Este fato pode ser explicado pela maior freqüência de 

glioblastomas secundários em jovens (Burger et ai, 1987). Shafqat et ai (1999) 

sugerem que a progressão maligna é diretamente relacionada a uma idade mais 

Há um consenso geral que o índice de proliferação celular MIB-1 e outros 

marcadores relacionados à proliferação são úteis para diferenciação entre os 

para determinar, individualmente, prognósticos pacientes et 1999). 

O índice em como fator prognóstico é 

1 

1999, Schiffer 1 Sipos et ai, 1998). 

o os 

tumores definitiva, entretanto, entre o grau 

e a 

comprovadas nos diversos estudos (Korshunov 

7&:.0/_ 
I v /U 

i i 

as 

Newcoomb •1997, 

ai, ). 

em 
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geralmente positivos para mutações de p53, em contraste com os g!iob!astomas 

primários que são p53 negativos. Alguns estudos não observam correlaç-ão entre as 

mutações do p53 e a sobrevida dos pacientes (Cunninham, 1986, Newcoomb et a!, 

1998), Outros demonstram uma relação desfavorável entre as mutações do p53 e a 

sobrevida e existem ainda estudos suaerindo aue as mutacões do aene em tumores 
"tJ I ~ """" 

com alto grau de malignidade podem conferir um prognóstico mais favorável (Van 

Meyel et ai, 1994). 

Determinar a correlação entre apoptose, genes relacionados a este fenômeno 

como Bcl-2 e p53 e o prognóstico de pacientes com glioblastomas parece ser útil para 

o tratamento desta neoplasia quando utilizados agentes quimioterápicos, 

radioterápicos ou imunoterápicos, pois modalidades tratamento incluem 

o fenômeno apoptose no seu mecanismo de ação (Deinninger et ai, 2000, Kaiser ai, 

2000, Nieder, 2000}. 

O objetivo geral trabalho é verificar 

as e 

e o , com a 

glioblastomas; 

se um 

as 

e a 
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RESUMO 

O g!ioblastoma é o tumor neuroectodérmico mais comum e também o mais 

maligno. Muitas são as alterações genéticas encontradas nos g!ioblastomas, entre 

elas, a presença de oncoproteinas p53 e bcl-2, a!ém de um elevado índice mitótico e a 

presença de apoptose" A utilidade desses achados~ através da imunoistoquímicaj no 

prognóstico dos pacientes ainda permanece incerta. Nossos objetivos neste estudo 

foram verificar a presença de apoptose~ bcl-2~ p53 e o índice proliferativo (MIB-1) 1 

através de imunoistoquímica, em 30 glioblastomas obtidos através de ressecção 

cirúrgica entre agosto de 2000 e agosto de 2001 e também as correlações entre estas 

variáveis imunoistoquímicas e a idade dos pacientes e o tempo de sobrevida. 

~1"'11'\h.o•rn o,es~au1samc>s as entre as variáveis imunoistoquímicas 

Para os cálculos de correlação utilizamos Correlação Pearson e Spearmann e a 

sobrevida foi calculada através do método de Kaplan- Meier. Não houve 

as variáveis imunoistoquímicas e o 

(IM) 

inversa 

e 

2 neste grupo tumores. 

apoptótico (IA) e o 

e IM. 

um 

uma correiÊaç~lo 

uma correl<aca1o 
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INTRODUÇÃO 

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

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

fatores prognósticos têm sido identificados nestes tumores, e, atualmente vários 

marcadores biológicos estão sendo pesquisados a fim de se observar fatores 

preditivos dos mesmos (Newcomb EW~ et al1998; Korshunov A; et al1999) 

A apoptose, ou morte celular programada, tem um papel importante no controle 

da proliferação celular em condições fisiológicas e patológicas. É de especial interesse 

o seu papel no desenvolvimento e progressão dos tumores cerebrais. A desregulação 

das vias genéticas que controlam a apoptose pode favorecer o crescimento e 

desenvolvimento do tumor. A apoptose é ativada e regulada por inúmeros genes e 

proteínas como p53, bcl-2, bax, o índice apoptótico (IA) 

costuma ser maior nos glioblastomas que nos demais tumores astrocíticos, porém sua 

ai 1 ai 1 

Korshunov et ai 1 et al1995). 

o um 

alterado em os astrocitomas tem 

1 

o 

A 

tumores tem 

rnesmos 

gliobiastomas ai 1 ai 1 ai 

.. 
I 

o (iM), na 

seu na 
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com g!ioblastoma não foi confirmado (Ang et ai 1994, Coons et ai 1993, Heesters et ai 

1999), pois varia amplamente de 1 a 22°/o. 

Neste estudo, pretendemos verific.ar a importância da realização de técnicas 

imunoistoquímicas nos g!ioblastomas, observando se a presença de genes alterados, 

como o p53 e o bcl-2; e a apoptose podem; de alguma forma; contribuir para um 

melhor entendimento e, conseqüentemente; um melhor tratamento desta neoplasia. 
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1\.ATERIAL E 1\,.ÉTODOS 

População em estudo 

Foram estudados trinta pacientes com idade superior a 18 anos submetidos à 

ressecção cirúrgica total de tumor cerebral nos hospitais São José, Beneficiência 

Portuguesa e São Lucas da PUC e com diagnóstico anatomo-patológico de 

glioblastoma~ entre agosto de 2000 e agosto de 2001 j sem história de radioterapia, 

quimioterapia e/ou ressecção tumoral prévias. O seguimento foi contado a partir do 

primeiro dia da cirurgia até 12 meses após o procedimento. O conhecimento 

datas de óbitos se deu através do atestado de óbito fornecido pelo órgão público 

responsável. 

Foram estudadas 30 

parafina.Após 

para 

~~~tt::l>'i"l~• foi '"""'''"",..'"" 

formo!, em solução 

aii\IIOt'~oe da OelrO.X:IOélSe t::~>n.rtr.t'it::~>rl'!:} 

por 30 minutos. Os l~'l''=lni""'C com 

monoclonais e deixados 

anticorpos primários foram os 

monoclonal de rato diluído em 1 :500; 

rato diluído em 1 :400 e 

monoclonal em uma diluição 1 

foram incubados com 

em e 

o 
.. O,IOII"rO .. O 

a solução entrar em ...,...,,.,. .. "'''""""" 

15 

A 

I'T'It::::il''l'~nnu contendo 0,3o/o 

O material foi então incubado com 

uma noite no refrigerador. 

p53 (007, Dako) um 

(Clone 1 Dako) também um 

Ki-67 -Mib1 (Dako) um 

IFIVFIO,~m COm 

durante 

os 

minutos em 
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temperatura ambiente, o complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase por 30 minutos, 

com lavagens com PBS entre as etapas. A ligação antígeno-anticorpo foi visualizada 

com o cromógeno DAB e contra-corada com hematoxilina. Como controle positivo foi 

usado câncer 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 (87101~ lntergen). O material foi incubado com 

proteinase K por 1 O minutos a temperatura ambiente e após foi bloqueada a 

peroxidase endógena com H202 por 5 minutos. Os reagentes contidos neste kit são 

designados para marcar o DNA 3' OH terminal livre in situ com nucleotídeos 

marcados. Os nucleotídeos contidos na reação tampão são enzimaticamente ligados 

ao DNA deoxynucleotidil (TdT). A incubação com TdT é feita a 37 

graus Celsius por 60 minutos e a enzima catalisa uma nucleotídeos 

trifosfatos ao 3' OH final do DNA fita dupla ou única. A partir daí os nucleotideos 

incorporados 

em 

um oligômero f""f"\i"Y'1inn~'l·n digoxigenina em uma .;;J..,,.,.IU.I,.,., 

.;;J...,,,~,~~...,c;;;,..., tampão por 1 O minutos e uma 

A IF\I"lt"l>t«::>C'•o...-. 

'""""' .... Q"""" em ambiente úmido por 

uac:~ca:o antígeno-anticorpo se 

negativo e resultou na 

000 células 

ser nas 5a8. 

é 
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utilizamos a mediana e a amplitude interquarti! (P25 e P 75). A estimativa de 

sobrevida foi descrita utilizando-se o método de Kaplan-Meier. Comparações de 

características entre os dois grupos (mortos e sobreviventes) foram feitas pe!o teste de 

Qui-Quadrado (proporções), Teste t de Student (variáveis quantitativas simétricas) e 

Teste U de Mann- Whitney (variáveis quantitativas assimétricas). Para avaliação das 

assoociações entre os marcadores imunoistoquímcos, sobrevida e idade utilizamos o 

Coeficiente de Correlação de Pearson. Devido às distribuições assimétricas 

observadas! procedeu-se a transformação logarítmica em diversas variáveis. O nível 

de significância adotado foi de a= 0,05. Os dados foram analisados com o auxílio dos 

programas (Statistical for the Social Sciences) versão 1 O~ O e 
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RESULTADOS 

Como pode ser visto na tabela 1 há uma predominância do sexo masculino 

(?Oo/o), sendo que a média de idade dos pacientes foi superior a 55 anos. Não foram 

detectadas diferenças significativas entre os grupos de pacientes mortos e 

sobreviventes, Tanto o índice de apoptose, como os outros marcadores 

imunoistoquímicos bcl-2, MIB-1 e p53, apesar de apresentarem algumas oscilações 

entre os grupos, não foram encontradas diferenças de relevância estatística (ver 

tabela 2). A curva de mortalidade (figura 1) apresentou uma ocorrência de óbitos 

relativamente constante e regular! sendo que no final de 12 meses, atingiu uma 

probabilidade estimada de sobrevida de somente 25°/o. A grande maioria dos 

coeficientes correlação as nas figuras e 4 

apresentaram de associação trivial ou muito pequena com ex<~ec:ao ao MIB-1 

que apresentou correlação inversa de moderado com o índice e bel-
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Tabela 1: Variáveis demográficas em pacientes com 
diagnóstico de gliohíastoma ( n=30) 

Variável Valor 

Sexo masc,-ulino, f ('76) 21 (70.0) 

anos 57.5±11 
Os dados são apresentados cotno freqüência {percentual) e 
média±desvio padrão 

Tabela 2: Comparação de variáveis demográficas e imunoistoquínücas em pacientes 
mortos e sobreviventes com diagnóstico de g1iohla.ç;toma 

n=22 

masculino, f (?lo) 15 (68,2) 

Idade, anos 59,5±12,3 

Apoptose, ?lo 7.5 (4.2 a 36.0) 

Bcl-2 0.0 (0.0 a 11.8) 

p53 0~0 (0~0 a 25~2) 

Os dados são apresentados como freqüência 
interquartil (P25 a P75) 

n=8 

6 (75,0) 

51,9±9,0 

5.0 (2.5 a 26.4) 

3.0 (0.0 a 13.9) 

(0~0 a 49~6) 

p 

0,999 

0,122 

0.344 

0.662 

0~629 
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DISCUSSÃO 

G!iob!astomas são um grupo de neoplasias que têm uma ampla variedade de 

achados histo!ógicos e biológicos e, que no entanto, apresentam uma sobrevida 

homogênea de aproximadamente 1 ano. Até o presente, a idade no momento do 

diagnóstico (abaixo de 45 anos) é um dos poucos critérios de relevância para o 

prognóstico dos pacientes (Burger e Green, 1987, Salmon et ai, 1994), No nosso 

estudo não houve diferença significativa entre as idades dos pacientes e o tempo de 

sobrevida (tabela 2). Notamos porém que houve uma tendência de os pacientes do 

grupo de óbitos apresentarem uma média de idade superior ao grupo dos 

sobreviventes (59,5 anos e ,9 anos, respectivamente). diferença 

provavelmente teria relevância estatística se o número amostrai fosse 

não notamos relação significativa a idade e as diferentes 

imunoistoquímicas, com foi 

ai, 1998 que observaram 

glioblastoma e a ovr'\I"'OI~c:!~,n de 

est:ua1aac>s por (figura 3). 

A ao,oo1tose é uma 

mstcrc:>mole!cullas e 

oro1ce~~so fisiológico um 

que o é maior nos aii<)Ot;ast.orrlas 

6, e MDM2, os 

nos 

1995 o iA aumentava à !l"'ng,,,,º 

tumores astrociticos, num totai casos, sendo í6 eram 

1 

casos 

ai (1 

Newcoomb 

com 

últimos não 

e 

A aOC)Ot<)Se é 

e 

os 
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um maior IA nos glioblastomas que nos astrocitomas anaplásicos e não encontrou um 

papel prognóstico do !A na sobrevida destes pacientes. Tews (1999) estudando 46 

g!iomas, encontrou um IA maior nos glioblastomas que nos demais tumores 

astrociticos e, assim como Heesters e colaboradores, não encontrou uma relação do 

IA com a sobrevida~ Entretanto; Shiffer et ai ( 1995) estudando 180 tumores 

neuroepiteliais humanos encontraram um IA menor em glioblastomas que nos demais 

gliomas mas, à semelhança de Heesters e Tews, não demonstraram um papel 

prognóstico da apoptose nestes tumores. Já Korshunov et ai ( 1999) encontraram uma 

relação direta significativa entre o IA e a sobrevida de 168 casos de glioblastomas. Os 

nossos resultados não demonstraram correlação significativa entre apoptose e o 

(figura 

A regulação da apoptose ocorre inúmeros mecanismos. Como parte 

deste complexo controle a proteína p53 é considerada pró-apoptótica. Entretanto, sua 

anular a sua condição regulador de 

r-rc.~~f"'ÍII"''"''•~ni·n '-''""IUI•!;;II (EIIiSOn et ai, 1 et 1994). IUU:~vc:;<IV do 

de1teCt8CI8S em muitOS fill•""~~"'~"'~'~~ e ff'.ew'\ff'.a.e-e..ni'~:ll~~"'~"'~ Um e;;;.·u,gnlrn w....ff'.etF•"""""·"""-

na 1 Cunningham et ai ( 1 

e em 

e o 

reU:iC810 entre a nrr.~::u~c~nll"'~ 

anos nos 

o nos 
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glioblastomas, estratificado por idade, pois sabemos que a presença do p53 é maior 

nos g!ioblastomas secundários, que são encontrados em pacientes mais jovens e, 

portanto, com prognóstico melhor. 

Tem-se sugerido que o IM dos gliomas pode ter um valor preditivo no 

prognóstico dos mesmos (Cunningham ai; 1997; Kirkegaard et ai; 1998)" Ehrmann 

et ai (1997), demonstrou uma relação entre a proliferação celular (medida pela 

expressão da proteína PCNA) e o prognóstico de 42 tumores astrocíticos. No estudo 

de Cunningham et ai (1997), houve uma relação de prognóstico com os valores de 

MIB-1 e PCNA, que desapareceram após um ajuste para idade e graduação dos 120 

tu mores astrocíticos. 

um aumento proliferação 

celular com o malignidade nos astrocitomas, se demonstra 

claramente o valor prognóstico IM nos glioblastomas (Heesters et ai, 1999, Schiffer 

et ai, 1997, Hsu ai, 1997). 

e o tempo confirmando os achados 

no entanto, uma 

0,058) entre o IM e o IA 

o 

com 

ai ( 1997) que 

..,.,.., '""' di\ i 

como 

em 

e 28c% 

uma 

57 o/o 
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(1997) e f\Jewcomb et ai (1998) (figura 2). Verificamos, porém uma correlação inversa 

estatisticamente significativa (p= 0,034) entre o índice de bcl-2 e o índice de 

proliferação celular (figura 4) . Esse resultado pode indicar um pape! maior do bax, 

integrante da família bc!-2 com função pró-apoptótica, neste grupo de tumores, porém 

necessitam-se estudos futuros para esclarecer esse achado, 

Nosso estudo teve limitações no que se refere à verificação de fatores 

prognósticos importantes nos glioblastomas como a quantificação da massa tumoral 

ressecada por exame de imagem pré e pós-operatórios, a condição clínica do paciente 

no momento pré e pós cirúrgico através de exame clínico e neurológico e o tempo de 

evolução da doença até o momento diagnóstico, que é um dos critérios para 

e 

Podemos observar no nosso estudo a correlação inversa 

o 

menor 

e a 

apoptose 

na literatura, 

este 

o 

o IA e o IM 

o índice 
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INTRODUCTION 

Glioblastoma is the most common malignant neop!asia 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. Severa! biological markers are currently under 

research, in arder to verify their predictive factors (Newcomb EW, et ai 1998; Korshunov 

A, et al1999). 

Apoptosis, or programmed cell death, plays an important role in celi proliferation 

contrai in physioiogicai and pathoiogicai conditions. Such roie has speciai interest for 

tumor o f 

of a tumor. Apoptosls is activated 

regulated a number of as p53, among 

in 

(EIIison et a! 

1995~ Heesters et ai 1999~ Korshunov et ai 1999 et al1995). 

a cell proliferation regulating a pro-apoptotic which is altered in as 

aH has a in 

the bic-2 protein anti-apoptotics, providing 

ceils with a time survivai ceii death. in some 

tumors et ai ·t997). 

et ai 1 Nakasu et 

a! 1994, et a! 1996). 

(MI), M!B-1 (Ki-67), in 

not 
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been confirmed (Ang et a! 1994, Coons et ai 1993, Heesters et a! 1999), as it exceeding 

ranges from 1 to 220AL 

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. 

Thirty patients with ages above 18 were studied. had ali received an anatomic-

pathological diagnosis of glioblastoma, and were submitted to total surgical ressection 

the brain tumor José, Beneficiência Portuguesa, and PUC's hospitais 

between 

Thirty 

studied. 

and August, patient a history of 

andior previous tumor resection. The time of survivai was 

were state 

in formalin; in 

were cut to 5~m, deparaffined, and rehydrated for the imunohistochemical 

technique, by using the Estreptoavidin-Biotin-Peroxidase method for visualizing the 

presence of blc-2 and Ki-67 -Mib1. The material was placed in a microwave oven. in 

order to revert the of formaldehyde fixation, within a citrate buffer solution (pH 6.0) 
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unti! boi!ing, when the temperatura 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% H202 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 (007, 

Dako), a 1 :500-diluted mouse monocionai antibody; for bic-2 (Cione 1 Dako), also a 

mouse monocionai antibody, diiuted as ·1 :400, and for Kí-67-Mibí (Dako), a mouse 

monoclonai aniibody diiuted as 1:2000. After rinsing with PBS, cuts were incubated with a 

antibody the estreptoavidin-biotin-

30 rinsing bet•lJeen each The 

antigen-antibody cromogen Di\B counterstained 

with hematoxylin. As a positive control, previously positive cancer was used 

and KI-67/MIB-1 and lymph node for Apoptosis was determined through the TUNEL 

technique. using Apoptag plus per·oxi,da~;e in situ kit (87101, lntergen). The material 

was incubated with K for 1 O minutes at room temperatura that, 

oer·ox1aa~•e was blocked with for 5 minutes. The in this kit are 

free 3' in 

reaction are to 

deoxynucieotidli is conducied at 

final 3' 

form an 

digoxigenin. After that, \Vith solut!on is 

conducted for 1 O minutes and then the anti-digoxigenin antibody is applied and incubated 

in a damp environment for 30 minutes at room temperature. Detection of the antigen-

antibody link is made through imunoperoxidase followed OAB cromogen. As a positive 
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control, castrated 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 ali the indexes, the following formuia was 

number of stained ceilsí1 000 totai ceils. lmunohistochemistry-stained cuts can be seen in 

Figures 5 to 8. 

lnitially; quantitativa were by using mean deviation; 

and qualitativa ones through absolute and In asymmetry cases, 

median and interquartile amplitude and P75) were used. The survival estimate was 

by using Kapkan-Meier 

was 

variabies) tests. 

was 

was for 



RESULTS 

As it 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 estimated probabiiity of oniy 25%. Most correiation coefficients 

2, 3, o r 
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DISCUSSION 

G!ioblastomas are a group of neop!asias which show a broad range of histological 

and biological findings andl in spite of thatl present a homogeneous survival of 

approximately 1 year. 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, Salmon et ai, 

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, respectively). Such 

difference wouid probabiy h ave statisticai reievance ií the sampie were iarger. A 

\r·vas not 

1998, V!hO dld 

6, !ast not having 

3)~ 

Apoptosis is an form of cell requiring protein and macromolecule 

synthesis. lt is ~"'c~"",...~ ... ~·~"~ with distinct mclrDI10I~omcal Apoptosis is an important 

et ÍS 

higher in gliobiastomas in 

cases, which 16 

were 

cases 

in tumors. conc!uded that !ov;~-graded astrocytomas po:ssE~s!::;ea a 

observed a 

AI in than in and did not find a n.rrlnnnct.,... 

AI in those patients' survival. Tews (1999), studying 46 gliomas, found a higher 
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A! in glioblastomas than in other astrocytic tumors, and, like Heesters and col!aborators, 

did not find a relationship between AI and time of survival. However~ Shiffer et ai ( 1995), 

studying 180 human neuroepithelial tumors, found a lower AI 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 ai (1999) found a significant direct 

reiationship between Ai and survivai in 168 cases of giiobiastomas. Our resuits have not 

demonstrated a significant correlation between apoptosis and survivai time (Figure 2). 

The reguiation of apoptosls takes piace through a number of mechanisms. As a part 

of such a complex controi, the p53 protein is considered pro-apoptotic. However, its 

in can nullify 

et ai, 1994). o r in the 

gliomas represent an early event in the origin of astrocytomas {Van 

Meir et ai: 1994) Cunningham et ai (1 

positivity in 85% the cases. but have not found a relationship between the presence 

p53 and survival time. et ai (2001) also not demonstrated a relationship 

between the of in primary glioblastomas and the prognosis of the n~tlon·tc 

et ai (1992) et ai (1 a 

o f ih e 

gliomas. Vve was and 

is knovvn in 

& 1999). A number 

studies to be conducted in order to c!arify the age-stratified role gene 

alterations in glioblastomas, as it is known that the of p53 is in 

which are found in and therefore, 
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lt has been suggested that the Ml of gliomas can have a predictive value in their own 

prognosis (Cunningham et ai, 1997, Kirkegaard et ai, 1998). Ehrmann et ai (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 ai 

(1997), there was a prognostic relationship with MIB-1 and PCNA values, which 

disappeared after an adjustment was age and gradation of the 1 astrocytic 

tumors. 

have demonstrated that, is spite of an increase in ceii proiiferation 

along with the prognostic value 

(Heesters et a!, 1999, Schiffer et 

1997, et 1997). lt 

cel! proliferation and the confirming findings from previously 

mentioned studies. was, however, a reverse correlation (p = 0.058) 

between Ml and AI. as 

a gene established as programmed cell death suppressor, is not found in 

more 

giiobiastomas; 

the 

a significant re!ationship o f 

it is in 

42% 

et ai (1998), who found a 70% 

et ai (1997), v.;ho 

\/V e 

t::."701. 
,JI /U 

and survival, as had a!ready been 

by Nakasu et ai (1994), Newcomb et ai (1997), and Newcomb et ai (1998) 

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

between the index the cell proliferation index (Figure 4). Such 
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finding can indicate a greater role for bax, a member of the b!c-2 fami!y 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 ciinicai condition of the patient at the pre- and post­

surgicai time through clinicai and neurologicai examination, and the time of evoiution 

of the disease untii àiagnosis, which is one of the criteria for ciassifying between prlmary 

secondary giioblastomas. 

reverse 

that the of apoptosis can tumor growth, though a significant relationship 

between the of apoptosis and time of survival was not demonstrated. A reverse 

relationship between the blc-2 index and Ml is also seen. Similar data could not be 

in the literature. Thus, further ..:;o~y._,,...., . .,;;; need to In our 

study, none of the was 

tan,na•"'~""" in the a 

in 

highiy 
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Fig. 5- Glioblastoma with immunohistochemistry for bcl-2. (20X) 

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 M I B-1. (20X) 



1: Demographic Variables in patients diagnosed with

Male, f(%) 21 (70.0)

1.9
Data are presented as frequency (percentile) and lnean ±
standard deviation

P

f(%) 15 (68.2) 6 (75.0)

Age, years 59.5±12.3 51.9±9.0 O.

Apoptosis, % 7.5 (4.2 a 36.0) 5.0 (2.5 a 26.4) 0.344

Bcl-2 0.0 (0.0 a 11.8) 3.0 (0.0 a 13.9) 0.662

p53 0.0 (0.0 a 25.2) 2.2 (0.0 a 49.6) 0.629

MIB-l 20.5 (13.9 a 28.7) 29.7 (15.6 a 33.4) 0.202
Data are presented as frequency (percentile) and median and interquartile amplitude
(P25 to P75)
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1: Kaplan-Meier' s curve, representing survival time for 30 patients diagnosed with
glioblastoma.

Vertical Axis: Proportion of survivors

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

A Vertical: Survival Time (months) Horiz.: Apoptosis Index
B Vertical: Survival Time (months) Horiz.: blc-2 Index
C Vertical: Survival Time (lnonths) Horiz.: p53 Index
D Vertical: Survival Time (months) HorÍz.: Mib-l Index
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 
B Vertical: p-53 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.: blc-2 Index 
F Vertical: Mib-1 Index Horiz.: p53 Index 
Legend: Dead Patients Surviving Patients 
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