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1Resumo

RESUMO

Os meningiomas e astrocitomas são tumores originados em células meningoteliais e 
em astrócitos, respectivamente. A compreensão das alterações celulares e moleculares 
envolvidas na gênese destes tumores, proporcionam um suporte para a seleção dos 
marcadores biológicos, bem como a COX-2 e a p53, os quais podem ser avaliados 
por meio de imuno-histoquímica.Esta técnica consiste na detecção de antígenos 
específicos em células e tecidos, mediante o seu reconhecimento por anticorpos. 
Com o intuito de avaliar e comparar a expressão imuno-histoquímica de COX-2 e p53 
em amostras de meningiomas e astrocitomas, e correlacionando-os com a idade e o 
sexo dos pacientes.A amostra foi composta por espécimes cirúrgicas provenientes 
do Serviço de Neurologia e Neurocirurgia da Santa Casa de Belo Horizonte, no 
período de 2009 a 2014, perfazendo um total de 213 casos, sendo 107 meningiomas 
e 106 astrocitomas.O material foi incluído em parafina e foram confeccionados 
os microarranjos de tecidos (TMA), os quais foram submetidos a reação imuno-
histoquimica,pelo método de Polímero Indireto, empregando-se os anticorpos anti-
COX-2 e anti-p53. A imunomarcação para COX-2 e p53 foi positiva e de intensidade 
forte na maioria dos tumores, independente do subtipo tumoral. A média de idade nos 
tumores analisados foi maior nos meningiomas em relação aos astrocitomas. No grupo 
dos astrocitomas, quando analisados separadamente, a média de idade foi maior nos 
glioblastomas. O sexo feminino foi o mais acometido por meningiomas, enquanto nos 
astrocitomas o sexo masculino foi o mais freqüente. Este último apresentou uma curva 
de sobrevida curta, dada a agressividade inata do tumor em questão.
PALAVRAS-CHAVE: COX-2. p53. imuno-histoquímica. meningiomas. astrocitomas.



 
2Abstract

ABSTRACT

Meningiomas and astrocytomas are tumors originating from meningothelial cells 
and astrocytes, respectively. The understanding of the cellular and molecular 
changes involved in the genesis of these tumors provides support for the selection of 
biological markers as well as COX-2 and p53, which can be evaluated by means of 
immunohistochemistry. Of specific antigens in cells and tissues, upon their recognition 
by antibodies. In order to evaluate and compare the immunohistochemical expression of 
COX-2 and p53 in samples of meningiomas and astrocytomas, and correlate them with 
the age and sex of the patients. The sample consisted of surgical specimens from the 
Department of Neurology and Neurosurgery of the Santa Casa of Belo Horizonte, from 
2009 to 2014, making a total of 213 cases, 107 meningiomas and 106 astrocytomas. 
The material was included in paraffin and were (TMA), which were subjected to the 
immunohistochemical reaction using the Indirect Polymer method, using anti-COX-2 
and anti-p53 antibodies. Immunoblotting for COX-2 and p53 was positive and of strong 
intensity in most tumors, regardless of the tumor subtype. The mean age of the analyzed 
tumors was higher in meningiomas than in astrocytomas. In the group of astrocytomas, 
when analyzed separately, the mean age was higher in glioblastomas. The female sex 
was the most affected by meningiomas, in which astrocytomas male was the most 
frequent. The latter presented a short survival curve, given the innate aggressiveness 
of the tumor in question
KEYWORDS: COX-2. p53. meningiomas. astrocytomas. immunohistochemistry
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INTRODUÇÃO

O câncer representa um conjunto de doenças, que têm em comum, o 
crescimento excessivo e desordenado de células, não coordenado com àquele dos 
tecidos normais, e que persiste mesmo após o término do estímulo inicial(INCA, 
2016).

É incontestável o fato de que o câncer constitui problema de saúde pública e, por 
isso, o seu controle e prevenção devem ser priorizados, uma vez que, é responsável 
por importante causa de mortes em todo o mundo. Segundo a Organização Mundial 
de Saúde (OMS), o impacto do câncer na população esperado para as próximas 
décadas corresponderá a mais de 20 milhões de casos novos, estimados até o ano 
de 2025 (OMS, 2016).

De acordo com os dados do INCA, a estimativa para o Brasil, no biênio 2016-
2017, aponta a ocorrência de cerca de 600 mil novos casos de câncer. Destes, 
estima-se que, cerca de 10.270 casos sejam oriundos do sistema nervoso central 
(SNC), dos quais, separados por sexo, representarão 5.440 novos casos em homens 
e 4.830 novos casos em mulheres. Estes valores correspondem a risco estimado de 
5,50 novos casos para cada 100 mil homens e 4,68 novos casos para cada 100 mil 
mulheres (INCA, 2016).

A incidência anual de tumores do SNC corresponde a 10-17 novos casos para 
cada 100.000 indivíduos, no âmbito de tumores intracranianos; e de 1-2 novos casos 
para cada 100.000 indivíduos, no âmbito de tumores intramedulares (CAMBRUZZIet 
al., 2010).

Tumores cerebrais representam neoplasias com crescimento anômalo, 
originadas de células do interior do crânio, o que leva à compressão e lesão de 
estruturas do cérebro. Esses tumores são classificados em duas categorias: tumor 
cerebral primário e tumor cerebral secundário ou metastático (CINTRA, NISHIDE, 
NUNES, 2008).

A classificação dos tumores cerebrais primários se dá por meio da identificação 
das células que lhes dão origem. Desta forma, dentre os tumores do SNC, aqueles 
originados nas células da glia, são denominados gliomas, sendo o grupo mais 
comum de tumores encefálicos. Dentre os subtipos de gliomas, aqueles originados 
nos astrócitos são denominados de astrocitomas, sendo: astrocitoma pilocítico, 
astrocitoma difuso, astrocitoma anaplásico e glioblastoma (GBM), em ordem crescente 
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de malignidade, respectivamente. E, aqueles originados em células meningoteliais 
oriundas das meninges, são denominados meningiomas; os quais representam de 
15% a 25% dos casos de tumores oriundos do SNC (PASQUALEet al., 2011).

Os astrocitomas de baixo grau incluem o astrocitoma pilocítico (grau I) e o 
astrocitoma difuso (grau II). O astrocitomapilocítico,acomete preferencialmente, 
crianças e adultos jovens. Entretanto, o astrocitoma difuso, acomete 
predominantemente indivíduos do sexo masculino, preferencialmente entre a 3ª e a 
4ª décadas de vida (LOUIS et al., 2007).

Já os astrocitomas de alto grau incluem oastrocitoma anaplásico (grau III) e o 
GBM(grau IV). O astrocitoma anaplásico acomete, em maior proporção, homens na 
4ªdécada de vida (LOUIS et al., 2007).

O GBM é o tumor intracraniano primário mais comum, com frequência de 
aproximadamente 40% desses tumores. Acomete com frequência, discretamente 
maior, indivíduos do sexo masculino em relação ao sexo feminino, preferencialmente, 
entre a 4ª e 6ª décadas de vida, representando cerca de 50% a 60% de todos os 
gliomas (VAINBOIM et al., 2014).

O meningioma é o segundo tumor intracraniano primário mais comum na 
população adulta acometendo com maior frequência indivíduos do sexo feminino, na 
5ª década de vida, o que perfaz de 13% a 27% dos tumores intracranianos primários. 
Entretanto, nas duas primeiras décadas de vida, representam de 1% a 5% dos 
tumores cerebrais primários (HANEL et al., 2001, CIMINO, 2015).

A compreensão das alterações celulares e moleculares, envolvidas na 
gênese de meningiomas e astrocitomas, proporciona uma base para a seleção de 
marcadores biológicos de interesse para estes tumores. Os marcadores biológicos 
são macromoléculas de caráter protéico que estão presentes em tecidos, no sangue 
e em outros líquidos biológicos. É considerado marcador biológico tumoral ideal 
àquele produzido por neoplasias deu ma mesma linhagem e, mesmo na presença 
de pequenas quantidades de células, têm seus níveis mensuráveis (VALENTE, 
MASSABKI, 2011; CIMINO, 2015). 

Dentre as técnicas de detecção de marcadores biológicos está a imuno-
histoquímica, que consiste na detecção de antígenos específicos em tecidos, 
por meio do seu reconhecimento por anticorpos. Técnica esta que promoveu 
revolução diagnóstica no processo de avaliação dos tumores. Desta forma, 
passou a ser incorporada à rotina laboratorial, sendo item relevante nos laudos 
anatomopatológicos. Dentre os potenciais marcadores biológicos para tal, estão a 
COX-2 e a p53 (MAHZOUNI, SARMADI, 2014).

A ciclooxigenase-2 (COX-2) é a isoforma 2 das enzimas ciclooxigenases (COX), 
a qual está associada à processos inflamatórios,  proliferação e diferenciação celular 
e ainda, carcinogênese. É expressa em diversas alterações patológicas do SNC, 
de forma relativamente frequente, sendo associada ao comportamento maligno dos 
tumores (SHARMAet al., 2003; MAHZOUNI, SARMADI, 2014).
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A p53, fosfoproteína nuclear, atua no controle do ciclo celular, sendo responsável 
pela regulação da transcrição do DNA, proliferação e apoptose celular. Mutações 
na proteína p53 resultam em incapacidade de atuação de sua atividade reguladora 
negativa sobre o ciclo celular (SIROMA,BARACAT, 2006).

Marcadores biológicos têm sido estudados com o intuito de identificar os fatores 
que podem predizer a história natural dos tumores. Entretanto, observa-se carência 
em relação a publicações recentes relacionadas a marcadores direcionados para os 
meningiomas e astrocitomas, uma vez que, os achados histológicos são limitados em 
predizer a evolução clinica e morfológica desses tumores (VALENTE, MASSABKI, 
2011).

Por meio da imuno-histoquímica, é possível obter uma melhor compreensão a 
respeito do comportamento e características biológicas associadas aos meningiomas 
e astrocitomas.Assim, poderia auxiliar na compreensão dos mecanismos envolvidos 
na gênese desses tipos tumorais.
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CAPÍTULO 2
REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Sistema Nervoso

O sistema nervoso representa a maior diversidade celular dos sistemas 
orgânicos do corpo humano. O tecido nervoso é constituído, principalmente, por 
neurônios e células da glia, os quais desempenham importante papel no suporte e 
controle da atividade neural. O sistema nervoso, com base em critérios anatômicos e 
funcionais, é dividido em sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico 
(SNP). O SNC é envolvido por três membranas conjuntivas, denominadas meninges: 
dura-máter, aracnóide e pia-máter, as quais são responsáveis, principalmente, pela 
proteção do SNC, identificadas na Figura 1 (MACHADO, HAERTEL, 2006). 

Figura 1: Meninges: Dura-máter, Aracnóide e Pia-máter
Fonte: Atlas Netter, 2000

A meninge mais externa e superficial é a dura-máter, constituída por inúmeras 
fibras colágenas, que a tornam mais espessa e assim, resistentes. Por esta razão, 
pode ser também denonimada de paquimeninge É uma membrana inervada e 
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vascularizada, constituída por tecido conjuntivo e pelas células meningoteliais, 
em sua superfície interna, apresenta dois folhetos, interno e externo. O espaço 
compreendido entre a dura-máter e a aracnóide é denominado espaço subdural, 
sendo este espaço virtual (MACHADO, HAERTEL, 2006).

A meninge mediana é a aracnoide, avascularizada, constituída por delgada 
membrana trabeculada, justaposta à superfície interna da dura-máter, a qual é 
separada pelo espaço subdural. Este espaço contém pequena quantidade de 
líquido, indispensável à superfície de contato com a dura-máter, evitando assimsua 
aderência (MACHADO, HAERTEL, 2006). 

O espaço compreendido entre a aracnóide e a pia-máter é denominado espaço 
subaracnóideo, que contém o líquido cefalorraquiadiano (LCR), sendo região de 
extensa ligação entre o espaço subaracnóideo do encéfalo e da medula. Filamentos 
transpõem-se o espaço subaracnóideo para se aderirem à pia-máter, denominados 
de trabéculas aracnóideas (MACHADO, HAERTEL, 2006).

Protrusões aracnóideas projetam-se para o interior dos seios venosos da 
dura-máter, sendo denominadas granulações aracnóideas, representadas na 
Figura 2. Atuam como válvula unidirecional, importante para a reabsorção do LCR, 
impedindo assim, a entrada de sangue no mesmo. Evolutivamente, as granulações 
aracnóideas, têm taxa de crescimento e desenvolvem-se de acordo com a faixa 
etária (MACHADO, HAERTEL, 2006).

Figura 2: Granulações Aracnóideas
Fonte: Atlas Netter, 2000
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A mais interna das meninges é a pia-máter, ricamente vascularizada, que 
adere-se estreitamente à superfície do encéfalo e da medula, embora não esteja em 
contato direto com estas estruturas. Constituída por camada de células meningoteliais 
e também por tecido conjuntivo. A aracnóide e a pia-máter, juntamente, são 
denominadas de leptomeninges (MACHADO, HAERTEL, 2006).

Em relação aos constituintes do sistema nervoso, os neurônios são células 
altamente excitáveis, responsáveis pela transmissão da informação, por meio da 
diferença de potencial elétrico em sua membrana, através das sinapses. Enquanto 
que, as células da glia são constituídas por astrócitos (50%), oligodendrócitos (40%), 
microglia (5%) e células ependimárias (5%), e têm como função proporcionar um 
suporte estrutural e funcional para os neurônios (GOMES, TORTELLI,DINIZ, 2012).

Os astrócitos são células de formato estrelado, que emitem prolongamentos ao 
longo do seu corpo celular, observado por imunofluorescência na Figura 3. Constituem 
as células gliais mais abundantes do SNC, sendo a principal fonte de moléculas de 
matriz extracelular para os neurônios, são responsáveis por desempenhar uma série 
de funções essenciais para o auxílio da homeostase do SNC (STIPURSKYet al., 
2010).

Figura 3: Astrócitos por Imunoflorescência
Fonte: http://www.astropt.org

Devido à complexidade morfológica e funcional inerentes ao SNC, o 
fundamento da estrutura e disposição das meninges e das células da glia é de 
extrema relevância, não somente para a compreensão de seu importante papel 
de proteção do SNC e sustentação neuronal, respectivamente(STIPURSKY, et al., 
2010). Uma vez que, células gliais compreendem componentes celulares ativos no 
funcionamento fisiológico e patológico do SNC, inclusive associadas às meninges, 
podem ser frequentemente acometidas por processos patológicos, como: os 

http://www.astropt.org
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meningiomas e astrocitomas.

2.2 Meningiomas

Historicamente, em 1915, Harvey Cushing, médico e neurocirurgião norte-
americano, discorreu que os tumores das meninges são oriundos de células da 
aracnóide. Posteriormente, em 1922, Cushing propôs o termo “meningioma” para 
então nomeá-los, termo este que alcançou aceitação global (BHAT et al., 2014).

O meningioma é um tumor originário de células meningoteliais, 
correspondentes a fibroblastos da aracnóide, comumente encontradas nas 
leptomeninges, aderidos à superfície interna da aracnóide. No entanto, qualquer 
região próxima às leptomeninges, é potencialmente sítio de origem para este tumor, 
sendo mais comum em locais onde se têm granulações aracnóides (BORIN, 2008).

A classificação de tumores cerebrais baseia-se na premissa de que cada tipo 
de tumor é o resultado do crescimento anômalo de um tipo celular em específico. 
Com o intuito de unificar a nomenclatura de tumores do SNC, a OMS classifica-os 
periodicamente. Sendo assim, a classificação da OMS (2007) para meningiomas 
é baseada nos aspectos morfológicos microscópicos associados ao prognóstico, o 
que equivale à classificação mais amplamente utilizada e difundida, categorizando 
os meningiomas em três graus distintos: I, II e III, com 15 subtipos histológicos 
(COMMINS, ATKINSON,BURNETT, 2007). 

Oficialmente, a classificação da OMS (2016) de tumores do SNC representa 
atualização da 4ª edição de 2007. Em referência à classificação de meningiomas, esta 
se manteve de acordo com a classificação OMS (2007), sem grandes modificações 
(LOUIS et al., 2016).

Majoritariamente, os meningiomas são considerados benignos e assim, 
são categorizados como grau I, correspondendo a 9 subtipos histológicos, e 
representando melhor prognóstico. No entanto, alguns tipos histológicos são 
associados a clinica menos favorável, e são classificados como grau II e grau III, 
o que indica pior prognóstico e malignidade, respectivamente, contendo 3 subtipos 
histológicos cada um, representados na Tabela 1(KUNIMATSU et al.,2016).

Grau OMS (2007) Subtipos histológicos de meningiomas
I    Meningioma Meningotelial
I    Meningioma Fibroso
I    Meningioma Transicional
I    Meningioma Psamomatoso
I    Meningioma Angiomatoso
I    Meningioma Microcístico
I    Meningioma Linfoplasmocítico
I    Meningioma Secretor
I    Meningioma Metaplásico
II    Meningioma Atípico
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II    Meningioma de Células Claras
II    Meningioma Cordóide
III    Meningioma Anaplásico
III    Meningioma Rabdóide 

III     Meningioma Papilífero

Tabela 1: Subtipos histológicos de meningiomas de acordo com a Classificação da OMS (2007)
Fonte: Perry, 2010.

Dentre os meningiomas grau I, os subtipos histológicos meningotelial, fibroso e 
transicional estão entre os mais frequentes (KUNIMATSU et al., 2016).

O meningioma meningotelial é caracterizado por apresentar lóbulos demarcados 
por fibras colágenas. Apresenta células uniformes, com núcleo oval, cromatina 
delgada, citoplasma amplo e róseo, com pseudoinclusões intranuclares. Também, 
pode ser denonimado sincicial, apropriamente designado, por possuir células em 
espiral, aglomeradas em grupos compactos. As membranas celulares não são 
bem visíveis e delimitadas, apresentandolimites celulares imprecisos. É o subtipo 
histológico mais frequente em meningiomas (Figura 4) (PERRY, MAWRIN, 2010).

Figura 4: Meningioma Meningotelial 

As células formam agrupamentos, arrajam-se paralelamente, em padrão que se assemelha um 
epitélio. Redemoinhos e corpos psamomatosos são excassos.

 Fonte: Atlas Unicamp, 2010

O meningioma fibroso é caracterizado por apresentar células alongadas 
fusiformes, que dispõem-se em feixes direcionados de forma equidistante, em meio à 
uma matriz rica em fibras colágenas. Há uma menor celularidade com predominância 
de tecido conjuntivo, sendo o segundo subtipo histológico mais frequente em 
meningiomas (Figura 5) (PERRY, MAWRIN, 2010). 
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Figura 5: Meningioma Fibroso

As células dispõem-se em feixes, com núcleos em oval e presença de fibras colágenas. 
Fonte: Atlas Unicamp, 2010.

O meningioma transicional é caracterizado por apresentar células alongadas 
que arranjam-se em feixes multidirecionados, com características comuns aos 
subtipos histológicos meningotelial e fibroso. Ainda, é comum a presença de 
redemoinhos e corpos psamomatosos, sendo o terceiro subtipo histológico mais 
frequente em meningiomas (Figura 6)(PERRY, MAWRIN, 2010).

Figura 6: Meningioma Transicional

Contém os padrões histológicos Meningotelial e Fibroso, e a transição entre ambos. 
Redemoinhos e corpos psamomatosos são frequentes. 

Fonte: Atlas Unicamp, 2010.
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Os meningiomas apresentam incidência distinta em relação aos diferentes 
subtipos histológicos, quando avaliada a localização anatômica e a faixa etária 
comprometida. Para que se tenha estabelecimento seguro da incidência, enfatiza-
se uma importante correlação dos dados histológicos com alguns achados clínicos, 
como: idade, gênero, localização anatômica e características dos tumores com o 
auxílio da imuno-histoquímica(PIMENTEL, et al., 2015).

Os meningiomas compreendem tumores intracranianos primários mais comuns 
do SNC, correspondendo à aproximadamente 30% de todos os casos do SNC.Sabe-
se que, meningiomas grau I estão associados à forte predileção em indivíduos do 
sexo feminino. Diferentemente, os meningiomas grau II e III, subtipos histológicos 
associados às formas mais agressivas da doença, e que têm maior predileção por 
indivíduos do sexo masculino (ENDO et al., 2016).

A incidência dos subtipos histológicos em meningiomas é descrita na Tabela 
2. A mensuração da prevalência em meningiomas torna-se difícil tarefa, pelo 
fato de, muitas vezes ter-se quadro assintomático e assim, o diagnóstico é feito 
incidentalmente (MESKAL et al., 2016).

Incidência (%) Grau OMS (2007) Subtipo histológico
57,8% I Meningioma Meningotelial
11,1% I Meningioma Fibroso
10,4% I Meningioma Transicional
3,8% I Meningioma Psamomatoso
1,6% I Meningioma Angiomatoso
1,6% I Meningioma Metaplásico
1,5% I Meningioma Secretório
1,1% I Meningioma Linfoplasmocítico
0,3% I Meningioma Microcístico
3,4% II Meningioma Atípico
1,4% II Meningioma Cordóide
1,1% II Meningioma de Células Claras
2,3% III Meningioma Rapdóide
1,4% III Meningioma Anaplásico
1,1% III Meningioma Papilífero

Tabela 2: Incidência dos subtipos histológicos de meningiomas
(Fonte: KUNIMATSU et al., 2016)

As manifestações clínicas são dependentes da localização anatômica e da taxa 
de crescimento do tumor. Uma vez que, majoritariamente, os meningiomas crescem 
lentamente, o que favorece o aparecimento tardio dos sintomas. Desta forma, os 
pacientes são geralmente assintomáticos e a descoberta do tumor é um achado 
incidental. Qualquer sinal ou sintoma que se desenvolva geralmente é secundário à 
compressão de estruturas subjacentes (CASARES et al., 2011). 

A alta complexidade dos tumores do SNC está relacionada à sua abordagem 
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e localização anatômica, uma vez que, são responsáveis por importante causa de 
morbidade e/ou mortalidade em indivíduos acometidos.Para uma importante conjectura 
prognóstica, a mesma pode ser obtida através de avaliação anatomopatológica, por 
meio de realização de biópsia do tumor.Desta forma, a escolha da terapia a ser 
instituída está relacionada ao comportamento tumoral, predizendo o prognóstico. 
A classificação da OMS (2007) é particularmente útil a este respeito(JOHANNESE 
etal., 2004, CASARES et al., 2011). 

O prognóstico para pacientes com meningiomas, sofreu uma mudança desde 
a década de 1960. Desta forma, é possível observar que nas ultimas duas décadas, 
houve acréscimo no tempo de sobrevida, concomitantemente com decréscimo na 
taxa de mortalidade pós-operatória. Neste sentindo, os elementos prognósticos com 
maior relevância incluem: a localização do tumor, o grau histológico, marcadores 
biológicos tumorais e a extensão da ressecção cirúrgica. No entanto, o elemento 
prognóstico de maior relevância para meningiomas ainda constitui o fenótipo 
histológico (YANG et al., 2016; LINSLER et al., 2016).

2.3 Astrocitomas

Historicamente, em 1846, após análise em tecidos humanos post mortem, 
Virchow, foi o patologista responsável por descrever a neuroglia, evento este 
fundamental para o estabelecimento do conceito atual da classificação de tumores 
do SNC. Em 1893, Von Lenhossek, originalmente, introduziu o termo astrócito para 
designar àquelas células gliais com o formato em estrela. Posteriormente, em 1949, 
Kernohan elaborou o sistema para a classificação de gliomas de acordo com a 
graduação em ordem crescente de malignidade(KETTENMANN, RANSOM, 2005).

Glioma é o termo designado para tumores originários das células da 
glia,constituindo assim, o grupo mais comum de tumores encefálicos primários. Os 
gliomas são representados pelos astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas e 
tumores da micróglia, sendo os astrocitomas os subtipos mais frequentes (ROBBINS, 
COTRAN, 2010). 

Os astrocitomas são subdivididos em escala de quatro graus, sendo I, II, III e IV, 
correspondendo à astrocitoma pilocítico, astrocitoma difuso, astrocitoma anaplásico 
e GBM, respectivamente, sendo de ordem crescente de acordo com o grau de 
agressividade e malignidade. Esta subdivisão,está relacionada às características 
histomorfológicas, como: atipia nuclear, mitoses, proliferação endotelial e 
necrose(ROBBINS, COTRAN, 2010).

2.3.1 Astrocitoma Pilocítico

O astrocitoma pilocítico(grau I) representa, aproximadamente, 15% dos 
tumores do SNC. Majoritariamente, acomete crianças e adultos jovens de 0 a 20 
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anos, o qual ainda, pode ser associado a ocorrência de Neurofibromatose tipo 1 
(NF1). Deste modo, raramente, desenvolvem-se em faixa etária acima da quinta 
década de vida (MATJA et al., 2016).

Quanto à sua localização, esta ocorre, predominantemente, no cerebelo, onde 
dois terços destes tumores estão localizados. No entanto, pode ser encontrado em 
outros locais do SNC, bem como, hemisférios cerebrais, tronco encefálico e medula, 
sendo capaz de provocar manifestações neurológicas variáveis (TUREL, KIEHL, 
GENTILI, 2016).

O astrocitoma pilocítico constituium tumor circunscrito, bem diferenciado, com 
baixa a moderada celularidade, sendo caracterizado por exibir padrão histológico 
bifásico, com peculiaridades que se assemelham tanto a padrões pilocíticos, quanto 
a protoplasmáticos. No que se refere ao primeiro, este é, constituído por astrócitos 
bipolares com extensos prolongamentos e inúmeras fibras de Rosenthal, estruturas 
hialinas alongadas, em meio a matriz fibrilar, com maior compactação. E ao que se 
refere ao último, este é constituído por astrócitos multipolares, entretanto, com curtos 
prolongamentos em meio amatriz com a presença de microcistos e corpúsculos 
granulares, com menor compactação (BURGER et al., 2000).

Trata-se de um tipo tumoral que contémlesões não infiltrativas, com baixo 
potencial proliferativo e ausência de atipias nucleares, mitoses, proliferação endotelial 
ou necrose. Em razão do crescimento tumoral lento, associado à lesão circunscrita, 
normalmente, tem-se bom prognóstico. Uma vez que, após ressecção cirúrgica, 
há baixo risco de recorrência, devido ao comportamento tumoral não infiltrativo 
(FIECHTER et al., 2016).

2.3.2 Astrocitoma Difuso

O astrocitoma difuso (grau II) representa de 10 a 15% dos tumores originários 
de astrócitos. Majoritariamente, acomete as faixas etárias compreendidas entre, a 
terceira e quarta décadas de vida, com maior predileção por indivíduos do sexo 
masculino. Apresenta, preferencialmente, localização supratentorial, nos lobos 
frontal e temporal (LOUIS et al., 2007).

Histologicamente, é constituído por elevado grau de diferenciação, com 
células que se assemelham a astrócitos normais ou patológicos. Entretanto, pode-
seapresentar características fibrilares, protoplasmáticos ou gemistocísticos, sendo 
capazes de estarem associadas em uma mesma espécime, ou com predomínio de 
um destes (BURGER et al., 2000).

Usualmente, é constituído por lesões infiltrativas, com a presença de atipias 
nucleares,ausente ou baixo índice mitótico, e ausência de proliferação endotelial 
ou necrose. Apresenta má delimitação de suas extremidades, o que perfaz a 
ocorrência de potenciais recidivas e/ou possível progressão para níveis superiores 
de malignidade. Apesar de se ter, aparentemente,comportamento indolente, o 
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prognóstico é reservado e incerto, sendo influído à extensão do tecido residual e a 
essência infiltrativa(FIECHTER et al., 2016).

2.3.3 Astrocitoma Anaplásico

O astrocitoma anaplásico (grau III), representa 4% dos tumores do SNC, e 
perfaz 10% dentre os gliomas, acomete, preferencialmente, indivíduos do sexo 
masculino, na quarta década de vida (LOUIS et al., 2007).

É constituído por lesões histológicas infiltrativas, com alto índice mitótico e a 
presença de atipias nucleares, com maior celularidade. Desta forma, é conferido ao 
tumor, potencial maior de agressividade, e assim, portanto, malignidade (FIECHTER 
et al., 2016).

O estabelecimento do prognóstico pode ser instituído, através da análise da faixa 
etária comprometida, a extensão da ressecção cirúrgica e a manutenção da função 
neurológica. Uma vez que, o tratamento associado entre agentes quimioterápicos 
à radioterapia, após a ressecção cirúrgica, constitui de forma positiva, aumento 
asobrevida (YANGet al., 2017).

2.3.4 Glioblastoma Multiforme

O GBM constitui a variante mais comumente encontrada e letal de tumor 
encefálico, representa aproximadamente 40% das neoplasias primárias provenientes 
do SNC, e cerca de 50% dos subtipos de gliomas. De acordo com a OMS, é classificado 
na escala de astrocitomas como grau IV, sendo considerado tumor maligno. Localiza-
se, preferencialmente, nos hemisférios cerebrais, sendo distribuídos pelos lobos 
cerebrais. Apresenta-se, com discreta predileção em indivíduos do sexo masculino, 
em termos de incidência, com uma proporção de 1,5:1, em relação ao sexo feminino 
(VAINBOIM et al., 2014).

Segundo dados do INCA, no biênio de 2016-2017, dos 10.270 novos casos 
de neoplasias oriundas do SNC, 2 a 4 mil casos correspondem ao GBM. Assim, 
apresenta-se como a neoplasia primária supratentorial mais frequente na população 
adulta, apresentando pico de incidência entre a quarta e a sexta década de vida. 
Entretanto, de forma infrequente, pode ocorrer na infância,na primeira década de 
vida (HERRERA et al., 2009).

A classificação de tumores do SNC, mais difundida e aceita, corresponde à 
4aedição da OMS (2007). No entanto, atualmente, de acordo com a mais recente 
classificação desse órgão (2016), os GBM estão listados no grupo de tumores 
astrocíticos e oligodendrogliais difusos, refletindo o seu comportamento altamente 
maligno. Desta forma, os GBM são subdivididos em glioblastoma IDH-selvagem 
e glioblastoma IDH-mutado. A IDH equivale à enzima isocitrato desidrogenase, 
e constitui importante grupo de proteínas, responsáveis por participarem do 
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metabolismo oxidativo do organismo (LOUIS et al., 2016). 
Os subtipos IDH-1 e IDH-2, quando são acometidos por mutações, associam-se 

à estratificação e diferenciação dos subtipos de GBM, diferenciando-os em primário 
e secundário, segundo a OMS. O GBM primário e o secundário desenvolvem-se 
através de vias genéticas distintas, embora mantenham-se histomorfologicamente 
indistinguíveis ao estabelecimento do diagnóstico. Desta forma, a presença ou 
ausência da mutação envolvendo a enzima IDH em GBM auxilia na escolha 
terapêutica, apresentando um importante valor prognóstico. Uma vez que, a 
presença da mutação evidencia melhor prognóstico, com maior tempo de sobrevida 
(TRINDADE et al., 2012). 

Morfologicamente, o GBM é extremamente variável, sendo um tumor altamente 
heterogêneo e angiogênico, o diagnóstico é estabelecido por meio de análise 
histológica. No entanto, devido à heterogeneidade tumoral, este é potencial fator que 
dificulta o diagnóstico em alguns casos. Apresenta-se com elevada tava proliferativa 
e migratória, com ausência de apoptose, tornando-o um tumor altamente agressivo 
(MONTGOMERY et al., 2015).

O padrão histológico destes tumores caracteriza-se pelo pleomorfismo celular, 
presença de atipias nucleares, numerosas mitoses típicas e atípicas,proliferação 
vascular, áreas de necrose e alta celularidade. As células neoplásicas arranjam-se 
ao longo das superfícies necróticas, de forma irregular, dispostas em meio à matriz, 
o que resulta em padrão histológico comumente encontrado em GBM, denominado 
de pseudopaliçada (Figura 7). As células neoplásicas são, predominantemente, 
fusiformes e não se assemelham a astrócitos, o que o caracteriza como tumor pouco 
diferenciado, com elevado grau anaplásico (KLEIHUES E CAVENEE, 2000).

Figura 7: Glioblastoma Multiforme

Alto pleomorfismo celular, com hipercelularidade, sendo comum a ocorrência de 
pseudopaliçada.

Fonte: Atlas Unicamp, 2010.
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Normalmente, o inicio das manifestações clínicas é abrupto, e está intimamente 
relacionado à localização e extensão tumoral, associados à taxa de crescimento do 
tumor. O quadro de déficit neurológico está relacionado à topográfica e extensão 
da lesão provocada pelo tumor, sendo comum a ocorrência de cefaleia, náusea, 
alterações no nível de consciência e crises convulsivas. A hipertensão craniana 
ocorre em decorrência do rápido crescimento tumoral, o que gera efeito compressivo 
no crânio (GRANT, 2004). 

Recentemente, tem-se alcançado avanços em relação à terapêutica de 
GBM, através da instituição do tratamento concomitante de radioterapia e agentes 
quimioterápicos, aliados à ressecção cirúrgica. Ainda assim, a expectativa de vida 
permanece baixa em razão da natureza infiltrativa associada ao rápido crescimento 
tumoral, limitando assim a eficácia terapêutica. Com sobrevida média de apenas 
15 meses após o diagnóstico estabelecido, e com expectativa média de vida de 
aproximadamente 2 anos. O tratamento concomitante é responsável por reduzir 
o volume tumoral, entretanto, não é capaz de modificar o comportamento natural 
agressivo da doença (BENNETT et al., 2016). 

Porquanto, os mecanismos de resistência terapêutica associados à 
agressividade tumoral inata oriundo do GBM apresentam-se como o pior prognóstico 
entre todos os gliomas. Menos de 5% dos pacientes permanecem vivos, resultando 
em incapacidade progressiva e óbito (MESKAL et al., 2016).

Uma das principais vantagens do TMA é que possibilita a análise simultânea de 
grande número de espécimes, de maneira eficaz, permitindo o bom desempenho de 
ensaios, dentre eles, a imuno-histoquímica. Desta forma, através do TMA, centenas 
de fragmentos representativos de tecidos e/ou tumores são incluídos em apenas 
uma única lâmina para o ensaio, e análise, (JAWHAR, 2009; DAKO,2013).

2.4 Microarranjos de tecidos - TMA

Historicamente, em 1986, Battifora propôs novo método de arranjo de amostras 
teciduais e/ou tumorais em matriz, denominado Multi tumor tissue block (MTTB). 
Responsável por retirar fragmentos teciduais e/ou tumorais incluídos em blocos de 
parafina que são cortados na forma de cilindros, e reincluidos em novo bloco de 
parafina, sendo dispostos paralelamente. No entanto, não se tinha a identificação 
dessas amostras teciduais e/ou tumorais, sendo a técnica realizada em sequência 
aleatória (ALMEIDA et al., 2008).

Posteriormente, em 1998, Kononen e colaboradores, foram responsáveis 
por aprimorarem este método, denonimado de tissue micro array (TMA), ou seja, 
microarranjos de tecido. Utilizaram-se de dispositivo cilíndrico mecânico, com 
mecanismo em que se retirava os cilindros e, posteriormente montava-se novo bloco 
já pré-moldado e vazado. Desta forma, tem-se a confecção de novo bloco de parafina 
receptor, contendo fragmentos cilíndricos de inúmeras amostras teciduais e/ou 
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tumorais, obtidas a partir de centenas de blocos de parafina doadores. Os cilindros 
tumorais são dispostos neste novo bloco receptor, o qual segue-se ordenação já 
predeterminada para tal (ANDRADE et al., 2007).

Para a confecção do TMA segue-se várias etapas. Inicialmente, tem-
se a seleção de amostras representativas teciduais e/ou tumorais de interesse, 
provenientes do bloco de parafina doador. Previamente, é feita a escolha de uma 
matriz adequada para a realização do processo. Posteriormente, a construção de 
novo bloco de parafina receptor. Por fim, tem-se a montagem do novo bloco com os 
fragmentos das amostras teciduais e/ou tumorais de interesse selecionadas e com 
isso, é realizada a análise do mesmo, segundo a Figura 8 (ANDRADE et al., 2007).

Figura 8: Princípio da análise do Microarranjos de tecidos (TMA) 
Fonte: Dako, 2013

Através da análise simultânea dos espécimes, obtêm-se enorme economia 
de tempo de técnica, de reagentes e de análise. E ainda, permite a uniformização 
das reações, o que facilita a interpretação dos resultados obtidos. Uma vez que, 
os fragmentos teciduais e/ou tumorais são submetidos ao mesmo tratamento, 
de maneira homogênea, garantindo uniformidade experimental. Desta forma, 
variáveis que poderiam ocorrer em etapas importantes da imuno-histoquímica como 
recuperação antigênica, tempo de incubação de anticorpos, temperaturas e outros 
são padronizadas uniformemente diminuindo os vieses, devido à disposição do TMA 
(JUNIOR et al., 2010, DAKO, 2013).

As identidades das amostras de tecidos e/ou tumores são registradas e 
mapeadas, para cada cilindro no bloco de parafina receptor, ou seja, o TMA. Assim, 
um mapa detalhado é fornecido, para serem apoiadas à informação clínica e 
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doenças correspondentes de cada amostra utilizada. Para otimização da técnica, 
insere-se mais de um fragmento representativo da mesma amostra tecidual e/ou 
tumoral, caso haja o descolamento de alguma amostra, durante a realização da 
imuno-histoquímica, representado na Figura 9 (DAKO, 2013).

Figura 9: Mapa representativo do Microarranjos de tecidos (TMA)
Fonte: Dako, 2013.

O TMA desponta como uma importante técnica no âmbito de pesquisas 
científicas, na transição dos resultados da pesquisa básica para a aplicação clínica, 
com forte impacto positivo. Com o uso da imuno-histoquímica, em única lâmina, 
proveniente do TMA, é possível identificar a expressão de determinados marcadores 
biológicos em inúmeras amostras de tecido e/ou tumores, ao custo de apenas 
uma única reação. Desta forma, tem-se o potencial de acelerar significativamente 
as reações, sendo ferramenta prática e eficaz. A análise de grande número de 
amostras de tecidos e/ou tumores através de técnicas convencionais são lentas e 
despendiosas (ANDRADE et al., 2007).

2.5 COX-2

As ciclooxigenases (COX) são as primeiras enzimas oxidases envolvidas no 
processo de síntese fisiológica de prostaglandinas (PGs), o que ocorre a partir do 
ácido araquidônico. Contém 3 isoformas (COX-1, COX-2 e COX-3), sendo ambas 
derivadas de genes distintos, mas que, em suas estruturas apresentam 60% de 
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homologia (MATSUYAMA, YOSHIMURA, 2009). 
A COX-2 é codificada pelo gene PTGS2 localizado no cromossomo 1q (lócus 

q25.2-q25.3), com 70 kDa. Fisiologicamente, está ausente ou expressa em mínimas 
quantidades nos tecidos normais. Constitui enzima inflamatória, sendo induzida a 
partir de estímulos pró-inflamatórios, que modulam estados inflamatórios agudos e/
ou crônicos, e mitogênicos (BUCCOLIERO, et al., 2007).

Em processos pré-malignos e malignos, a COX-2 tem a sua super expressão 
reportada, sendo responsável por estimular a angiogênese e a inibição da apoptose, 
propiciando assim, o crescimento tumoral. Desta forma, é capaz estimular a 
carcinogênese, por catalisar a síntese de mutágenos associada ao decréscimo do 
índice apoptótico, corroborando assim, para o aumento do potencial de invasão e 
mestástases em tecidos adjacentes (BUCCOLIERO, et al., 2007).

A superexpressão das isoformas COX-1 e COX-2, recentemente, foram 
reportadas, em amostras tumorais de gliomas e meningiomas. Majoritariamente, 
localiza-se em células tumorais e em macrófagos, o qual é associadaao grau 
patológico tumoral (NATHOO, BARNETT, GOLUBIC, 2004). 

2.6 p53

A p53 é uma fosfoproteína nuclear, essencial para a manutenção da integridade 
e estabilidade do material genético, uma vez que, atua no controle do ciclo celular, 
essencial para a viabilidade das células. p53 é codificada pelo gene TP53, importante 
supressor tumoral, localizada no cromossomo 17 (lócus 17p13.1), constituída por 375 
aminoácidos,com 53 kDa em sua estrutura (BORRESEN-DALE, 2003).

Fisiologicamente, a proteína p53 selvagem está presente no núcleo em células 
normais, e tem-se meia vida reduzida, a qual se mantém expressa por apenas 20 
minutos, em razão de ser rapidamente degradada pela ação de proteínas nos 
proteossomos. No entanto, a p53 mutada tem a sua conformação estrutural alterada, 
evitando o processo de degradação por proteínas, o que resulta no acúmulo de 
sua concentração nas células, sendo passível de detecção por técnicas imuno-
histoquímicas (PASQUALE et al., 2011).

 \A persistência de p53 mutada pode refletir um possível evento carcinogênico, 
em resposta ao dano persistente ao DNA, associado à sua super expressão. A 
mutação protéica pode ser sugestiva de possível mutação gênica, embora que, para 
a confirmação é necessário realizar o sequenciamento (GARAY et al., 2003).

A p53 é ativada como resposta a sinais de dano celular, sendo responsável 
por promover a parada do ciclo celular na fase G1, até que se complete o reparo ao 
DNA. Isto ocorre, através da ativação do sistema de reparo, no intuito de impedir que 
aquele dano celular seja perpetuado nas células filhas. No entanto, se este reparo 
ao DNA não for finalizado de forma eficiente, a p53 induz a apoptose celular, e ainda, 
promove check point na fase S para G2. (NARLA, et al., 2014).
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Há cerca de poucas décadas, a p53 tornou-se importante ferramenta no 
âmbito das pesquisas, devido à sua relevância para o câncer. Uma vez que, tem 
proporcionado melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na carcinogênese 
em diferentes neoplasias (FETT-CONTE, SALLES, 2002).

O gene TP53, quando mutado, associa-se à formação e ao desenvolvimento 
tumoral, uma vez que, o déficit funcional da p53 é determinante na progressão 
tumoral em neoplasias do SNC, como em meningiomas e astrocitomas (ZHAO et 
al., 2015). 

Os achados histopatológicos em meningiomas e astrocticomas são limitados 
em predizer a evolução clinica e morfológica desses tumores. Recentemente, 
discorre de um grande interesse na identificação de potenciais marcadores 
biológicos. Desta forma, o estudo dos marcadores biológicos COX-2 e p53 através 
da imuno-histoquímica poderia auxiliar na compreensão dos mecanismos envolvidos 
na gênese desses tipos tumorais, e ainda na possível identificação de potenciais 
alvos moleculares para otimização da terapêutica a ser instituída.
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CAPÍTULO 3
OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar a expressão de COX-2 e p53 por imuno-histoquímica, em 
amostras de meningiomas e astrocitomas

3.2 Objetivos específicos

- Avaliar a idade e sexo dos pacientes com meningiomas e astrocitomas
- Correlacionar a expressão imuno-histoquímica de COX-2 e p53 com a idade 

e sexo dos pacientes
- Avaliar a sobrevida em pacientes com glioblastomas
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CAPÍTULO 4
MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Seleção de casos

Trata-se de um estudo retrospectivo transversal. Os casos foram selecionados 
a partir de espécimes cirúrgicas incluídas em parafina, contendo amostras de 
tumores cerebrais, obtidos a partir de ressecção cirúrgica, realizadas no Serviço de 
Neurologia e Neurocirurgia do Hospital Santa Casa de Belo Horizonte, Minas Gerais, 
no período entre 2009 à 2014, sob a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 
SCBH (CEP/SCBH) n 019/2010. O Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi 
obtido dos pacientes e/ou responsáveis.

As amostras tumorais, colhidas durante ressecção cirúrgica, foram 
acondicionadas em formalina à 10% e enviadas ao Departamento de Patologia da 
Santa Casa de Belo Horizonte, sendo alocadas em blocos incluídos em parafina, 
após fixação no formol, para estudo histopatológico. Todas as amostras foram 
diagnosticadas por um anatomopatologista, utilizando critérios recomendados pela 
OMS (2007). Apenas os casos anteriormente classificados como meningiomas e 
astrocitomas foram incluídos na pesquisa, a partir dessa seleção inicial, foi obtido 
um total de 213 casos, sendo 107 meningiomas e 106 astrocitomas.

As lâminas dos casos selecionados, coradas por HE (Hematoxilina e 
Eosina),foram revisadas e a área que melhor representasse o tumor foi selecionada 
por um patologista, de forma independente, sem a identificação dos casos. 

Como critério de inclusão, foram considerados, a presença de áreas de tumor, 
a conservação adequada dos blocos de parafina, amostra satisfatória para a referida 
análise com boa fixação e processamento.

Como critério de exclusão, foram considerados, a ausência de áreas do tumor, 
a conservação inadequada dos blocos de parafina, amostras insuficientes para a 
referida análise, com artefatos de fixação e processamento.

4.2 Confecção dos Microarranjos de tecidos (TMAs)

A confecção dos microarranjos de tecidos (TMAs) foi realizada no Hospital 
A.C. Camargo, localizado em São Paulo, por um técnico especializado do referido 
hospital, no mês de junho em 2016. 
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Para a confecção dos blocos de TMA, utilizou-se o equipamento manual, em 
dispositivo de base fixa, o MTA-I (Figura 10), proveniente da Beecher Instruments. 
Inseriu-se, 213 cilindros de 1,0 mm de diâmetro cada em duplicata, cada cilindro 
contendo uma amostra representativa do tumor, e com um espaçamento de 1,2 mm 
entre os centros dos cilindros, em três blocos distintos identificados como 1, 2 e 3.

Figura 10: Equipamento manual para confecção de Microarranjos de tecidos - MTA-I
Fonte: Hospital A.C. Camargo, 2016

Desta forma, retirou-se parte de um tecido tumoral, que foi preparado em 
blocos de parafina convencionais, denominado de bloco doador, e assim colocou-se 
em um novo bloco, denominado de bloco receptor. O bloco receptor foi preparado 
anteriormente, confeccionado com os espaços já demarcados, que receberam os 
novos cilindros.

A posição dos casos foi identificada em um mapa com referências de colunas e 
linhas, responsável por orientar a localização espacial de cada um dos casos. Além 
disso, o mapa é fundamental, para o auxílio da análise e distinção, em relação aos 
diferentes subtipos histopatológicos de meningiomas, e astrocitomas que estão em 
cores distintas dos controles (Figura 11).
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Figura 11: Mapas representativos 1, 2 e 3 do TMA
Fonte: Hospital A.C. Camargo, 2016

Cada bloco de TMA foi submetido à microtomia, com uma espessura de 4 mm, 
obtendo-se, cortes histológicos sequênciais, os quais foram incluídos em lâminas 
com carga elétrica, para a realização da imuno-histoquímica.

4.3 Imuno-histoquímica

Através da técnica de imuno-histoquímica foram pesquisados, em todos os 
107 casos de meningiomas e 106 casos de astrocitomas, as proteínas p53 e COX-
2. Foram utilizadas amostras de carcinoma de mama como controle positivo para 
p53, e placenta para COX-2. Como controles negativos, foram utilizados os mesmos 
casos com a supressão do anticorpo primário.

As lâminas contendo amostras tumorais de meningiomas e astrocitomas foram 
incubadas em estufa à 50ºC overnight, e posteriormente imersas em xilol para 
desparafinização, e rehidratadas em banhos sequênciais de álcool etílico absoluto e 
água destilada.

Para a recuperação antigênica, as lâminas foram imersas em soluções 
previamente aquecida de tampão EDTA (pH 9), para COX-2,e de citrato de sódio 
(pH 6), para p53, e submetidas à temperatura de 95ºC em panela à vapor por 30 
minutos. 

Posteriormente, após o resfriamento das lâminas, estas foram tratadas com 
peróxido de hidrogênio (H2O2) à 3%, para o bloqueio da enzima peroxidase endógena. 
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E assim, incubadas com os anticorpos primários anti-p53 e anti-COX-2 em 
câmera úmida, por 1 hora, em temperatura ambiente. O método imuno-histoquímico 
empregado foi o de Polímero Indireto. Esta metodologia foi padronizada no Laboratório 
de Imuno-histoquímica do Instituto de Ensino e Pesquisa (IEP) da Santa Casa de 
Belo Horizonte, MG. As especificações técnicas dos anticorpos estão descritas na 
Tabela 3.

Anticorpo COX-2 P53
Origem Cayman Chemical Dako®
Animal Camundongo Camundongo
Clonalidade Monoclonal Monoclonal
Clone CX229 DO-7
Controle  Placenta Mama 
Diluição utilizada 1:100 1:100
pH pH 9 pH 6

Tabela 3: Descrição dos anticorpos anti-COX2 e anti p53
Fonte: Bula dos kits dos anticorpor COX-2 (Cayman Chemical) e p53 (Dako®)

Após incubação com os anticorpos primários, as lâminas foram tratadas com 
solução diluída de tampão (TBS). 

A seguir, utilizou-se o HiDef ™ HRP (CELL MARQUE), sistema de detecção de 
polímero, sendo um sistema livre de biotina. Assim, elimina-se a possível coloração 
não específica em decorrência da presença de biotina endógena. O HiDef ™ HRP, 
consiste em dois reagentes já prontos para o uso, o detector e o amplificador. 
Inicialmente, utilizou-se o amplificador, e posteriormente o detector, ambos em 
câmera úmida à temperatura ambiente. A fim de se obter amplificação do sinal, 
proporcionando uma melhora exponencial na ligação e visualização dos anticorpos.

A revelação da reação IHQ foi realizada com o cromógeno DAB 
((3-3)-tetrahidrocloreto de diaminabenzidina, na diluição de 1:20, sendo este 
responsável pela emissão de uma coloração marrom. A contra-coloração foi realizada 
por um banho rápido em hematoxilina e com sua posterior diferenciação em água 
corrente. Posteriormente, procedeu-se à desidratação em álcool etílico absoluto, 
seguido de xilol.

Por fim, foi realizada a montagem das lâminas, sendo recobertas com 
lamínula de tamanho apropriado para o TMA, empregando-se o meio de montagem 
denonimado de Entellan®, para posterior análise em microscópio óptico.

4.4 Interpretação da reação imuno-histoquímica

A análise imuno-histoquímica foi realizada em microscópio óptico (MOTIC 
BA310), nas objetivas de 4X, 10X e 40X, por dois patologistas, de forma independente. 
A expressão de p53 é identificada por exibir padrão de imunomarcação nuclear, 
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enquanto que, a COX-2 é identificada por exibir padrão de imunomarcação 
citoplasmática.

A imunomarcação de p53 e COX-2 foi considerada positiva ou negativa, de 
acordo com a quantidade e a intensidade de coloração de células imunomarcadas. 
A intensidade de coloração da imunomarcação das células de p53 foi categorizada 
em duas graduações distintas: fraca e forte, sendo a intensidade moderada avaliada 
juntamente à forte, baseado no estudo de Montgomery et al., (2015).

A expressão de p53 foi considerada positiva quando foi observada a marcação 
nuclear em quantidade igual ou superior a 10% de células tumorais avaliadas. De 
outro modo, foram considerados negativos os casos sem marcação nuclear ou em 
quantidade inferior a 10% de células imunomarcadas. Os casos p53 positivos foram 
categorizados, de acordo com a intensidade de coloração, em fraca ou forte. Ressalta-
se que, foram desconsideradas as reações inespecíficas de padrão de membranar 
e citoplasmática, embora p53 possa apresentar, esporadicamente, imunomarcação 
citoplasmática em alguns casos.

A expressão de COX-2 foi considerada positiva quando a marcação 
citoplasmática ocorreu em quantidade igual ou superior a 10% de células tumorais. De 
outro modo, foram considerados negativos, os casos sem marcação citoplasmática ou 
em quantidade inferior a 10% de células imunomarcadas. Os casos COX-2 positivos 
foram categorizados, de acordo com a intensidade de coloração, em fraca ou forte. 
Ressalta-se que, foram avaliados apenas os casos em que foi exibido um padrão 
de imunomarcação citoplasmática, desconsiderando-se as reações inespecíficas de 
padrão de membrana celular e nuclear.

4.5 Análise Estatística

Para a caracterização da amostra total, foram usadas tabelas de frequência 
para as variáveis categóricas, e as medidas descritivas (média, mediana, mínimo, 
máximo e desvio-padrão) para as variáveis contínuas. 

Os dados foram analisados quanto a sua distribuição pelo teste de Kolmogov-
Smirnov que demonstrou dados com distribuição Normal, portanto a classe dos 
testes paramétricos foi utilizada para comparação de dados contínuos.

O teste ANOVA avaliou a idade de acordo coma intensidade da coloração e o 
teste T de Student para a expressão dos marcadores.

As comparações múltiplas foram feitas pelo Teste de Tukey.Foi utilizado o Teste 
Qui-quadrado para avaliar a associação da expressão dos marcadores e sexo, tipo 
tumoral eintensidade da coloração.

A curva de sobrevida foi estimada pelo método de Kaplan-Meier.O nível de 
significância adotado para todos os testes estatísticos foi de 5%, e o software utilizado 
para análise é o SPSS versão 20.0.
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CAPÍTULO 5
RESULTADOS

5.1 Caracterização da amostra

Foram analisadas 213 amostras de tumores, sendo 107 meningiomas e 106 
astrocitomas, obtidas em ressecções cirúrgicas, realizadas no período entre 2009 a 
2014. Dentre os meningiomas, a maior parte dos casos foi do subtipo meningotelial 
(72/33,8%), enquanto que, para os astrocitomas, o maior número de casos foi o 
subtipo GBM (76/35,7%) (TAB 4). 

Dentre os subtipos de meningiomas, todos são pertencentes ao grau I, 
entretanto, em astrocitomas, tem-se o estadiamento, em graus I, II, III e V, sendo, 
astrocitoma pilocítico, difuso, anaplásico e GBM, respectivamente (TAB 4).

Frequência dos subtipos tumorais n (%) Grau tumoral
Meningioma Meningotelial 72 (33,8) Grau I
Meningioma Transicional 17 (8,0) Grau I

Meningioma Fibroso 7 (3,3) Grau I
Meningioma Psamomatoso 4 (1,9) Grau I

Meningioma Microcístico 3 (1,4) Grau I
MeningiomaAngiomatoso 2 (0,9) Grau I
Meningioma Secretório 2 (0,9) Grau I

Subtotal 107 (50,23)
Astrocitoma Pilocítico 10 (4,7) Grau I

Astrocitoma Difuso 15 (7,0) Grau II
Astrocitoma Anaplásico 5 (2,3) Grau III
Glioblastoma Multiforme 76 (35,7) Grau IV

Subtotal 106 (49,77)
Total 213 (100)

Tabela 4: Caracterização da amostra de acordo com o subtipo e grau tumoral
Fonte: Dados da pesquisa

Dentre os 107 casos de meningiomas, observou-se maior frequência em 
indivíduos do sexo feminino, quando comparados aos indivíduos do sexo masculino, 
sendo, 79 casos (73,83%) em mulheres, enquanto que, 28 casos (26,17%) em 
homens (TAB 5). 

Dentre os 106 casos de astrocitomas, observou-se frequência discretamente 
maior em indivíduos do sexo masculino, quando comparados aos indivíduos do sexo 
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feminino, sendo, 59 casos (55,66%) em homens, e 47 casos (44,34%) em mulheres 
(TAB 5).

Tipo Tumoral
Sexo n,(%)

Feminino Masculino

Meningiomas 79 (73,83) 28 (26,17)

Astrocitomas 47 (44,34) 59 (55,66)

Subtotal 126 (59,15) 87 (40,85)

Total 213 (100)

Tabela 5: Caracterização da amostra de acordo o tipo tumoral e sexo
Fonte: Dados da pesquisa

As idades, nos tumores analisados (astrocitomas e meningiomas), variaram 
entre 1 a 81 anos, com média das idades de 51,07 anos (TAB 6). 

Nos meningiomas, a idade variou, entre os de 19 a 80 anos, com a média 
das idades de 53,67 anos, com desvio padrão de 15,34.Entre os astrocitomas, 
independente do subtipo, a faixa etária variou entre 1 a 81 anos, com a média das 
idades de 48,57 anos e desvio padrão de 19,43. A diferença média de idade entre os 
dois tipos tumorais (astrocitomas e meningiomas) foi de 5,14. (TAB 6).

Tipo tumoral N Média de idade (+/- DP) Diferença média IC 95%
Meningiomas 105 53,57 (+/- 15,34)

5,14 0,40; 9,90
Astrocitomas 106 48,57 (+/- 19,43)

Total 213 51,07

Tabela 6:Caracterização da amostra de acordo com o tipo tumoral e faixa etária
Fonte: Dados da pesquisa                                 Valor p: 0,034

Entretanto, ao se analisar a média de idade dos GBMs separadamente dos 
outros subtipos de astrocitomas, observou-se diferença estatisticamente significativa 
(p< 0,001), com média de idade maior nos GBMs (55,86 anos) em relação ao 
astrocitomas de menor grau (30,77 anos). O intervalo de confiança à 95%, apresentou 
limite inferior de 50,71 e o limite superior de 56,64 (TAB 7).

Tipo tumoral n Média de idade (+/- DP)
IC 95%

Limite inferior Limite superior
Meningiomas 105 53,57(15,34) 50,71 56,64

Astrocitomas 30 30,77 (18,34)

Glioblastomas 76 55,86 (14,87)

Total 211 50,61 (18,25)

Tabela 7: Média de idade de acordo com os tipos tumorais
Fonte: Dados da pesquisa                                 Valor p: < 0,001
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Não houve diferença na média de idade entre os meningiomas e GBMs 
(p=0,701). Por outro lado, entre meningiomas/astrocitomas e astrocitomas/GBMs, 
essa diferença foi observada de modo significativo (p< 0,001) (TAB 8).

Tipo tumoral Diferença média Valorp
IC 95%

Limite 
inferior

Limite 
superior

Meningiomas Astrocitomas
Glioblastomas

22,90
-2,19

< 0,001
0,701

13,97
-7,62

31,87
3,24

Astrocitomas Glioblastomas -25,09 < 0,001 -34,2445 -15,9404

Tabela 8: Diferença média de idade entre os tipos tumorais
Fonte: Dados da pesquisa

Ao estratificar a idade em 3 grupos: < 18 anos (infanto-juvenis), 19-40  anos 
(adultos jovens) e > 40 anos (adultos) foi observado que tanto os meningiomas 
(87/81,3%), quanto os astrocitomas (63/59,4%) foram mais frequentes em indivíduos 
acima dos 40 anos (TAB 9).

Entretanto, em relação aos meningiomas (0/0,0%), o grupo dos astrocitomas 
(11/10,4%) tem uma porcentagem de tumores com idade inferior a 18 anos (TAB 9). 

Tipo tumoral
Faixa etária (anos) n,%

< 18 >40 Total

Meningiomas 0 (0,0) 20 (18,7) 87 (81,3) 107 (100)
Astrocitomas 11 (10,4) 25 (23,6) 63 (59,4) 106 (100)

Total 11 (5,2) 45 (21,1) 150 (70,4) 213 (100)

Tabela 9: Caracterização da amostra de acordo com estratificação da faixa etária e tipo tumoral
Fonte: Dados da pesquisa

Diferentemente dos meningiomas, dentre os subtipos de astrocitomas, estes 
têm uma maior número de tumores em indivíduos com idade inferior a 40 anos, 
sendo os astrocitomas pilocitico e difuso, com o maior número de representantes 
desta faixa etária (GRA 1).



Capítulo 5 32

Gráfi co1: Distribuição dos subtipos de Astrocitomas de acordo com a faixa etária (%)
Fonte: Dados da pesquisa

A curva de sobrevida dos indivíduos acometidos pelo subtipo de astrocitoma, 
denominado de glioblastoma, demonstrou uma sobrevida mediana de 12 meses 
(IC95%: 10,5 A 13,5 meses). Foi observado que em 10 meses, a sobrevida foi de 
63,3%, decaindo para 30,9% no tempo em 15 meses (GRA 2). 

GRÁFICO 2: Análise da sobrevida em pacientes com Glioblastomas
Fonte: Dados da pesquisa
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4.2 Análise imuno-histoquímica

A análise imuno-histoquímica foi realizada nos 213 casos (meningiomas e 
astrocitomas), onde foram utilizados os anticorpos anti-p53 e anti-COX-2. 

A expressão imuno-histoquímica dos marcadores está demonstrada na fi gura 
12.

Figura 12: Fotomicrografi as de cortes histológicos de meningiomas e glioblastomas corados 
pela técnica de IHQ por polímero.

Fonte: Dados da pesquisa

Expressão nuclear positiva para p53 em meningioma 400X (A) e em glioblastoma 400X 
(B). Expressão citoplasmática positiva para COX-2 em meningioma 400X (C) e glioblastoma 

400X (D).

A frequência dos marcadores analisados está demonstrada na Tabela 10. 
Após a realização da técnica IHQ houve soltura de alguns casos, diminuindo a 

amostra fi nal em alguns tumores
Desse modo, em meningiomas, foi possível a análise em 104 amostras, para 

COX-2, sendo 103 (99,0%) casos positivos e apenas 1 caso (1,0%), negativo. Para 
p53, foram analisados 106 pacientes, com positividade em 96 casos (90,6%) e 10 
(9,4%), apresentaram-se negativos (TAB 10).

Dos 30 astrocitomas analisados, todos foram positivos para COX-2 (100%), 
e 28 (93,3%) apresentaram imunomarcação positiva para p53 apenas e apenas 2 
(6,7%) foram negativos para este marcador (TAB 10).

Os GBMs foram analisados separadamente, pois são considerados, dentre os 
astrocitomas, os de mais alto grau e, portanto, malignos.
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Estes tumores, mostraram-se positivos, para COX-2, em 68 casos, e com 3 
casos negativos. Imunomarcação para p53 apresentou positividade em 63 casos 
(88,7%) e 8 (11,3%) foram negativos, para o total de 76 casos (100%) (TAB 10).

Positivo 
n,%

Negativo 
n,% Total Soltou Total 

(100%)

COX-2
Meningiomas 103 (99,0) 1 (1,0) 104 3 107
Astrocitomas 30 (100) 0 30 0 30
Glioblastomas 68 (95,8) 3 (4,2) 71 5 76

P53
Meningiomas 96 (90,6) 10 (9,4) 106 1 107
Astrocitomas 28 (93,3) 2 (6,7) 30 0 30
Glioblastomas 63 (88,7) 8 (11,3) 71 5 76

Tabela 10: Imunomarcação para COX-2 e p53 em Meningiomas e Astrocitomas
Fonte: Dados da pesquisa

Os casos positivos foram avaliados quanto à intensidade de imunomarcação 
(TAB 11).

A intensidade de imunomarcação foi avaliada para ambas as proteínas, nos 
meningiomas e astrocitomas. Foi verificado que, a maioria dos tumores independente 
do subtipo ou proteína, apresentou imunomarcação forte, o qual foi agrupado as 
intensidades moderada e forte em apenas um único grupo (TAB 11).

Foi detectada imunomarcação para COX-2, com intensidade forte, nos GBMs 
(62/91,2%), em detrimento dos outros astrocitomas de menor grau (29/96,7%). 
Do mesmo modo, nos meningiomas a intensidade forte (89/86,4%) também foi 
predominante. (TAB 11).  

A imunomarcação para p53, com intensidade forte, foi detectada nos 
meningiomas (81/84,4%), em detrimento dos GBMs (39/61,9%) e dos astrocitomas 
(17/60,7%) (TAB 11).

Fraco n,% Forte n,% Total (100%)

COX-2
Menigiomas 14 (13,6) 89 (86,4) 107 
Astrocitomas 1 (3,3) 29 (96,7) 30

Glioblastomas 6 (8,8) 62 (91,2) 76

P53
Menigiomas 15 (15,6) 81 (84,4) 107
Astrocitomas 11 (39,3) 17 (60,7) 30

Glioblastomas 24 (38,1) 39 (61,9) 76

Tabela 11: Intensidade de imunomarcação para COX-2 e p53 em Meningiomas e Astrocitomas
Fonte: Dados da pesquisa

O cruzamento entre a imunomarcação para COX-2 em meningiomas, de acordo 
com o sexo, revelou positividade em membrana celular em 103 casos e negatividade 
em somente 1 caso, dos 107 casos (TAB 12).

Optou-se somente pela descrição sem testes de significância estatística devido 
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a frequência muito baixa de casos negativos para as imunomarcações.Quando as 
categorias apresentam frequências muito baixas, as comparações possuem poder 
muito baixo de análise.

Destes a positividade para COX-2 no sexo feminino estava presente em 76 
casos (73,8%), e no masculino, em 27 casos (26,2%) (TAB 12).

Imuno marcação COX-2 n,(%) Total 
+ -

Sexo
Feminino 76 (73,8) 1 (100) 77 (74,0)
Masculino 27 (26,2) 0 (0) 27 (26,0)

Total 103 (100) 1 (100) 104 (100)

Tabela 12: Cruzamento entre marcação IHQ para COX-2 e sexo em Meningiomas
Fonte: Dados da pesquisa

A análise da marcação para p53, em meningiomas, revelou positividade 
nuclear em 96 casos e negatividade em 10 casos. O cruzamento entre a expressão 
de p53 e sexo, mostrou que, no sexo feminino, a positividade estava presente em 72 
casos (75,0%), e no masculino, em 24 casos (25,0%) (TAB 13).

Imunomarcaçãop53 n,(%) Total
+ -

Sexo
Feminino 72 (75,0) 6 (60,0) 78 (73,6)
Masculino 24 (25,0) 4 (40,0) 28 (26,4)

Total 96 (100) 10 (100) 106 (100)

Tabela 13: Cruzamento entre marcação IHQ para p53 e sexo em Meningiomas
Fonte: Dados da pesquisa

Dos 71 casos de GBMs analisados para a expressão de COX-2, e seu 
cruzamento com o sexo, 68 casos foram positivos e 3 foram negativos. Destes, 
houve positividade em 31 indivíduos (45,6%) do sexo feminino, e em 37 indivíduos 
(54,4%) do sexo masculino (TAB 14).

Imuno marcaçãoCOX-2 n,(%) Total
+ -

Sexo
Feminino 31 (45,6) 2 (66,7) 33 (46,5)
Masculino 37 (54,4) 1 (33,3) 38 (53,5)

Total 68 (100) 3 (100) 71 (100)

Tabela 14: Cruzamento entre marcação IHQ para COX-2 e sexo em Glioblastomas
Fonte: Dados da pesquisa

Para a expressão de p53, em GBMs, 63(%) casos foram positivos e 8 (%) 
foram negativos. Quando foi realizado o cruzamento entre a expressão de p53 e o 
sexo para estes casos, demonstrou-se positividade em 29 (46%) indivíduos do sexo 
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feminino, e 34 (54%) de indivíduos do sexo masculino (TAB 15).

Imunomarcaçãop53 n,(%) Total 
+ -

Sexo
Feminino 29 (46,0) 4 (50,0) 33 (46,5)
Masculino 34 (54,0) 4 (33,3) 38 (53,5)

63 (100) 8 (100) 71 (100)

Tabela 15: Cruzamento entre marcação IHQ para p53 e sexo em Glioblastomas
Fonte: Dados da pesquisa

A média de idade nos meningiomas, positivos para COX-2 (101), foi de 53,22 
anos, com desvio padrão de 15,21, e naqueles negativos (1) foi de 75 anos. Nos 
casos positivos para p53 (95), a média de idade foi de 54,54, com desvio padrão de 
14,70, enquanto que, nos casos negativos (9) foi de 43,88 anos, com desvio padrão 
de 19,76 (TAB 16).

Em GBMs, o cruzamento entre a idade e a imunomarcação revelou que nos 
casos positivos (68) para COX-2, a média de idade foi de 55,98 anos, com desvio 
padrão de 13,98, e naqueles negativos (3), a média de idade foi de 32,66 com desvio 
padrão de 34,64. Para p53, os casos positivos (63), foi de 54,66 anos a média de 
idade, com desvio padrão de 16,17, nos casos negativos (8) foi de 53,75 anos e 
desvio padrão de 15,75 (TAB 16).

Para os astrocitomas de graus I, II e III, não foi possível realizar os cruzamentos 
de positivamente ou não dos marcadores, uma vez que, a frequência de negativos 
foi muito baixa.

Meningiomas N Glioblastomas n

COX-2
+ 53,22 (15,21) 101 55,98 (13,99) 68

- 75,0 1 32,66 (34,64) 3

P53
+ 54,54 (14,70) 95 54,66 (16,17) 63
- 43,88 (19,76) 9 53,75 (15,75) 8

Tabela 16: Cruzamento entre a média de idade e a expressão de marcadoresCOX-2 e p53
Fonte: Dados da pesquisa
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CAPÍTULO 6
DISCUSSÃO

Os tumores do encéfalo não são comuns, entretanto, possuem alta letalidade 
(LONN et al., 2004, VAINBOIM et al., 2014). De acordo com a Sociedade Americana do 
Câncer, mais de 13.000 pessoas morrem em decorrência desses tumores, a cada ano, 
nos Estados Unidos (CBTRUS, 2000).A etiologia dessas neoplasias é diversificada, e 
estudos descritivos caracterizam a incidência, mortalidade e sobrevida dos tumores 
encefálicos em associação com os subtipos histológicos, idade, sexo, entre outros 
fatores (WRENSCH et al., 2002).

Desse modo, este estudo teve como objetivo investigar, pelo método imuno-
histoquímico, a expressão de marcadores moleculares em diferentes tipos de tumores 
do sistema nervoso, os meningiomas e os astrocitomas em associação com a idade e 
sexo dos pacientes.

Dentre os menigiomas, a maioria dos tumores analisados foi o do subtipo 
meningotelial (grau I), o que era esperado, uma vez que, se trata da variante histológica 
mais frequente entre esses tumores, dado este em concordância com a literatura 
(ENDO et al., 2016, MONTGOMERY et al., 2015, LOUIS et al., 2016). 

Homens e mulheres apresentam diferenças significativas para o risco de 
desenvolvimento de doenças e os seus respectivos prognósticos. O câncer não é 
exceção, e podem ser observadas, diferenças não só na prevalência, mas também na 
mortalidade e progressão dessa doença, quando se considera o sexo. Nos tumores 
cerebrais, com poucas exceções, as diferenças entre os sexos são evidentes no que 
diz respeito à mortalidade e incidência (SUN et al., 2015, VAINBOIM et al., 2014).

Os indivíduos do sexo feminino foram os mais acometidos por esses tumores, 
dado este, também esperado. Há mais de duas décadas, a dependência hormonal em 
meningiomas tem sido investigada, e parece haver aumento na razão do crescimento 
tumoral no período reprodutivo da mulher (gravidez e fase luteal do ciclo menstrual) 
(KORHONEN et al., 2010). Esse dado é reforçado pelo fato de que meningiomas 
raramente se desenvolvem em crianças pré púberes, em que os hormônios sexuais 
circulantes estão baixos (CEA-SORIANO, WALLANDER, GARCIA, 2012).

Em adição, é sabido que meningiomas expressam receptores de estrógeno 
e progesterona, determinando que os respectivos hormônios sejam capazes de 
influenciar no desenvolvimento tumoral (BERGOGLIO et al., 2013). 

Ademais, a terapia de reposição hormonal em mulheres parece aumentar o 
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risco de meningiomas, determinando uma frequência 2 vezes maior dessa neoplasia 
neste sexo (KORHONEN et al., 2010, GUEVARA et al., 2010).Por outro lado, o uso de 
contraceptivos hormonais parece não estar associado com a gênese desse tumorpois 
a oscilação hormonal não é significativa (KORHONEN et al., 2010).

Mulheres com histórico prévio de câncer de mama parecem ter risco elevado 
para o desenvolvimento de meningiomas, reforçando assim, o caráter hormônio-
dependente deste tumor. No entanto, essa hipótese ainda necessita de investigação 
mais apurada para a determinação dos mecanismos envolvidos na gênese tumoral e 
sua relação com os hormônios citados (WIGERTZ et al., 2008).

A baixa frequência de meningiomas no sexo masculino pode estar relacionada 
com o efeito protetor da testosterona. Homens com câncer de próstata, tratados com 
bloqueadores androgênicos, apresentam risco aumentado para desenvolvimento de 
meningiomas. Reforçando esse achado, relatos de casos de pacientes transexuais 
(homem para mulher) empregando terapia com hormônios femininos descrevem o 
desenvolvimento de meningiomas nestes indivíduos (BERGOGLIO et al., 2013, 
CEBULA et al., 2010).

Diferente dos meningiomas, o presente trabalho revelou que os astrocitomas 
são mais frequentes em homens. A literatura é escassa em associar os diferentes 
subtipos de astrocitomas com o sexo, dando ênfase maior aos GBMs. Wrensch 
et al. (2002) inferiram que há maior incidência de GBMs em indivíduos do sexo 
masculino,provavelmente em decorrência do efeito protetor dos hormônios femininos 
para os astrocitomas.

A maior frequência de determinados subtipos histológicos de GBMs no sexo 
masculino também pode estar correlacionada à heterogeneidade molecular. Mutações 
em genes como TP53, PTEN e IDH estão associados a frequência duas vezes maior 
em homens que mulheres (SUN et al., 2015).

A distribuição da idade pode diferir, levando-se em conta vários fatores etiológicos, 
localização do tumor, bem como os tipos histológicos. Algumas dessas variações 
podem ser influenciadas pelas limitações em métodos diagnósticos e pelo tempo de 
exposição aos fatores de risco. São citados, também, a resposta imune e o número e 
tipo de alterações genéticas de cada tumor(WRENSCH et al., 2002, PARK et al., 2014, 
SEER, 2013).

A maioria dos tumores cerebrais acomete indivíduos em torno dos 55 anos, 
semelhante à média de idade dos pacientes analisados no presente trabalho(PARK et 
al., 2014).

Ao estratificar os subtipos tumorais, a média de idade entre os astrocitomas 
foi menor do que a média de idade encontrada nos meningiomas. Dado esse em 
concordância com a literatura, uma vez que,há tendência de aumento na incidência de 
meningiomas com o aumento na idade, exceto, por ligeiro declínio após os 85 anos, 
onde a mortalidade é maior por outras doenças (SUN et al., 2015).  

No presente trabalho, esse achado, foi comprovado ao se verificar que a 
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incidência de meningiomas é progressiva ao se analisar a idade estratificada por 
faixas etárias. Os tumores cerebrais na fase pré púbere, em meninos e meninas, 
parecem estar associados a alterações moleculares especificas em combinação com 
os subtipos tumorais (CBTRUS, 2000, SEER, 2013, OBER, LOISEL, GILAD, 2008).

No grupo dos astrocitomas, incluindo os GBMs, o pico de incidência está entre 
os 65 e 74 anos, dado esse diferente do resultado encontrado nessa dissertação, 
onde a média de idade para esses tumores foi menor(MATJA et al., 2016).

Esse achado pode ser explicado devido a presença de subtipos de atrocitomas, 
como o pilocítico e o difuso, sabidamente mais frequentes em adultos jovens, tumores 
estes, presentes nessa dissertação, em maior proporção, na faixa etária abaixo dos 
40 anos (CBTRUS, 2000).

Por outro lado, a análise isolada do GBM revelou média de idade maior do que 
os astrocitomas em geral, o que aproxima o resultado aos encontrados na literatura 
corrente(WRENSCH et al., 2002).

Os GBMs são os gliomas mais agressivos da linhagem astrocítica e 
correspondem ao grau IV da OMS. São também os tumores cerebrais mais 
frequentemente diagnosticados, representando quase 50% dos tumores cerebrais 
primários malignos, com o prognóstico sombrio. Possuem expressão aberrante de 
diferentes genes e proteínas controladoras da diferenciação e crescimento celular. 
As combinações de mutações nesses genes podem justificar agressividade tumoral 
(CHAURASIA et al., 2016, ZHAO et al.,2017).

A sobrevida mediana dos pacientes acometidos por GBM é de cerca de 10 a 17 
meses, como relatada em trabalhos recentes (HARRIS et al., 2017, HUANG et al., 
2017).A análise da curva de sobrevida dessa dissertação revelou resultados próximos 
ao citado por estes autores. 

Entre os fatores prognósticos, são citados os histopatológicos, como a infiltração 
a tecidos nervosos adjacentes, a presença de necrose e a angiogênese. E entre 
osclínicos, o avançar da idade e a escala de Karnovsky,parecem contribuir para esse 
pior prognóstico (JHA et al., 2011, ZHAO et al.,2017).

Os resultados de sobrevida encontrados demonstram número decrescente com 
o aumento da idade. Assim, pode-se inferir que, o paciente em faixas etárias acima 
dos 40 anos dispõe de pior prognóstico, devido à agressividade inata do tumor em 
questão, bem como, a resistência a agentes quimioterápicos, em razão ao bloqueio 
inerente à barreira hematoencefálica (HARRIS et al., 2017). 

Estudos recentes envolvendo a patogênese molecular desses tumores têm 
mostrado que apesar dos GBMs apresentarem aspectos histológicos semelhantes, há 
grande heterogeneidade molecular nesses tumores (CHAURASIAet al., 2016, JHA et 
al., 2017).

Nesse contexto, são diversas as referências em que são citados a análise da 
expressão de marcadores moleculares para melhor compreensão do comportamento 
biológico desses tumores (CHAURASIAet al., 2016, MONTGOMERY et al., 2015, 



 
Capítulo 6 40

PIMENTEL et al., 2015).
A IHQ é um dos métodos utilizados para o estudo dessas moléculas e há uma 

gama de marcadores relacionados aos tumores cerebrais em estudo, dentre eles, 
COX-2 e o p53 (PIMENTEL et al., 2015). 

A proteína p53 é supressora tumoral e atua como protetora do DNA, induzindo 
o reparo e a apoptose em células com mutações. Assim a forma selvagem dessa 
proteína tem efeito inibitório na proliferação e transformação celular. (TELUGO et al., 
2016).

Nos meningiomas desse estudo, a proteína p53 apresentou expressão positiva 
e forte na maioria dos casos, fato esse também citado na literatura (TROTT, et al., 
2015, TELUGU, et al., 2016, ). 

Muitos autores estratificam a análise para p53, em meningiomas, para os graus I, 
II e III, e descrevem aumento na imunopositividade da proteína de acordo com o grau. 
Nesses relatos, aumento na intensidade e número de células imunomarcadas está 
associado com pior prognóstico da doença (TELUGU et al., 2016, ZHAO et al.,2017, 
TROTT et al., 2015).

A realização dessa correlação não foi possível nessa dissertação, devido 
alimitação na amostra analisada, que contém apenas tumores grau I. Entretanto, 
ao se analisar a intensidade de imunomarcação com a média de idade, o padrão 
forte foi predominante nos indivíduos mais velhos. Esse dado pode sugerir que o 
envelhecimento biológico induz a maior expressão da proteína mutada (TROTT et al., 
2015, TELUGU et al., 2016).

TROTT et al., (2015) citam que casos imunomarcados para p53 nos tumores 
grau I podem estar associados com o aumento da idade dos pacientes analisados, 
pois é sabido que o efeito protetor de p53 declina com a idade. Além disso, o clone 
utilizado na reação IHQ, pode, mesmo em menor quantidade, imunomarcar a proteína 
selvagem. Portanto, a relação entre a super expressão proteica e a mutação no gene 
pode não ser exata (CHAURASIAet al., 2016).

A imunomarcação para p53 foi discretamente maior em indivíduos do sexo 
feminino. Fato esse ocorrido provavelmente em decorrência das influências hormonais, 
como já citados previamente (KORHONEN et al., 2010, BERGOGLIO et al., 2013, 
CEBULA et al., 2010).

A inativação de p53 exerce influencia fundamental na biologia dos cânceres 
humanos, sendo indispensável na manutenção do número de células normais e 
na preservação da função e estabilidade genômica. Alterações em p53 podem ter 
diferentes consequências em machos e fêmeas em múltiplas espécies, causando 
impacto na transformação celular, especialmente em células nervosas (HANAHAN, 
WEINBERG, 2011).

Nos astrocitomas, a imunomarcação positiva para p53 é relativamente maior nos 
GBMs, corroborando com a literatura. As mutações em TP53 são encontradas em 
mais de 50% dos astrocitomas difusos, anaplásicos e GBMs (APPIN, BRAT, 2014). 



 
Capítulo 6 41

A imunoreatividade para p53 é utilizada muitas vezes como marcador para a 
diferenciação astrocítica. Assim, marcação com intensidade forte para p53 na categoria 
de gliomas infiltrativos, favorecem o diagnóstico para os GBMs, que são os de mais 
alto grau (SUN et al., 2015).

Outro marcador associado à compreensão dos aspectos moleculares dos 
meningiomas e astrocitomas é a COX-2. Essa enzima está envolvida na síntese de 
prostaglandinas e é induzida em resposta à mitógenos e citocinas inflamatórias (KATO 
et al., 2014). 

Os resultados encontrados revelaram expressão positiva na quase totalidade dos 
tumores analisados. Evento esse de acordo com a maioria dos autores consultados, 
que descrevem que independente do grau tumoral, a super expressão de COX-2 é um 
evento frequente (MATSUO et al., 2001, MAHZOUNI, SARMADI, 2014). 

Por outro lado, os resultados obtidos por LIN e colaboradores (2003) foram 
contraditórios, não indicando expressão de COX-2 nos meningiomas de baixo 
grau. Entretanto, este mesmo autor descreve, posteriormente, super expressão 
nos meningiomas de alto grau, sendo esse achado interpretado como indicador de 
isquemia em torno das áreas de necrose. Esse evento não pode ser avaliado nos 
casos analisados, pois foram selecionados para o estudo em TMA áreas sem necrose. 

A super expressão deste marcador é importante evento no desenvolvimento de 
cânceres como, por exemplo, o colo retal, mama e renal. Apesar da expressão de 
COX-2 também ter sido associada com tumores cerebrais, incluindo meningiomas 
e gliomas, o número de estudos é limitado e seu valor clínico patológico permanece 
controverso, especialmente em meningiomas (KATO et al., 2014, NATHOO et al., 
2003).

Em relação a intensidade de marcação, está descrito que a imunomarcação 
para COX-2 mais forte pode estar correlacionada com recidiva e invasividade, 
especialmente, nos tumores graus II e III(NATHOO et al., 2003).

O mecanismo molecular associado ao fenótipo maligno dos GBM, bem como a 
sua progressão não está claro. Acredita-se que, COX-2 esteja envolvida na regulação 
da progressão tumoral, invasividade e angiogênese em diversas neoplasias (EL-
SAYED, M TAHA, 2010).

Os resultados analisados neste trabalho evidenciaram uma marcação para COX-
2 na maioria dos astrocitomas, incluindo GBMs.É descrito que a expressão dessa 
enzima está correlacionada com o grau histológico, bem como a razão de proliferação 
nesses tumores (NATHOO et al., 2003). 

A intensidade mais forte de imunomarcação para COX-2 nos GBMs em relação 
aos astrocitomas de menor grau pode indicar alterações moleculares progressivas. 
Acredita-se que, muitos GBMs desenvolvem-se a partir da progressão de astrocitomas 
de baixo grau e anaplásicos (BHAT et al., 2014).

Associado a este fato, SHONO e colaboradores (2001) descreveram que pacientes 
com maior expressão de COX-2 apresentam uma menor sobrevida. Portanto, COX-2 
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tem sido relatado como marcador de valor preditivo, independentemente de outras 
variáveis analisadas. 

Apesar do mecanismo de alteração maligna durante a tumorigênese astrocítica 
não estar bem clara, estudos in vitro indicam que a super expressão de COX-2 resulta 
na perda de diferenciação e adesão a matriz extracelular, além dainibição da apoptose 
(BHAT et al., 2014). 

Esta enzima parece modular uma gama de processos relacionado ao tumor, 
inclusive associado ao gene p53. SUBBARAMAIAH etal. observou que a forma 
selvagem de TP53 pode ser responsável, em parte, pela inibição da expressão do 
gene COX-2 protegendo, assim, o genoma. Por outro lado, o aumento na síntese da 
proteína anti apoptótica bcl-2 está correlacionada com o aumento na expressão de 
COX-2 (EL-SAYED, M TAHA, 2010).

Os estudos que objetivam avaliar a expressão de marcadores moleculares em 
tumores cerebrais têm como proposta básica, compreender o comportamento biológico 
dessas neoplasias, associado aos aspectos clínicos. Podem também, apontar opções 
terapêuticas àquelas existentes (CAMBRUZZI, et al.2010, ZHAO et al., 2015, GARAY 
et al., 2003).

Baseado em informações moleculares, drogastêm sido investigadas em triagens 
clínicas direcionadas a alvos moleculares. Por exemplo, é sabido que, a existência 
de altas concentrações de COX-2 em células de meningiomas e astrocitomas 
criam ambiente favorável para a produção de eicosanóides, em relação às células 
nervosas normais. Assim, medicamentos inibindo especificamente essas substâncias 
podem mudar a abordagem no tratamento desses tumores, adicionando benefícios 
em sinergismo com os tratamentos citotóxicos convencionais (NATHOO, BARNET, 
GOLUBIC, 2004, MAHZOUNI, SARMADI, 2014, BHAT et al., 2014).

Em adição, a compreensão das diferenças relacionadas ao sexo na incidência 
do câncer e na sua resposta terapêutica exige adaptação das abordagens atuais de 
triagem e tratamento. Os programas de prevenção devem considerar, portanto, as 
diferenças sexuais, sociais e comportamentais, além das biológicas nos mecanismos 
moleculares do câncer (BHAT et al., 2014).  

Essa dissertação pretendeu, desse modo, contribuir na compreensão dos 
aspectos biológicos em tumores cerebrais de pacientes atendidos na Santa Casa de 
Belo Horizonte, MG. Ainda há muito que se investigar, sob a ótica de outras análises 
na determinação do perfil biológico/molecular desses pacientes.

Em última análise, progressos substanciais têm sido feitos na caracterização 
molecular nos meningiomas e astrocitomas fornecendo informações úteis sobre o 
desenvolvimento de terapias direcionadas mais eficazes e da elucidação da biologia 
tumoral. Assim, o perfil de expressão de determinadas proteínas como COX-2 e p53 
podem estratificar os tumores em subgrupos com prognósticos distintos, auxiliando no 
manejo desses indivíduos.
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CONCLUSÕES

As proteínas COX-2 e p53, em meningiomas e astrocitomas, apresentaram 
expressão imuno-histoquímica positiva membranar e nuclear, respectivamente, 
ressaltando-se a intensidade forte de imunomarcação na quase totalidade dos casos, 
independente do subtipo tumoral. O perfil de marcação dessas proteínas, marcadores 
típicos de inflamações e tumores, não se correlacionam com os parâmetros clínicos 
de sexo e idade analisados no estudo.
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ANEXOS

Anexo I: Protocolo para estudo imuno-histoquímico

1 |  Desparafinzação e Hidratação:

• Lâminas em estufa à 50 ºc overnight.

• Banhos de imersão sequenciais em Xilol:

• Xilol I: manter as lâminas em repouso por 30 minutos.

• Xilol II: manter as lâminas em repouso por 15 minutos.

• Xilol III: manter as lâminas em repouso por 15 minutos.

• Xilol IV: manter as lâminas em repouso por 15 minutos.

Realizar 20 passadas de lâminas em cada um, entre cada banho em Xilol.

• Banhos de imersão sequenciais em Álcool absoluto:

• Álcool absoluto I: sem repouso, realizar 20 passadas de lâminas.

• Álcool absoluto II: sem repouso, realizar 20 passadas de lâminas. 

• Álcool absoluto II: manter as lâminas em repouso por 3 minutos.

Após o ultimo banho de Álcool Absoluto, realizar 20 passadas de lâminas.

• Banhos de imersão seqüenciais em Água destilada:

• Água destilada I: manter as lâminas em repouso por 5 minutos.

• Água destilada II: manter as lâminas em repouso por 5 minutos.

Realizar 20 passadas de lâminas em cada um, entre cada banho em Água 
destilada.

Antes da reação imuno-histoquímica, as lâminas devem estar totalmente 
desparafinizadas, para que seja removido todo o meio de impregnação, e assim 
serão rehidratadas. Uma vez que, a presença de resíduos de meio de impregnação 
implicaráno aumento de coloração não-específica.

Todos os banhos de imersão são realizados em temperatura ambiente.
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2 |  Recuperação antigênica:

• Aquecimento da solução Retrievalcom os tampões Citrato de sódio (pH 6) e 
EDTA (pH 9), em recipientes distintos, em panela a vapor. 

• Após atingir a temperatura de 95ºC,a solução Retrieval adquire um aspecto 
turvo, e assim as lâminas são emergidaspor 30 minutos nestes recipientes.

Nesta etapa, é importante, que se cubra estes recipientes com uma tampa, para 
estabilização da temperatura e evitar a evaporação da solução. 

• Posteriormente, permitir o resfriamento das lâminas por 20 minutos à tem-
peratura ambiente no recipiente com a solução Retrieval.

• Água destilada I: manter as lâminas em repouso por 3 minutos.

• Água destilada II: manter as lâminas em repouso por 3 minutos.
Realizar 20 passadas de lâminas em cada um, entre cada banho em Água 

destilada.

3 |  Bloqueio da enzima Peroxidase:

• Retira-se lâmina por lâmina, retirando o excesso de água destilada da mes-
ma, e faz-se o contorno do corte histológico com a Dako Pen. 

• Posteriormente, aplica-se 3 gotas de Peróxido de Hidrogênio (H2O2) à 3% 
em cada lâmina, e as mantém de 3 à 5 minutos em câmara úmida.

• Lava-se,suavemente as lâminas, com auxilio de almotolia, com solução 
tampão.

• Coloca-se as lâminas em Solução tampão I por 4 minutos.

• Coloca-se as lâminas em Solução tampão II por 4 minutos.
Realizar 5 passadas de lâminas, entre cada solução tampão, e guardar o último 

tampão (Solução tampão II).

4 |  Anticorpos primários:

• Retira-se o excesso de tampão das lâminas, e aplica-se 100 ml dos anticor-
pos diluídos, de anti-COX-2 e anti-p53 em cada uma das lâminas.Incuba-
-seas mesmas em câmara úmida por 60 minutos.

• Após incubação com os anticorpos primários, lava-se suavemente as lâmi-
nas, com o auxilio de almotolia, com solução tampão.

• Coloca-se as lâminas em Solução tampão II por 4 minutos (tampão que já 
havia sido utilizado).

• Colocar as lâminas em Solução tampão III por 4 minutos.

Realizar 5 passadas de lâminas, entre cada Solução tampão, e guardar o último 
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tampão (Solução tampão III).

5 |  Sistema de Detecção HiDef:

• Retira-se o excesso de Solução tampão das lâminas, e aplica-se o Ampli-
ficador, do Sistema de DetecçãoHiDef, em câmara úmida por 11 minutos. 

• Lava-se, suavemente as lâminas, com auxilio de almotolia, com solução 
tampão.

• Colocar as lâminas em Solução tampão III por 4 minutos.

• Colocar as lâminas em Solução tampão IV por 4 minutos.

Realizar 5 passadas de lâminas, entre cada solução tampão, e guardar o 
último tampão (Solução tampão IV).

• Retira-se o excesso de tampão das lâminas, e aplica-se o Detector do Sis-
tema de Detecção, em câmara úmida por 11 minutos. 

• Lava-se suavemente as lâminas, com auxilio de almotolia, com solução tam-
pão.

• Coloca-se as lâminas em Solução tampão IV por 4 minutos.

• Coloca-seas lâminas em Solução tampão V por 4 minutos.

Realizar 5 passadas de lâminas entre cada Solução tampão.
O HiDef é um sistema de polímero livre de biotina, por esta razão, torna-se 

desnecessário o bloqueio da biotina endógena.

6 |  Solução de subtrato-cromogênio (DAB)

• Realiza-se a diluição do DAB na proporção de 1:20.

• Retira-se o excesso de tampão das lâminas, e aplica-se o DAB diluído em 
todas as lâminas, em câmara úmida por 5 minutos.

O DAB proporciona uma coloração marrom, que irá fornecer um bom contraste 
com a contra-coloração da Hematoxilina. 

É necessário que se faça o descarte da solução DAB em um recipiente 
apropriado para materiais perigoso.

7 |  Contra coloração com Hematoxilina

• Lava-se as lâminas em água corrente por alguns minutos.

• Mergulhar as lâminas em Hematoxilina por 2 segundos, para que as estrutu-
ras não marcadas também possam ser vistas ao microscópio.

• Realizar 10 passadas de lâminas em água comum
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• Lava-sesuavemente as lâminas em água corrente, por 5 minutos, para me-
lhor diferenciação do corante.

8 |  Montagem das lâminas

• Realizar 20 passadas de lâminas em Álcool Absoluto III

• Realizar 20 passadas de lâminas em Álcool Absoluto II

• Realizar 20 passadas de lâminas em Álcool Absoluto I

• Realizar 20 passadas de lâminas em Xilol III

• Realizar 20 passadas de lâminas em Xilol II

• Realizar 20 passadas de lâminas em XIlol I

• Com o auxílio de lamínulas, adequadas ao tamanho do corte histológico, 
realiza-se por fim a montagem das lâminas com o meio de montagem Ente-
llan e espera-se secar para a visualização ao microscópio.

Anexo II: Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Eu_____________________________________________,documento 
n°_________________, estado 
civil__________________,idade________, ou pais ou responsável pelo 
paciente_______________________________________________________ 
documento n°______________________,tenho conhecimento de minha 
participação como voluntário no projeto de pesquisa desenvolvido sob a 
responsabilidade da Pesquisadora Dra. Renata Toscano Simões, que tem a 
finalidade de investigar as características genéticas das lesões do cérebro para 
melhor diagnosticar e tratar os indivíduos com esse problema. 

• A minha participação é voluntária e será restrita à doação de material bioló-
gico, como sangue, e biópsia (somente por indicação do meu médico mé-
dica) para o desenvolvimento da pesquisa. Este material biológico também 
poderá ser estocado em coleções amostras biológicas do Laboratório de 
Biologia Molecular da Santa Casa de Misericórdia de Belo Horizonte, poden-
do ser utilizado em estudos posteriores, também relacionados com o perfil 
genético, diagnóstico e desenvolvimento de melhores tratamentos para a 
doença. 

• Tenho consciência de que a minha participação como voluntário não me 
trará nenhum privilégio ou benefício de caráter financeiro ou de tratamento 
preferencial.

• Os exames e procedimentos aplicados são gratuitos e seguirei o tratamento 
orientado pelo meu médico para a minha recuperação, independente da 
pesquisa. 
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• Fui informado de que não sofrerei riscos e desconfortos adicionais no mo-
mento da coleta e que todo o procedimento será feito com material estéril 
e descartável. Também não serão necessárias novas coletas durante o de-
senvolvimento do trabalho. 

• O pesquisador me informou que os resultados obtidos com a pesquisa serão 
confidenciais, assegurando a minha privacidade e anonimato.

• Poderei a qualquer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer 
motivo, sem que isso prejudique no meu tratamento, no de minha família ou 
de outros pacientes.

Local e data _________________________

___________________________________

Assinatura do voluntário

________________________________

Dra. Renata Toscano Simões

Dr. Paulo Christo Pereira

Dr. Gervásio Teles C. Carvalho

Pesquisadores Responsáveis

Núcleo de Pós-Graduação da Santa Casa de Belo Horizonte
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ANEXO III: Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP)
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