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ÍNDICE DE ASTRÓCITOS GEMISTOCÍTICOS E
IMUNO-EXPRESSÃO DA PROTEÍNA P53
EM ASTROCITOMAS, GRAU II E III OMS

Dely Cristina Martins1, João Norberto Stávale1,
Suzana Maria Fleury Malheiros2, Lucila Heloisa Simardi Santiago1,
Leonor Cristina Manoja Roman1, Kátia Cilene Carozzi Aguiar1

RESUMO – Foram estudados, retrospectivamente, 22 pacientes com diagnóstico de astrocitomas grau II (n=17)
e III (n=5), OMS, no período de 1990 a 1998, cujos laudos histopatológicos descreviam a presença gemistocitos
com o objetivo de determinar o índice de astrócitos gemistocíticos, investigar a imuno-expressão da proteína
p53 e confrontá-los com o intervalo até a recorrência da neoplasia. O índice de astrócitos gemistocíticos, em
cada caso, foi calculado a partir da razão entre o número de gemistocitos e o número total de células neoplásicas
contadas, no mínimo 1000. Imuno-expressão nuclear da proteína p53 foi avaliada em astrócitos e gemistocitos
neoplásicos; tanto a freqüência (7/22), como o índice de imuno-expressão positiva da p53 em gemistocitos,
independentemente do grau histológico da neoplasia, foram inferiores aos relatados na literatura. Não se
observou correlação entre o índice de astrócitos gemistocíticos e a imuno-expressão positiva da p53.

PALAVRAS-CHAVE: gemistocito, p53, astrocitoma, glioma.

Fraction of gemistocytic astrocytes and immunoexpression of p53 protein in astrocytomas grade II and
III (WHO)

ABSCTRACT – Twenty-two patients with astrocytomas, grade II or III WHO, were studied from 1990 to 1998.
In all cases, histopathology showed that the astrocytomas had a gemistocytic component. The aims of this
study were to establish the fraction of gemistocytic astrocytes, to investigate p53 protein immunoexpression
and to evaluate correlations between these two parameters with the tumour outcome. Tumor cells were
quantified at high-power magnification (x400). At least 1000 neoplastic cells (small neoplastic astrocytes plus
gemistocytes) were counted in each specimen. The percentage of gemistocytes was defined as the gemistocytic
index. Nuclear expression of p53 protein was evaluated in neoplastic astrocytes and gemistocytes. Both the
frequency (7/22) as well the p53 immunoexpression indices in gemistocytes, regardless of the grade of the
astrocytomas, were inferior from those reported in the literature. No correlation was found between the
gemistocytic indices and the p53 immunoexpression.
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Astrocitomas difusos abrangem grande espectro
de neoplasias desde lesões que crescem lentamen-
te, até tumores altamente agressivos e fatais. Uma
característica importante desse grupo de neoplasias
é a tendência à recorrência, frequentemente acompa-
nhada da progressão para fenótipos mais malignos,
o que é um aspecto particular dos astrocitomas ge-
mistocíticos. Gemistocitos não são observados no
tecido cerebral normal ou durante a embriogênese1-3.
Entretanto, sua presença em neoplasias tem sido
considerada um fator de pior prognóstico4. Vários
estudos têm mostrado que a evolução dos astrocito-
mas para graus maiores de anaplasia, reflete aquisi-
ção seqüencial de alterações genéticas5-7. Como nos
astrocitomas de baixo grau, mutações no gene p53

são as alterações genéticas mais comuns e estão
presentes em freqüências semelhantes nos astrocitomas
anaplásicos e glioblastomas, sugere-se que sejam even-
to inicial no processo de transformação maligna6,8-10.

Os objetivos do presente estudo foram determi-
nar o IAG, investigar a imuno-expressão da proteína
p53 e correlacioná-los com o intervalo até a recorrên-
cia em astrocitomas, grau II e III OMS (Organização
Mundial da Saúde).

MÉTODO
Foram estudados, retrospectivamente, 22 pacientes

com diagnóstico de astrocitomas grau II (n=17) e III (n=5),
OMS, no período de 1990 à 1998, cujos laudos histopato-
lógicos descreviam a presença de astrócitos gemistocíticos.
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O IAG, em cada caso, foi estabelecido a partir da razão
entre o número de gemistocitos e o número total de célu-
las neoplásicas contadas (astrócitos neoplásicos e astró-
citos gemistocíticos), no mínimo 100011,12. Para investiga-
ção da proteína p53 foi utilizado o método imuno-histo-
químico com o anticorpo monoclonal D0-7, DAKO, na di-
luição 1:50. Considerou-se, como imuno-expressão posi-
tiva para a p53, qualquer percentagem de núcleos cora-
dos. O intervalo até a recorrência da neoplasia foi determi-
nado a partir do dia da cirurgia, até a data da manifesta-
ção clínica e/ou do exame de imagem correspondente à
recorrência.

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para ava-
liar a distribuição dos valores obtidos para os índices e a
normalidade destas observações. Para estudar a relação
entre os índices, foram calculados coeficientes de correla-
ção de Spearman. Essa relação também foi avaliada, classi-
ficando os pacientes em dois grupos (com e sem astrócitos
positivos para a p53) e comparando-se os grupos em re-
lação ao IAG, sendo utilizado nesta comparação o teste t
de Student.

A recorrência foi avaliada através do método de Kaplan
Meier. Para estudar a relação entre a recorrência do tu-
mor e o IAG, bem como com a imuno-expressão positiva
da proteína p53 foi utilizado o teste de Log Rank. O nível
de significância adotado foi de 5%. Os processamentos
foram realizados através do programa SPSS para Windows.

RESULTADOS
O índice médio de astrócitos gemistocíticos foi

17,53% (erro padrão = 1,3), sendo o menor valor

encontrado de 8,07% e o maior 26,70%. A imuno-
expressão nuclear da proteína p53 foi observada em
ambas as células neoplásicas, astrócitos e gemisto-
citos (Fig 1), em 12 casos (54,54%). Observou-se ín-
dice médio de astrócitos com expressão positiva de
4,57%, com alta variabilidade (de 0 até 17,20%). A
proporção média de astrócitos gemistocíticos com
imuno-expressão da p53 foi 0,24. Dos 12 pacientes
que tinham astrócitos positivos para p53, em 5, ne-
nhum era gemistocítico, totalizando 15 pacientes
com valores nulos e, portanto, apenas 7 (31,81%)
pacientes com imuno-expressão da p53 em gemisto-
citos (Tabela 2). O teste de Kolmogorov Smirnov uti-
lizado mostrou hipótese de distribuição normal re-
jeitada, tanto para o IAG, como para o de astrócitos
com imuno-expressão positiva da p53 e para o de
astrócitos gemistocíticos com imuno-reatividade
para a p53. Assim, como estes índices não eram nor-
malmente distribuídos, para estudar a associação
entre eles, foram calculados os coeficientes de cor-
relação de Spearman. Os coeficientes foram prati-
camente nulos, com altos índices positivos da p53
sendo encontrados tanto para pacientes com índice
de astrócitos gemistocíticos baixo, quanto para alto.

Dos 22 pacientes acompanhados, 11 tiveram re-
cidiva do tumor, sendo que destes 2 foram a óbito.
A curva de Kaplan Meier para avaliar o tempo de
reaparecimento do tumor indicou que aos 3 anos
após a cirurgia, a probabilidade livre de recidiva é

Fig 1. Fotomicrografia de astrocitoma grau II (OMS), com expressão imunohistoquimica nuclear da proteina p53 em
gemistocitos (IH 400 x).
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Tabela 1. Relação dos pacientes segundo sexo, idade, grau histológico do tumor, IAG, IAp53+, IAGp53+ e seguimento.

Paciente Sexo Idade Grau IAG IA IAG Data da Data da Data Data
hist p53+ p53+ cirurgia recorrência do óbito ult aval

1 M 36 II 26,70 15,32 2,75 16/03/90 out/91 - 02/10/91

2 M 25 II 17,18 8,99 0,33 23/11/90 jun/93 15/10/93 -

3 M 49 II 24,00 0 0 21/03/91 mar/95 - abr/00

4 M 33 II 24,51 17,20 1,29 09/07/91 - - 10/12/91

5 M 49 II 8,17 6,99 0 10/10/91 set/98 - 18/11/98

6 M 18 II 24,68 0 0 06/11/91 - - 01/04/92

7 F 42 III 13,97 5,02 0,29 18/05/92 jan/00 - 31/01/00

8 M 38 II 12,97 12,73 0 06/01/93 - - 14/06/94

9 M 27 II 16,28 0 0 21/01/93 - - nov/94

10 M 22 II 8,07 5,18 0,20 28/04/93 nov/96 - jun/00

11 M 41 III 10,97 9,57 0,30 27/12/94 dez/98 - jun/00

12* F 52 II 13,55 0 0 23/05/95 - 01/09/96 -

13 M 07 II 11,76 0 0 03/05/96 - - 07/05/96

14 F 30 II 21,82 0 0 13/01/98 dez/99 - 06/12/99

15 M 36 II 16,83 4,73 0 05/02/98 - - NI

16 F 34 III 21,89 0 0 02/04/98 fev/00 - 26/06/00

17 M 33 III 16,45 0 0 23/04/98 - - 05/06/00

18 M 36 III 23,69 4,17 0 17/08/9/ - - jun/00

19 M 37 II 20,04 5,46 0,10 jan/96 - - out/98

20 F 26 II 12,21 0 0 20/03/96 abr/98 mar/99 -

21 F 27 II 26,20 0 0 jul/97 - - nov/99

22 F 28 II 13,83 5,19 0 nov/98 mai/99 - mar/00

Grau hist, grau histológico do tumor; IAG, índice de astrócitos gemistocíticos; IAp53+, índice de astrócitos com imuno-expressão positiva
da p53; IAGp53+, índice de astrócitos gemistocíticos com imuno-expressão positiva da p53; NI, não informado; Data ult aval: data da
última avaliação; *paciente com diagnóstico através de biópsia, recusou tratamento posterior.

Tabela 2. Estatísticas descritivas em relação ao índice de astrócitos gemistocíticos e os índices
da imuno-expressão positiva da p53, segundo o grau histológico.

Grau Média Mediana Desvio Erro Mínimo Máximo
Histológico padrão padrão

II (n=17) IAG 17,58 16,83 6,21 1,51 8,07 26,70

IAp53+ 4,81 4,73 5,78 1,40 0,00 17,20

IAGp53+ 0,27 0,00 0,71 0,17 0,00 2,75

III (n=5) IAG 17,39 16,45 5,33 2,38 10,97 23,69

IAp53+ 3,75 4,17 3,99 1,79 0,00 9,57

IAGp53+ 0,12 0,00 0,16 0,07 0,00 0,30

IAG, Índice de astrócitos gemistocíticos; IAp53+, Índice de astrócitos com imuno-expressão positiva da
p53; IAGp53+, Índice de astrócitos gemistocíticos com imuno-expressão positiva da p53.
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inferior a 60%. O tempo médio de recorrência esti-
mado por este método foi de 45,3 meses (I.C. (95%)
= [29,4; 61,2]) (Tabela 1). Os 22 pacientes foram
classificados em dois grupos: com IAG até 20% e
acima de 20%, e foi avaliado o tempo de recorrência
através da curva de Kaplan Meier (Fig 2). Não há
diferença estatisticamente significante, na probabi-
lidade livre de recorrência, entre os dois grupos
(p=0,476). Como considerou-se qualquer percenta-
gem de núcleos corados como imuno-expressão
positiva para a p53, os pacientes foram divididos
em dois grupos: com imuno-expressão positiva ou
negativa para a p53. A curva de Kaplan Meier mos-
trou que não há diferença estatisticamente signifi-
cante (p=0,560), no intervalo até a recorrência, en-
tre os dois grupos (Fig 3).

DISCUSSÃO

Astrocitomas gemistociticos são uma variante dos
astrocitomas difusos caracterizada histologicamente
pela presença predominante de astrócitos gemisto-
cíticos. Entretanto vários autores autores13-15 não de-
finem a quantidade mínima dessas células necessá-
ria para essa classificação. Krouwer et al.16 propuse-
ram 20% como o valor mínimo para tal definição.
Watanabe et al.11 em estudo de 28 astrocitomas ge-
mistocíticos encontraram índice médio de gemis-
tocitos de 35,0%, variando entre 15,2% e 58,0%.
Em publicação recente, Kleihues et al.4, ao caracteri-
zarem astrocitoma gemistocítico, consideram que
os gemistocitos deveriam corresponder a aproxima-
damente 20% de todas as células e referem-se ao
valor de 35,0%, determinado por Watanabe et al.11,
como o valor médio da fração de astrócitos gemis-
tocíticos presentes. Na série estudada por Kösel et
al.17 o índice de gemistocitos variou entre 16% e 86%.

Na presente casuística, o índice médio de astrócitos
gemistocíticos foi de 17,53%, com o menor valor
encontrado 8,07% e o maior de 26,70%. Nas neo-
plasias grau II OMS (n=17) o índice médio foi de
17,58% e nas grau III (n=5) foi de 17,39%. O núme-
ro de astrocitomas de baixo grau (grau II OMS) in-
cluído neste estudo foi igual ao avaliado por Wata-
nabe et al.11; entretanto, o índice médio de astrócitos
gemistocíticos foi, aproximadamente, a metade do
relatado por esses autores.

Embora os astrócitos gemistocíticos tenham sido
descritos por Nissl em 190418, que os interpretou
como um subtipo de astrócitos encontrados em con-
dições patológicas, quase um século depois seu ver-
dadeiro papel ainda não foi completamente escla-
recido1,2,12,18.

Com os dados obtidos, avaliou-se a relação entre
índice de astrócitos gemistocíticos e recorrência da
neoplasia. Neste estudo não foi observada relação,
entre IAG até 20% ou superior e a recorrência da
neoplasia (P=0,476), pelo teste de Log Rank. A amos-
tra pequena impossibilitou a aplicação de testes es-
tatísticos na diferenciação de outros subgrupos, se-
gundo o índice, maior ou menor, de gemistocitos.
Watanabe et al.19 relataram 35 meses como o tem-
po médio para a progressão dos astrocitomas de
baixo grau, contendo mais de 5% de gemistocitos,
para astrocitoma anaplásico ou glioblastoma. Os
astrocitomas de baixo grau, com menos de 5% de
gemistocitos, apresentaram tempo médio significa-
tivamente maior, 64 meses. Mahler-Araújo20, avaliou
a fração de gemistocitos em 60 pacientes com
biópsias múltiplas. Observou diferença estatistica-
mente significante, no intervalo de tempo até a
recurrência da neoplasia, entre astrocitomas de bai-
xo grau, com mais de 5% de gemistocitos (média

Fig 2. Curva de Kaplan Meier, de acordo com índice de astrócitos
gemisticíticos (IAG).

Fig 3. Curva de Kaplan Meier segundo a imuno-expressão da pro-
teína p53.
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29,4 meses) e menor de 5% (média 47,3 meses).
Também nos casos com progressão, houve diferen-
ça estatisticamente significante no intervalo de tem-
po entre os casos com mais (média 29,5 meses) e
com menos (média 51,1 meses) de 5% de astrócitos
gemistocíticos.

Superexpressão da proteína e mutação no gene
p53 vêm sendo investigadas nos tumores astrocíti-
cos, sendo correlacionadas com recorrência, acom-
panhada ou não por progressão para fenótipos mais
malignos6,9. Apenas pequeno número de trabalhos
avaliou imuno-expressão da proteína p53 ou muta-
ção do gene correspondente em astrocitomas, com
especificação do subtipo gemistocítico ou com dis-
criminação de gemistocitos9,11,17,21-24.

Neste estudo, a freqüência da imuno-reatividade
da proteína p53 nuclear, considerando-se ambas as
células neoplásicas, astrócitos e gemistocitos, foi de
54,54% (12/22), com índice médio de 4,57%, sendo
de 4,81% nas neoplasias grau II e de 3,75% nas de
grau III. Quando se considerou a imuno-expressão
da p53 somente em astrócitos gemistocíticos, a
positividade foi identificada em apenas sete dos ca-
sos (31,81%), com índice médio de 0,24%. Não se
observou correlação entre o IAG e a imuno-expres-
são da proteína p53, nos astrocitomas, independen-
temente do grau histológico.

Em discordância com os resultados da presente
série, os estudos de Yaziji et al.21, VITAL et al.23, Ra-
thore et al.24 relatam frequência de 100% de positi-
vidade da p53 em astrocitomas gemistocíticos. En-
tretanto, as casuística são pequenas e há diferenças
de ordem técnica. Cunningham et al.22 investigaram
a imuno-expressão da proteína p53 em 120 gliomas,
dos quais 20 (17%) eram astrocitomas gemis-
tocíticos. A frequência da positividade da p53 foi de
75% (15/20), com redução para 50% (10/20), quan-
do aplicado o valor de corte maior que 10%.

Na investigação da imuno-reatividade da p53 em
40 astrocitomas de baixo grau (grau II OMS), com
progressão histológicamente comprovada, Watana-
be et al.19 encontraram índice médio de positividade
da p53 em gemistocitos (7,4%) significantemente
maior (P=0,0014) do que em ambas as células tumo-
rais (3,2%), sendo o índice em gemistocitos maior
que o detectado neste estudo, 0,27%.

Posteriormente, Watanabe et al.11 analisaram mu-
tações no gene p53, através da técnica de PCR-SSPC,
em 28 astrocitomas gemistocíticos, com índice mé-
dio de gemistocitos de 35,0%. Identificaram muta-
ções em 82% dos casos (23/28), todas localizadas
no domínio central (exons 5-8).

Vários estudos tem mostrado correlações variá-
veis entre as técnicas moleculares e imuno-histoquí-
mica, em tumores de diferentes histogenêses25-27.

Em consequência da diversidade dos padrões de
mutações apresentada pelo gene p5328, a aplicação
de um único método na investigação das mesmas
pode ser insuficiente. Furuwatari et al.29 propõem a
combinação de PCR-SSCP, FISH e imuno-histoquími-
ca. Assim ao associarem esses métodos, os autores
obtiveram 100% de eficiência.

Embora frequentes, mutações de ponto (missen-
se) no gene p53, não são invariavelmente associa-
das a imuno-expressão da proteína p53. Mecanis-
mos alternativos de estabilização da p53 têm sido
relatados em aproximadamente 20% dos tumores30.
Níveis detectáveis da p53 selvagem, podem ocorrer
como resultado do incremento da transcrição e es-
tabilização pós-transcricional, em resposta ao DNA
danificado; outros mecanismos de inativação da p53
são exemplificados por sua interação com proteínas
celulares e virais26.

Por outro lado, a negatividade da reação antíge-
no-anticorpo para detecção da p53, com presença
de mutação no gene p53, pode ser atribuida a mu-
tações frameshift ou nonsense, que produzem pro-
teínas anômalas, com sítios antigênicos ausentes ou
alterados, não sendo assim detectadas pelo méto-
do imuno-histoquímico26.

As diferenças, no espectro de mutações do gene
p53, observadas em diferentes tumores e mesmo
em um único tipo histológico, refletem a casualida-
de com a qual os acidentes genéticos ocorrem e se
perpetuam através da seleção natural. Embora, su-
gira-se que o pior prognóstico dos pacientes com
astrocitomas gemistocíticos possa estar relaciona-
do a maior frequência de mutações no gene p53,
tal interpretação deve ser feita com cautela, em
consequência das múltiplas e complexas interações
existentes na rota do gene p53, ainda não comple-
tamente conhecidas, assim como também não o é o
papel dos gemistocitos.
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