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RESUMO

Neuroblastoma é o tumor sólido maligno extracraniano mais comum da infância. Enquanto que em crianças 

muito pequenas podem regredir espontaneamente ou apresentar boa resposta ao tratamento, alterações 

genéticas que influenciam a apoptose,  em alguns casos, podem conferir  resistência à quimioterapia ou 

determinar  recidivas,  alterando  o prognóstico  destes  pacientes.  O objetivo  do  estudo  é  correlacionar  a

expressão imunoistoquímica da proteína QSOX1 e de outros biomarcadores (PTEN, Ki67, Bcl2, caspase 8 e 

Bax),  em  amostras  de  neuroblastoma  isentos  de  tratamento,  com  seus  fatores  prognósticos 

clinicopatológicos  e  com  sua  evolução  clínica.  Os  blocos  histopatológicos  com  amostras  dos 

neuroblastomas (n=23) foram submetidos a testes de imunoistoquímica, após serem organizados em tissue 

microarray. Os casos foram classificados de acordo com os fatores prognósticos clinicopatológicos (idade 

ao diagnóstico, se maior ou menor que 18 meses; localização da lesão no momento do diagnóstico, se 

abdominal  ou  extra-abdominal;  presença ou não de infiltração da medula  óssea;  grau  de  diferenciação 

tumoral,  se  bem  ou  pouco  diferenciados;  classificação  histopatológica  de  Shimada,  se  favorável  ou 

desfavorável; estado da matriz extracelular tumoral, se rico ou pobre em estroma com células de Schwann 

diferenciadas e presença ou não de amplificação do  MYCN) e; de acordo com a evolução clínica (se em 

óbito ou vivo com ou sem recidivas).  Doze casos eram do sexo feminino, nove crianças tinham idade maior 

que  18  meses,  nove  apresentavam  tumor  com  localização  extra-abdominal  e  nove  pacientes  tinham 

tumores com histologia desfavorável. Quinze pacientes haviam realizado punção de medula óssea, sendo 

quatro  casos positivos  para  metástases.  Nove  pacientes  evoluíram para o óbito.  A QSOX1 apresentou 

maior  expressão  imunoistoquímica  em  crianças  menores  de  18  meses  com  neuroblastomas  em 

diferenciação (p=0,029) de localização abdominal e sem metástases na medula óssea. O anticorpo Ki67 

apresentou  maior  expressão  imunoistoquímica  em  crianças  maiores  de  18  meses  com  tumores 

indiferenciados (p = 0,013), de localização extra-abdominal, com presença de metástase em medula óssea, 

sendo que este índice proliferativo se correlacionou com a QSOX1 de maneira inversamente proporcional. A 

imunoexpressão elevada de QSOX1 correlacionou-se com fatores clinicopatológicos de bom prognóstico, 

sem impacto na evolução clínica. A QSOX1 tem funções que incluem a maturação de matriz extracelular e a 

indução de apoptose e  por  este  motivo  pode  estar  envolvida  no  processo de diferenciação  benigna e 

regressão  do  neuroblastoma,  podendo  funcionar  assim  como  um  biomarcador  de  algum  valor  na 

determinação de grupos de risco para esta neoplasia.

Palavras-chaves : Neuroblastoma, proliferação, apoptose, fatores prognósticos.



ABSTRACT

Neuroblastoma is the solid malignant extracranial tumor most common in childhood. While in very young 

children it may regress spontaneously or show good response to treatment, genetic changes in apoptosis

pathway may result in resistance to chemotherapy or premature relapses with poor outcome. The objective 

of this study is  to correlate the immunohistochemical expression of QSOX1, PTEN, Ki67, Bcl2, Bax and 

caspase 8 in  samples of neuroblastoma without  treatment,  with their  prognostic  clinical  and pathological 

factors  and  with  their  follow  up.  The  block  of  tissue  samples  of  neuroblastoma  (n  =  23)  underwent 

immunohistochemical analysis. Cases were classified according to prognostic factors (diagnostic age greater 

or less than 18 months; diagnostic lesion location if abdominal or extra abdominal; presence or absence of 

bone marrow infiltration; tumor grade if well  differentiated or poor differentiated; histopathological grading 

according  Shimada  if  favorable  or  unfavorable;  matrix  extracellular  status  if   stroma  rich  or  poor  in 

differentiated Schwann cells; presence or absence of MYNC amplification) and clinical outcome (if death or 

alive with or without relapses). Twelve cases were females, 9 children were older than 18 months, 9 patients 

had tumor with the extra-abdominal metastasis and 9 patients had tumors with unfavorable histology. Fifteen 

patients had undergone bone marrow aspiration, 4 positive for metastasis. Nine patients subsequently died. 

The QSOX1 showed higher  immunohistochemistry  expression  in  children  younger  than  18 months with 

neuroblastoma in differentiation (p = 0.029) and abdominal location without metastasis in bone marrow. The 

antibody  Ki67  showed  higher  immunohistochemical  expression  in  children  older  than  18  months  with 

undifferentiated  tumors  (p=  0.013),  extra-abdominal  location,  with  metastasis  to  bone  marrow.  The 

immunohistochemical expression of QSOX1 was associated with good prognostic factors, however, with no 

impact in the clinical outcome.  The QSOX1 has functions that include the maturation of extracellular matrix 

and induction of apoptosis and for this reason may be involved in the process of benign differentiating and 

regression of neuroblastoma, which can act as a biomarker of some value in determining risk groups for this 

neoplasm.

Keywords:  Neuroblastoma, proliferation, apoptosis and prognostic factors.
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1. INTRODUÇÃO

Neuroblastoma é uma neoplasia embrionária do sistema nervoso simpático, 

sendo mais comumente diagnosticado em lactentes menores de um ano, além de 

ser o tumor sólido infantil extra-craniano mais comum na infância (1,2), somando 

de oito a 10% das neoplasias pediátricas (3). A cada ano, cerca de 650   novos 

casos são identificados nos Estados Unidos da América e sozinho responde, por 

no mínimo, 15% do total de mortes por câncer infantil. 

A  diversidade  do  comportamento  do  neuroblastoma,  por  vezes  muito 

agressivo, sugere que a transformação maligna destas células deve-se, em parte, 

a uma falha da resposta a sinalização que regula a diferenciação e a proliferação 

celular.  Outras vezes, o neuroblastoma pode apresentar uma taxa relativamente 

alta  de  diferenciação  benigna  com  regressão  espontânea,  sendo  que  este 

fenômeno  pode  refletir  uma  exacerbação  na  ativação  dos  programas  de 

diferenciação celular e das cascatas de apoptose. Este processo de maturação e 

diferenciação benigna, tão bem documentado nos neuroblastomas, está, no caso 

dessa neoplasia, intimamente relacionado com a diferenciação e maturação de sua 

matriz extracelular, a qual passa de um neurópilo pouco diferenciado em lesões 

inicialmente imaturas e de comportamento agressivo para uma matriz extracelular 

rica  em células  de  Schwann  bem diferenciadas  nas  lesões  de  comportamento 

benigno(3). 

A despeito disso, de maior interesse ainda, é o raro paciente que mesmo na 

presença de um perfil  clinicopatológico de bom prognóstico (idade inferior  a 18 

meses,  lesão  intra-abdominal  e  ausência  de  infiltração  de  medula  óssea,  com 

tumor diferenciado, classificação de Shimada favorável, matriz extracelular rica em 

células de Schwann bem diferenciadas e sem amplificação do n-myc mielocytosis 

viral related ongogene, neuroblastoma -  MYCN), tem progressão agressiva, com 

recidivas  precoces  e  evolução  clínica  desfavorável.  A  identificação  desses 

pacientes  no  momento  do  seu  diagnóstico  pode  facilitar  a  instituição  de 

terapêuticas mais agressivas, mesmo na presença de fatores de bom prognóstico 
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que não a indiquem , melhorando as suas chances de sobrevida (1, 4, 5).

A presença de altos níveis de proteínas proliferativas (tais como o Ki67) ou 

de resistência a apoptose (como o Bcl2) e a inibição de proteínas pró-apoptóticas 

(como o PTEN, o Bax e as caspases) explicaria o comportamento agressivo destes 

tumores (3,6) bem como sua resistência à quimioterapia (7). Já é conhecido que os 

níveis  de  expressão  de  moléculas  envolvidas  na  regulação  de  apoptose  e  na 

proliferação  celular  como  PTEN,  Bcl2,  caspases,  Bax,  Ki67,  apresentam  valor 

prognóstico em pacientes com neuroblastomas (8,9). 

O  tratamento  apropriado  e  o  prognóstico  deste  tipo  de  tumor  são 

dependentes de fatores clínicos como a idade (sendo mais favorável quando os 

pacientes têm menos que 18 meses); o local da lesão ao diagnóstico (localização 

unicamente abdominal no momento do diagnóstico determina melhor prognóstico) 

e  o  estadio  tumoral  (envolvimento  metastático  da medula óssea determina pior 

prognóstico) e, também, de fatores biológicos tais como a diferenciação tumoral 

(indiferenciados ou pouco diferenciados são de pior prognóstico); a classificação 

histopatológica de Shimada (os de histologia favorável são de melhor prognóstico), 

o estado do estroma tumoral (aqueles tumores ricos em estroma com células de 

Schwann diferenciadas  são de melhor  prognóstico)  e  a  amplificação do  MYCN 

(que quando presente determina pior prognóstico) (1,2,10).

Em resumo, a busca por outros biomarcadores que melhor possam prever o 

comportamento  biológico  incerto  do  neuroblastoma  é  constante,  pois  sua 

descoberta poderia facilitar a instituição precoce de terapêuticas mais adequadas, 

aumentando  assim  a  sobrevida  tão  reservada  deste  tipo  de  neoplasia.  Sendo 

assim, a hipótese deste estudo se baseia no fato de que os níveis elevados de 

expressão da Quiescina sulfidril  oxidase 1 (QSOX1) em neuroblastomas podem 

ser representativos de bom prognóstico, definindo assim a QSOX1 como mais um 

biomarcador prognóstico para essa neoplasia, podendo também discriminar melhor 

os seus grupos de risco. A QSOX1 é uma proteína que desencadeia processos 

como  a  maturação  de  matriz  extracelular  e  a  indução  de  apoptose  ambos, 

processos  envolvidos  com  diferenciação  e  a  maturação  dessa  lesão  e 
                                                                                                                                                   11



consequentemente com seu comportamento mais benigno (6,7).
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1. FATORES CLINICOPATOLÓGICOS DO NEUROBLASTOMA. 

O diagnóstico do neuroblastoma pode ser feito via microscopia convencional 

sendo  comum  seu  diagnóstico  diferencial  com  outros  tumores  infantis  de 

“pequenas  células  redondas  e  azuis”  (11).  São  tumores  originários  do  tecido 

nervoso  simpático  e  sua  histologia  pode  ser  composta  por  células  primitivas, 

neurônios maduros e células ganglionares em uma mesma massa tumoral (12, 13, 

14). 

Novas variáveis clínicas e patológicas têm sido amplamente estudadas em 

crianças  portadoras  de  neuroblastoma.  Os  parâmetros  clinicopatológicos  são 

relevantes por terem valor prognóstico decisivo no momento do diagnóstico deste 

tipo de tumor.  Idade do paciente e extensão da doença são as principais variáveis 

no estadiamento deste tumor, a fim de estabelecer tratamento adequado. Contudo, 

pela  diversidade  do  comportamento  agressivo  desse  tumor,  outros  fatores 

prognósticos devem ser observados, os quais neste estudo foram tratados como 

variáveis clinicopatológicas e correlacionadas aos biomarcadores estudados nesta 

pesquisa.

2.1.2 Localização da lesão.

A massa tumoral  pode desenvolver-se em qualquer nível  ao longo da via 

neural simpática (15), com a maioria dos tumores primários ocorrendo na região 

intra-abdominal  (65%).  Grande  parte  desses  casos  se  apresenta  como  massa 

abdominal assintomática ao diagnóstico e as metástases podem estar presentes 

em 75% dos casos (12). A localização na região retroperitoneal e, particularmente 

nas  adrenais,  tem pior  prognóstico,  enquanto  que  os  mediastinais  têm melhor 

sobrevida (16).
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2.1.3. Idade da criança.

É importante  salientar  que  a  idade  do paciente  ao  diagnóstico  é  inversamente 

relacionada  à  sobrevida.  Crianças  com  idade  inferior  a  um  ano  no  momento  do 

diagnóstico  apresentam  maior  sobrevida,  independentemente  do  estadio  clínico  (1). 

Dados mostram que quando diagnosticadas, 36% das crianças com neuroblastoma estão 

com idade abaixo de um ano, 75% abaixo de quatro anos e 90% encontram-se abaixo 

dos dez anos. A sobrevida livre de doença para os pacientes abaixo de 1 ano é em torno 

de 82%, de um a dois anos cai para 32% e acima de vinte anos não é maior que 10% 

(12). 

2.1.4. Alterações genéticas e amplificação do  MYCN.

O conteúdo de DNA (ácido desoxirribonucléico) nos permite discriminar dois tipos 

principais de neuroblastomas:  os diplóides (cerca de 45% de todos os tumores) e os 

triplóides  (55% restantes).  A  maior  parte  dos  casos  de  regressão  e  amadurecimento 

espontâneo concentra-se no grupo triplóide. Todavia, a vantagem conferida pela triploidia 

concentra-se fundamentalmente nas crianças menores de um ano e estádios avançados 

da moléstia, perdendo sua relevância naquelas de idade superior a dois anos (12,13). 

As deleções do braço curto do cromossomo 1 (1p) e os ganhos do braço 

longo do cromossomo 17 (17q)  são algumas das anomalias  citogenéticas mais 

comuns nos neuroblastomas, encontradas em aproximadamente 35% dos casos, 

sendo, com maior frequência, verificadas em crianças com formas avançadas da 

doença.  Entretanto,  seu  valor  como  variável  independente  de  prognóstico  é 

controverso,  basicamente por sua habitual associação com  MYCN (mielocytosis 

viral  realted  oncogene) amplificado.  Este  último  relacionado  a  tumores  mais 

agressivos  e  de  pior  prognóstico  (13,17).  A  translocação  t(11;22)  (q24;q12) 

também  foi  demonstrada  em neuroblastomas,  além  de  serem  encontradas  em 

tumores de Ewing e rabdomiossarcomas (11).

A  amplificação  do  MYCN –  oncogene  cuja  sequência  é  normalmente 

localizada na porção distal do braço curto do cromossomo 2 (2p24) – é a melhor 

alteração genética para descrever o neuroblastoma. A amplificação do oncogene 

    



MYCN, que ocorre em 20% de todos os neuroblastomas associados a fenótipos de 

alto risco, correlaciona-se a estadios avançados do tumor (31% dos estadios III e 

IV, contra apenas 4% dos estadios I e II), significando rápida progressão tumoral e 

péssimo  prognóstico,  mesmo  quando  verificada  em  crianças  de  tenra  idade  e 

estadios iniciais (11,17,18). 

Este  proto-oncogene  é  um  membro  da  família  MYC cuja  transcrição  de 

vários  fatores  parece  ser  responsável  por  funções  vitais  como  coordenar  o 

crescimento, o metabolismo e a divisão celular (17). 

Várias  outras  alterações  genéticas  tem  sido  implicadas  na  gênese  do 

neuroblastoma como as descritas no quadro 1 (18).

Quadro 1.  Regiões cromossômicas  e  genes  relacionado s  ou  supostamente  envolvidos  na 
tumorigênese do neuroblastoma. 
Locus cromossômico      Nome do Gene          Tipo do Gene/Função

1p36.2-p36.3                                                       Supressor de tumor
1p13                                 NGF                           Neurotrofina; ligante para NTRK 1 
1q23-q31                          NTRK1 (TRK-A)         Receptor tirosina kinase 
2p12-13                            MAD                           Pode regular o MYCN
2p24.1                              MYCN                         Proto-oncogene 
2p24                                 DDX1                          RNA helicase/oncogene 
3p                                                                        Supressor de tumor
4p                                                                        Supressor de tumor
7q21                                 PGY1 (MDR1)            Quimiorresistência
9q22.1                              NTRK2 (TRK-B)         Receptor de tirosina kinase 
11p13                               CD44                          Integrina/Supressão de metástase
11p13                               BDNF                          Neurotrofina; ligante para o NTRK 1
11q23                                                                  Supressor de tumor
12p13                               NTF3 (NT-3)               Neurotrofina; ligante para o NTRK 3 
14q23                               MAX                            Regulação do MYCN
14q23-qter                                                           Supressor de tumor
15q24-q25                        NTRK3 (TRK-C)         Receptor tirosina kinase 
16p13.1                            MRP                           Quimiorresistência
17q22                               NME1                         Nucleosidio kinase/Supressão de metástase
17q23-qter                                                           Oncogene 
18q21.1                            DCC                           Supressor de tumor
18q21.3                            Bcl2                            Supressão de apoptose 
19                                     NTF4 (NT-4)               Neurotrofina; ligante para o NTRK 2

*REGIÕES DE PERDA ALÉLICA SÃO LOCAIS ONDE SE PRESUME CONTER GENES SUPR ESSORES DE 
TUMOR. (18)

Ao longo da última década, a determinação da amplificação do  MYCN  em 

neoplasias tem sido feita por todos os grupos cooperativos através da técnica de 

FISH (fluorescence in situ hybridization) (19). 
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2.1. 5. Classificação morfológica do neuroblastoma.

Em 1988, um esforço cooperativo internacional foi iniciado para estabelecer 

os  critérios  de  diagnóstico,  estadiamento  e  prognóstico  para  o  neuroblastoma. 

Grupos  internacionais  de  estudo  e  tratamento  de  neoplasias  se  uniram  para 

estabelecer  os  critérios  para  determinar  os  Grupos  de  Risco  Internacional  de 

Neuroblastoma (INRG).  O Comitê  Internacional  de Patologia  do Neuroblastoma 

(INPC) estabeleceu uma padronização de terminologia e de critérios morfológicos 

e  um  consenso  para  uma  classificação  que  tivesse  significado  prognóstico, 

relevância biológica e reprodutibilidade (20). O INPC adotou, em 1994, algumas 

modificações,  do  esquema proposto  por  Shimada em 1984 (21,22)  (quadro  2). 

Este esquema é baseado principalmente nas alterações morfológicas associadas 

com  a  sequência  de  maturação  da  matriz  extracelular  neoplásica  e  da 

diferenciação de suas células de Schwann (20). 

Quadro  2.  Avaliação  prognóstica  de  tumores  neuroblá sticos  de  acordo  com  a  classificação 
patológica.

Classificação  Internacional  Patológica  do 
Neuroblastoma

Classificação  de 
Shimada

Grupo Prognóstico

Neuroblastoma Pobre em estroma Pobre em estroma
Favorável Favorável favorável
Menor de 1,5 anos Pouco  diferenciado  ou  em 

diferenciação  e  baixo  MKI 
tumoral

Entre 1,5 e 5 anos Em  diferenciação  e  baixo 
MKI tumoral

Desfavorável Desfavorável desfavorável

Menor que 1,5 anos Tumor  indiferenciado  e/ou 
alto MKI tumoral

Entre 1,5 e 5 anos Tumor  indiferenciado  ou 
pouco  diferenciado  e  MKI 
tumoral alto

Maiores que 5 anos Todos os tumores
Ganglioneuroblastomas Rico em estroma Rico em estroma
Em  maturação  ou 
maduro

Estroma  de  células  de 
Shwann dominante

Favorável favorável

Tipo nodular Estroma  de  células  de 
Shwann  rico  nas  áreas 
nodulares

Desfavorável desfavorável

Legenda: MKI= índice mitose-cariorrexis ou cariorre xia
Fonte:Shimada  H  et  al.  The  International  Neuroblast oma  Pathology  Classification  (the  Shimada 
System). Cancer. 1999 86(2):364-372 (22).

    



O INPC também avaliou outras características morfológicas e elaborou um 

sistema  de  classificação prognóstica,  descrito  por Joshi,  o  qual  é  válido 

atualmente.  Todavia,  tem  sido  mantida  também  a  nomenclatura  tradicional  de 

Shimada por ser amplamente conhecida e utilizada na prática clínica ( Quadro 3) 

(13,20,21,22,23).

Quadro 3. Comparação prognóstica entre os grupos de  acordo com a classificação histopatológica 

de Shimada e de Joshi.

Prognóstico                    Fatores Histopatológicos/Idade

Prognóstico                    Fatores Histopatológicos/ idade
Favorável
   Shimada                      Estroma rico, todas as idades, sem nódulo presente 
                                       Estroma pobre, idade 1,5 - 5 anos, diferenciado, MKIa <100
                                       Estroma pobre, idade < 1,5 anos, MKI<200
    Joshi                          Grau 1b , todas as idades, grau 2 c , � 1 ano

Desfavorável
    Shimada                     Estroma rico, todas as idades, nódulo presente
                                       Estroma pobre, idade > 5 anos
                                       Estroma pobre, idade 1,5 – 5 anos, indiferenciado
                                       Estroma pobre, idade 1,5 – 5 anos, diferenciado, MKI >100
                                       Estroma pobre, idade <1,5 anos, MKI >200
     Joshi                         Grau 2, idade > 1 ano, grau 3d , todas as idade
MKIa , Índice de cariorrexia (número de mitoses e c ariorrexis por 5000 células)
Grau 1b = Baixo índice mitótico ( � 10/10 high-power fields) e presença de calcificaçã o.
grau 2 c = Baixo índice mitótico ou presença de cal cificação.
grau 3d = Ausência de baixo índice mitótico e calci ficação.
Fonte: Brodeur GM, Castleberry RP. In: Neuroblastom a. Pizzo PA, Poplack DG, editores. Principle 
and Pratice of Pediatric Oncology. 2nd ed. Philadel phia: Lippincott, 1993;746  (13).

A classificação dos neuroblastomas segundo a sua diferenciação os divide 

em dois grupos bem definidos: (1) os indiferenciados/pouco diferenciados e; (2) os 

em diferenciação/bem diferenciados/ganglioneuroblastomas. 

Os  tumores  indiferenciados  ou  pouco  diferenciados  tem  neuroblastos  pouco 

diferenciados,  poucas  células  ganglionares  e  matriz  extracelular  (estroma) 

representada por  neurópilo pouco diferenciado e pobre em células de Schwann 

diferenciadas.  Além disso,  esses tumores pouco diferenciados tem,  geralmente, 

altos índice de mitose/cariorréxis (MKI) (13). O MKI é calculado pela contagem de 

células em mitose e em cariorréxis em 5000 células e é considerdo baixo quando 

as  contagens  resultam  em  menos  de  100  mitoses/cariorréxis,  intermediários 
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quando este índice está entre 100 e 200 mitoses/cariorréxis e alto quando está 

acima de 200 destes eventos em 5000 células. Esses tumores pouco diferenciados 

também  têm  altos  índices  mitóticos  (MI),  sendo  que  este  índice  é  calculado 

contando-se figuras de mitoses em 10 campos de grande aumento (CGA = 400x) e 

é considerado alto quando resulta em mais de 10 mitoses em 10 CGA.(13) 

Contudo,  os  tumores  em  diferenciação  e  bem  diferenciados  apresentam 

células ganglionares quase maduras ou maduras e estroma mais fibrilar e rico em 

células  de  Schwann  muitas  vezes  bem  diferenciadas,  culminando  a  sua 

diferenciação  com  os  ganglioneuroblastomas  que  representam  a  forma  mais 

madura  do  neuroblastoma,  de  comportamento  benigno  e  muitas  vezes 

expontaneamente  regressivo.  Além disso,  esses  tumores  tem baixos  MKI  e  MI 

(22). 

A maturação do neuroblastoma já é um processo bem conhecido e pode 

acontecer  em  crianças  menores  com  fatores  prognósticos  clinicopatológicos 

favoráveis.  Sabe-se  que  esta  maturação  é  amplamente  dependente  do 

remodelamento da matriz extracelular, isto é, do estroma do neuroblatomas, que 

evolui  de  neurópilo  pouco  diferenciado  para  um  estroma  rico  em  células  de 

Schwann bem diferenciadas.(18)   

2.1.6. Estadiamento clínico do neuroblastoma.

Historicamente,  os fatores de risco de pior prognóstico em pacientes com 

neuroblastoma incluem metástase óssea, com mais que 10% de células tumorais 

na medula óssea, MYCN amplificado, nível de ferritina sérica maior que 142 ng/ml, 

desidrogenase láctica (LDH) maior  que 500U/L,  histologia  desfavorável  e idade 

maior  que  1  ano  no  momento  do  diagnóstico  (24).   A  William  Guy  Forbeck 

Research Foundation promoveu uma conferência mundial cujo principal objetivo foi 

a publicação do Sistema Internacional de Estadiamento do Neuroblastoma (INSS – 

International Neuroblastoma Staging System) (Quadro 4) (25).

    



Quadro 4. Estadiamento segundo INSS (International Neuroblastoma Staging System).

Estádios Caracterização 

I
Tumor  localizado,  confinado  à  área  de  origem;  remoção  macroscopicamente 
completa,  com  ou  sem  doença  residual  microscópica;  linfonodos  ipsi  e 
contralaterais identificados livres de comprometimento neoplásico.

IIA
Tumor unilateral com remoção macroscopicamente incompleta; linfonodos ipsi e 
contralaterais identificados livres de comprometimento neoplásico.

IIB
Tumor  unilateral  com  remoção  macroscopicamente  completa  ou  incompleta; 
linfonodos ipislaterais comprometidos; linfonodos contralaterais identificados livres 
de comprometimento neoplásico.

III
Tumor infiltrando-se através da linha mediana, com ou sem envolvimento regional 
de linfonodos; ou tumor unilateral, com envolvimento contralateral de linfonodos; 
ou ainda, tumor de linha média, com envolvimento bilateral de linfonodos.

IV
Disseminação do tumor a linfonodos distantes, ossos, medula óssea, fígado ou 
outros órgãos (exceto como definido em IV S)

IVS
Tumor  primário  localizado  conforme  definido  para  estádios  1  ou  2,  com 
disseminação metastática limitada a fígado,  pele  e medula  óssea (infiltração �
10% das células neoplásicas). Para crianças menores que 1 ano.

Fonte: (www.cancer.gov/cancertopics/pdq/treatment/neuroblas toma/HealthProfessional )

Clinicamente,  mais  de 50% dos  pacientes  são  diagnosticados  com metástases 

(estadio IV pelo INPC) e apesar de utilizarem quimioterapias intensivas, a maioria morre 

em torno de 3 anos após o diagnóstico. A maior parte dos pacientes com neuroblastoma 

estadio  IV  tem dois  ou  mais  dos  achados  prognósticos  desfavoráveis  e  o  tempo de 

sobrevida  livre  de  doença  é  menor  que  20% (24).  A  diversidade  de  fatores  clínicos, 

biológicos e combinações de variáveis prognósticas envolvidas com o neuroblastoma tem 

sido utilizadas há muitas décadas para distribuição e estratificação de grupos de risco e 

para atribuir  o tratamento adequado. Este tratamento é feito de maneira uniforme por 

todos  os  grupos  cooperativos  de  tratamento  de  neuroblastoma,  como  o  SIOPEN 

(International  Society  of  Pediatric  Oncology  Europe  Neuroblastoma  Group),  o  COG 

(Children’s Oncology Group) e o POG (Pediatric Oncology Group), há aproximadamente 

20 anos. (Quadro 5).
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Quadro 5 . Estadiamento de risco do neuroblastoma –  baixo, intermediário e alto – do Children’s 
Oncology Group .

Estádio
(INSS)

Idade
(anos)

MYCN (*) Histologia 
(Shimada)

DNAi (**) Grupos de 
Risco

I 0-21 Qualquer Qualquer Qualquer BAIXO
IIA, IIB <1

�1�21
�1�21
�1�21

Qualquer
Sem amplificação
Amplificado
Amplificado

Qualquer
Qualquer
Favorável
Desfavorável

Qualquer
-
-
-

BAIXO
BAIXO
BAIXO
ALTO

III <1
<1
�1�21
�1�21
�1�21

Sem amplificação
Amplificado
Sem amplificação
Sem amplificação
Amplificado

Qualquer
Qualquer
Favorável
Desfavorável
Qualquer

Qualquer
Qualquer
-
-
-

ALTO

ALTO 
ALTO

IV <1
<1
�1�21

Sem amplificação
Amplificado
Qualquer

Qualquer
Qualquer
Qualquer

Qualquer
Qualquer
-

ALTO
ALTO

IVS <1
<1
<1
<1

Sem amplificação
Sem amplificação
Sem amplificação
Amplificado

Favorável
Qualquer
Desfavorável
Qualquer

BAIXO

ALTO
Legenda:
(*) MYNC amplificado � número de cópias >1
(**) DNAi <1 (hipodiploidia) considerado como favor ável
Fonte: ( www.cancer.gov/cancertopics/pdq/treatment/neuroblas toma/HealthProfessional

Crianças com tumores ressecáveis ao diagnóstico e sem metástases são em 

torno de 20-30% dos casos (INSS estadios I e II). O acompanhamento mostra boa 

evolução com taxa de sobrevida de 80 a 100%. Pacientes INSS estadio I tratados 

com cirurgia tiveram sobrevida livre de doença em 100% dos casos.  Porém no 

estadio II, a presença de fatores como localização extra-abdominal de tumores ao 

diagnóstico,  ruptura  de  tumor  durante  a  cirurgia,  envolvimento  de  linfonodo 

regional, histologia desfavorável ou amplificação do MYCN, tem sido considerado 

como maus indicadores de sobrevida (26).

Apenas 4% dos pacientes com neuroblastoma em estadio precoce (estadios 

I e II) têm amplificação MYCN.  Aqueles pacientes sem amplificação do MYCN têm 

uma  excelente  taxa  de  sobrevida  em  três  anos  (90%  de  probabilidade  de 

sobrevida) (27).

    



2.2. MECANISMOS CELULARES RELACIONADOS À TUMORIGÊNESE

As mutações  carcinogênicas  costumam afetar  os  genes  que controlam o 

nascimento  (ciclo  celular)  ou  a  morte  (apoptose)  das  células.  Duas  grandes 

categorias (de genes) podem ser distinguidas: oncogenes e os genes supressores 

de tumor (28,29).

A  carcinogênese  é  um  processo  que  pode  ser  dividido  em  três  fases: 

iniciação, promoção e progressão, e pode durar de um a 30 anos. Durante esse 

período,  ocorre o acúmulo  de mutações  no genoma celular,  especialmente em 

genes  que  garantem  a  ordem  dos  eventos  do  ciclo  celular  e  da  mitose,  ou 

executam  reparo  de  eventuais  erros  na  replicação  do  DNA  ou  ainda,  que 

promovem e mantêm o estado de diferenciação celular (18,30).

Oncogenes  são  genes  cuja  atividade  normal  é  promover  a  proliferação 

celular  e os genes supressores de tumor são responsáveis  pelos processos de 

apoptose celular.  Mutações de ganho ou perda de função em células  tumorais 

criam formas impropriamente ativas desses genes (29).

Genes supressores de tumor são aqueles cujos produtos inibem os eventos 

que direcionam para o câncer.  Alguns produtos de genes supressores de tumor 

impedem a  progressão  do  ciclo  celular,  outros  encaminham  as  células  para  a 

apoptose e um último grupo de produtos mantêm o genoma estável e as taxas de 

mutação  baixas  ao  garantirem  a  precisão  da  replicação,  da  reparação  e  da 

segregação do DNA da célula. Para que o comportamento de uma célula mude, 

ambos os alelos de um gene supressor de tumor precisam ser inativados (29).

O neuroblastoma é uma neoplasia heterogênea com biologia complexa e, 

evidências  sugerem  que  existam  três  tipos  distintos  de  neuroblastomas  como 

exemplificado na figura 1 (18,30). O evento inicial da tumorigênese parece ocorrer 

no  tecido  neuroblástico  indiferenciado.  A  diferenciação  celular  determina  a 

expressão de um receptor de neurotrofina, o TRKA (receptor de neurotrofina A) ou 

o TRKB (receptor de neurotrofina B). Aproximadamente um terço dos tumores são 

caracterizados  por  significante  expressão  do  TRKA.  Estes  tumores  chamados 
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neuroblastomas  tipo  1,  parecem  ter  um  defeito  na  divisão  mitótica,  pois 

apresentam geralmente triploidia. Pacientes com tumores do tipo 1 geralmente são 

curados apenas com cirurgia  e apresentam um excelente prognóstico (18).  Por 

outro  lado,  tumores  que  expressam  TRKB são caracterizados  por  instabilidade 

genômica.  Ocorrem  rearranjos  cromossômicos  no  17q  (braço  longo  do 

cromossomo 17) em sua maioria. Esses tumores possuem ainda perdas no braço 

longo do cromossomo 11 e/ou 14 e raramente têm perda do 1p (braço curto do 

cromossomo 1), ou amplificação do MYCN e são chamados de neuroblastoma do 

tipo 2. Todavia, tumores onde ocorre a perda do 1p, apresentam amplificação do 

MYCN  e  desenvolvem  um  comportamento  clínico  altamente  maligno,  sendo 

chamados de neuroblastomas do tipo 3 (18, 31). A probabilidade de sobrevida dos 

pacientes com o tipo 3 é menor que 25% e valores intermediários são encontrados 

para  o tipo 2.  Definição mais precisa das trocas moleculares que ocorrem nos 

neuroblastomas podem definir terapias específicas e aumentar as possibilidades 

de cura . Ver figura 1(18).

Figura 1 – Modelo hipotético da origem genética do neuroblastoma.
Fonte: Sociedade Americana de Oncologia Cínica, 199 9 ( 30)

    



A proliferação celular anormal aparece como fator precursor na origem de tumores 

malignos  (32,33).  Marcadores  de  proliferação  celular  são  úteis  na  graduação  de 

agressividade das lesões malignas. Os marcadores de proliferação mais estudados são 

as figuras de mitose (visualização e contagem do número de mitoses propriamente ditas) 

em colorações de rotina e a expressão, por imunoistoquímica, de moléculas que atuam 

em uma ou mais fases do ciclo celular.  Anticorpos monoclonais têm sido empregados 

para estudar proteínas no ciclo celular e dentre eles, o anticorpo anti-PCNA, antígeno 

nuclear de proliferação celular (PCNA – Proliferating cell nuclear antigen) e o anticorpo 

para o antígeno Ki67 (32, 34, 35,36).

A morte celular programada ou apoptose é um processo fisiológico de morte celular 

pelos  quais  as  células  que  perderam  suas  funções  ou  apresentaram  defeitos  são 

eliminadas do organismo (30).  Foi descrita pela primeira vez por Kerr  et al. em 1972, 

sendo essencial para a manutenção do desenvolvimento embrionário e para homeostase 

nos organismos adultos (37, 38,39). Ganhos ou perdas gênicas em genes que codificam 

proteínas das vias de apoptose conduzem à perturbação na homeostase celular, o qual 

pode ser o evento patológico primário resultando no processo de tumorigênese (30, 37).

Os  sinais  que  levam  à  morte  celular  podem  ser  de  natureza  extracelular  ou 

intracelular, esta  sinalização leva à ativação das vias controladas pelas caspases, cuja 

ativação  promove  a  liberação  de  fatores  pró-apoptóticos  pela  mitocôndria,  ativando 

outras caspases ditas executoras, conduzindo à alterações celulares características de 

apoptose (33, 37). A liberação do citocromo C no citoplasma é regulada por membros da 

família Bcl2, como por exemplo as proteínas pró-apoptóticas (Bax, Bak,Bad, Bid e Bim) e 

as proteínas antiapoptóticas (Bcl2, MCL1, Bclxl ou Bcl2-like 1, Bcl2W). O produto do gene 

supressor de tumor TP53 atua como um regulador das vias de apoptose por controlar a 

transcrição de Bax. Esta atividade depende da fosforilação da proteína p53 por quinases 

ativadas após o reconhecimento de danos extensos no DNA (39, 40, 41).
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2.3. BIOMARCADORES ESTUDADOS

2.3.1. QSOX1.

A QSOX é uma tiol-oxirredutase dependente da FAD (42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 

50, 51,52). A proteína QSOX1 pertence a uma nova classe de quiescina/sulfidril oxidases 

FAD – dependentes (flavina adenina nucleotídeo – dependente) que catalisam a formação 

de  ligações  de  tióis  a  dissulfetos  através  da  redução  de  oxigênio,  com concomitante 

formação  de  peróxido  de  hidrogênio,  portanto  têm  ação  contrária  às  enzimas 

antioxidantes (figura 2).

Figura 2. As principais fases da catálise da QSOX. Reoxidação da enzima e geração de peróxido de 
hidrogênio.  Fonte: Thorpe C, Coppock DL (51)

As proteínas  QSOX contêm dois  domínios:  um domínio  N-terminal  tiorredoxina 

(TRX)  e  um domínio  próximo  à  região  carboxi-terminal  homóloga  à  ERV1  (figura  3) 

(49,51).

Figura 3 – Gene da QSOX1 humana. Enzimas QSOX tem 1 ou 2 domínios tiorredoxina. 
Fonte: Thorpe C, Coppock DL (51)

 Os arranjos das proteínas QSOX, formadas pela fusão dos domínios TRX e ERV1, 

foram inicialmente chamados como Q6 (quiescina 6 sulfidril  oxidase) e SOXN (sulfidril 

    



oxidase  derivada  do  neuroblastoma),  Atualmente  são  designadas  QSOX1  (gene 

hQSOX1)  e  QSOX2  ou  QSOXN  (gene  hQSOX2  ou  hQSOXN),  respectivamente 

(42,49,53). O gene hQSOX1 apresenta-se com aumento de sua expressão em placenta, 

estômago e pulmão, enquanto que o hQSOX2 apresenta aumento de sua expressão em 

pâncreas, cérebro, rins e coração (45).

Em diferentes espécies existem duas variantes da proteína QSOX1, a  QSOX1L 

(longa) e a QSOX1S  (curta),  também denominadas por alguns autores como QSOX1a e

QSOX1b, sendo que as duas partilham as mesmas identidades estruturais (44,45).

A  presença  da  QSOX1 foi  demonstrada  no  ambiente  extracelular,  como  fluído 

seminal  humano  (52),  clara  do  ovo  da  galinha  (53,  54),  sobrenadante  de  cultivo  de 

fibroblastos quiescentes (54), sendo que a sua localização extracelular sugere que esta 

proteína possa estar envolvida na remodelação dos componentes da matriz extracelular, 

principalmente pelo fato de que a formação de pontes de dissulfeto são requeridas para o 

apropriado dobramento, função e estabilidades de diversas proteínas (55,56). A QSOX1, 

também é encontrada no retículo endoplasmático, no complexo de Golgi, nos grânulos 

secretórios,  nas  mitocôndrias,  entre  outras  organelas  (43,45).  A  QSOX2  ou  QSOXN 

(quiescina sulfidril oxidase 2 ou N) está associada a membrana plasmática e ao núcleo 

(44). Estudos com anti-QSOX1 policlonal em cérebro de ratos revelaram a presença da 

proteína QSOX1 em todas as áreas do cérebro com níveis variados (44)

        A família de proteínas QSOX tem sido descrita como proteínas que participam na 

elaboração da matriz extracelular,  maturação de poxvírus,  na regeneração de tecidos, 

sensibilização de células de neuroblastoma a estímulos apoptóticos e como fatores de 

regulação de crescimento e adesão celulares (49, 56,57). 

A expressão do gene hQSOX1 é baixa em fibroblastos humanos em proliferação, 

porém sua expressão é elevada quando os mesmos fibroblastos entram em quiescência. 

Foi  também  demonstrado,  in  vivo,  uma  relação  entre  altos  níveis  de  mRNA  (ácido 

ribonucléico mensageiro) do hQSOX1 com a quiescência de células de pulmão humano 

(44). A maior expressão gênica sugere que esta proteína esteja envolvida no processo 

normal  de  quiescência  celular  reversível  e,  portanto,  a  inibição  desta  poderia  levar  a 

processos patológicos como câncer (56). 
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As funções precisas da QSOX1 humana vêm despertando interesses em vários 

estudos. Sabe-se que a formação de pontes de dissulfeto, função exercida pela QSOX1, 

é requerida para o arranjo trimérico dos colágenos (56),  além de estar relacionada à 

manutenção  da  integridade  da  matriz  extracelular  (58),  desempenhando  um  papel 

importante  no  desenvolvimento  fetal.  Outra  função  biológica  da  QSOX1  seria  o  seu 

envolvimento  no  estresse  oxidativo  induzindo  a  apoptose  de  determinados  tipos  de 

células e a sua relação com o controle negativo do ciclo celular (44). 

A  sulfidril  oxidase  derivada  do  neuroblastoma  (QSOX2  ou  QSOXN)  apresenta 

função  pró-apoptótica  em  células  de  neuroblastoma  humano  (45),  regulando  a 

sensibilização destas células à indução de morte celular pelo interferon gama (57). Em 

células de neuroblastoma, programas apoptóticos podem ser ativados por citocinas ou 

drogas  citostáticas.  Disfunções  no  processo  de  morte  celular  conferem  resistência  à 

terapêutica medicamentosa e diminuem as chances de uma boa resposta terapêutica. 

Expressão  desregulada  do  gene  MYCN é  crítica  na  determinação  da  progressão  do 

neuroblastoma, e uma das funções pleiotrópicas da proteína  MYCN é a sensibilização 

celular à apoptose induzidas por citocina e drogas. Apesar de terem sido identificados 

cinco genes relacionando a sensibilização à morte celular por interferon gama, o gene 

mais eficiente entre eles foi o da sulfidril oxidase derivada do neuroblastoma (hQSOX2 ou 

hQSOXN) (57). 

2.3.2. PTEN.

 O PTEN (phosphatase and tension homolog n chromossome 10) foi descoberto 

em 1997 como um gene supressor de tumores e está localizado no cromossomo 10q23. 

Age convertendo PIP3 para PIP2, desta forma gerando a inativação da fosfatidilinositol-3-

quinase (PI-3k). A inativação do PTEN resulta no acúmulo do PIP3, cuja função é ativar a 

PI-3k, promovendo a proliferação celular e inibindo a via apoptótica, alterando assim a 

sobrevida celular e levando à tumorigênese (59,60,61,62). O PTEN pode estar alterado 

por  mutações somáticas em vários  tipos de carcinomas.  Foi  utilizado como marcador 

tumoral em estudos com gliomas e, comparado a outras variáveis clínicas, mostrou-se 

    



relacionado à um melhor estadio clínico (63). Há uma forte evidência de que a ativação da 

via  de  sinalização  PTEN/PI-3Kt  é  importante  para  o  desenvolvimento  da  aberrante 

proliferação  vascular  em  glioblastomas  (64,  65).  Alguns  autores  encontraram  um 

decréscimo da expressão da proteína PTEN nos neuroblastomas mais indiferenciados e 

mais  agressivos  clinicamente,  quando  comparados  aos  bem  diferenciados  e  menos 

agressivos,  sugerindo  que  o  PTEN  tem  baixa  expressão  em  tumores  em  estadio 

avançado. Esses achados demonstram o papel do PTEN no mecanismo da progressão 

de tumores malignos como no caso do neuroblastoma (4).

2.3.3. Ki67.

  O Ki67 é uma proteína não histona, identificada pelo anticorpo monoclonal anti-

Ki67.  É  uma  proteína  nuclear  humana  encontrada  durante  o  ciclo  celular,  sendo 

largamente  empregada  como  marcador  de  proliferação  celular.   Não  é  expressa  em 

células na fase G0, mas pode ser detectada nas fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e 

mitose). Está associada com a proliferação celular, estando a fração de células tumorais 

positivas ao Ki67 relacionada à evolução clínica da doença (66).

Métodos imunoistoquímicos que pesquisam antígenos associados à proliferação 

celular tais como o Ki67 e PCNA (Antígeno Nuclear da Célula em Proliferação) são muito 

utilizados para avaliar  a  agressividade  de um tumor,  através  da quantificação de sua 

atividade proliferativa (67, 68).

O valor prognóstico do indicador Ki67 pode ser de particular importância naqueles 

tipos de câncer cujo curso clínico é difícil de predizer somente pelo critério histológico. 

Sendo assim, o Ki67 é considerado o melhor marcador de proliferação atualmente, com 

uma forte correlação entre este e o prognóstico de diversos tumores (67, 68, 69).

2.3.4. Caspase - 8.

          A indução do processo apoptótico clássico dá-se pela ativação de cisteínoproteases 

denominadas caspases (70).  A família das caspases é considerada a principal  via  de 
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regulação  de  morte  celular  programada.  São  sintetizadas  como  pró-enzimas  que 

necessitam de um processo proteolítico para serem ativadas (71) e têm a capacidade de 

clivar substratos que possuam resíduos de aspartato levando à fragmentação nuclear e à 

externalização de fosfolipídios de membrana, os quais são responsáveis pela sinalização 

para  a  fagocitose  (72,73).  São  conhecidas  14  caspases  humanas,  sendo  que  seis 

(caspases -3, -6, -7, - 8, -9, -10) participam da apoptose (30, 70,73). 

A  caspase 8 (caspase 8 apoptoses-related)  ativa  proteínas pró-apoptóticas que 

promovem a formação de poros na membrana externa mitocondrial. Isso ativa a liberação 

do citocromo C no  citoplasma,  o  qual,  associado à  pro-caspase-9,  forma o chamado 

apoptossomo  (73).  A  saída  de  citocromo  C é  dependente  de  uma série  de  eventos 

elétricos e químicos na membrana mitocondrial. Estes eventos são modulados pela ação 

de proteínas indutoras de apoptose da família Bcl2 (Bcl2W, Bclxl, MCL1) e da família Bax 

(Bad, Bid e Bak), capazes de interagir com elementos estruturais da membrana externa 

das mitocôndrias (30, 70,73).

2.3.5. Bcl2 e Bax.

A família dos genes  Bcl2  e  Bax  (B-cell  CLL/lymphoma – 2 e Bcl2-associated X 

protein  respectivamente) exercem papel importante na regulação da apoptose. O gene 

Bcl2 foi primeiramente observado translocado em linfomas foliculares de células B. Essa 

translocação resulta na transferência do gene  Bcl2 da posição 18q21 para 14q32. Este 

gene translocado causa uma superexpressão de suas proteínas,  podendo resultar  na 

supressão  da  apoptose  (71).  As  proteínas  intracelulares  que  regulam  diretamente  o 

processo de ativação das caspases constituem a denominada família Bcl2. Os membros 

dessa família podem ser divididos em moléculas pró-apoptóticas (Bax, Bak, Bclxl, BAD, 

BID, BIK, HRK, BIM e BOK) e antiapoptóticas (Bcl2, BCL-xL, BCL-w, BFL-1, BRSAG-1, 

MCL-1, A1, E1B19K, LMW5-HL e EBV BHRF1) (72, 73). Os membros da família Bcl2, 

como Bcl2 e Bclxl inibem a apoptose, pois previnem a liberação de citocromo C e são 

chamados de  reguladores antiapoptóticos.  A homeostasia  é  mantida pelo  controle  da 

quantidade de proteínas antiapoptóticas e pró-apoptóticas.  Estímulos,  como danos ao 

    



DNA, levam ao aumento na expressão das proteínas pró-apoptóticas. Entre as proteínas 

mais estudadas, desta família, estão a Bax (pró-apoptótica) e a Bcl2 (antiapoptótica) cuja 

superexpressão está relacionada a adenomas e carcinomas colorretais (72). O gene Bax 

humano  sintetiza  uma  proteína  que  se  une  ao  Bcl2,  a  proteína  Bax�,  e  a  sua 

superexpressão permite a morte das células (71,72).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL  .  

Avaliar a expressão imunoistoquímica da Quiescina/sulfidril oxidase 1 (QSOX1) em 

amostras  parafinadas  de  neuroblastoma  humano  correlacionando-a  com  fatores 

prognósticos  clinicopatológicos  clássicos,  evolução  clínica  e  com  biomarcadores  de 

progressão tumoral. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS.

1 – Correlacionar a expressão imunoistoquímica da Quiescina/sulfidril  oxidase 1 

(QSOX1)  em  amostras  parafinadas  de  neuroblastoma  humano  com  os  fatores 

prognósticos clinicopatológicos clássicos (idade dos pacientes, localização do tumor, grau 

de  diferenciação  tumoral,  classificação  de  Shimada,  padrão  estromal  do  tumor, 

amplificação do MYCN, comprometimento de medula óssea) e com a evolução clínica dos 

pacientes (se em óbito ou se vivo com ou sem recidivas).

2  –  Correlacionar  à  expressão  imunoistoquímica  dos  biomarcadores  estudados 

(PTEN, Ki67,  Bax.  Bcl2 e caspase–8) com os fatores prognósticos clássicos e com a 

evolução clínica dos pacientes.

3 – Correlacionar a expressão imunoistoquímica da Quiescina/sulfidril  oxidase 1 

(QSOX1)  com  a  expressão  imunoistoquímica  dos  outros  biomarcadores  estudados 

((PTEN, Ki67, Bax. Bcl2 e caspase–8).

    



4. MÉTODO

O  projeto  foi  aprovado  pelo  Comitê  de  Ética  em Pesquisa  (CEP)  do  Hospital 

Pequeno Príncipe (HIPP-PR) com número de registro 0518-07. 

4  .1. CRITÉRIOS DE INCLUSÃO.  

Foram selecionados todos os pacientes, de ambos os sexos, com diagnóstico de 

neuroblastoma, tratados no Hospital Pequeno Príncipe, entre os anos de 1998 a 2004 

(n=41). Os prontuários de todos os pacientes foram revisados, bem como suas lâminas 

histológicas em hematoxilina-eosina (HE) a fim de determinar os casos a serem incluídos 

neste estudo. Os casos destinados a este estudo foram compostos de amostras pré-

tratamento dos tumores (biópsias ou produtos de ressecção tumoral) dos pacientes com 

diagnóstico de neuroblastoma, já fixadas em formol e emblocadas em parafina,  cujos 

blocos parafinados foram separados para esta pesquisa. 

4  .2. CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO.  

Amostras inadequadas para a realização de provas imunoistoquímicas e/ou que 

apresentavam  artefatos  tais  como  necrose,  autólise  e  calcificação  (entre  outros), 

detectados no momento da revisão de lâminas, foram retiradas do estudo. Casos cujos 

prontuários  não  estavam  completos  ou  eram  inexistentes  foram retiradas  do  estudo. 

Sendo assim, 23 casos cumpriram todos os critérios de seleção.

4  .3. REVISÃO DAS LÂMINAS E DOS BLOCOS. 

Durante a revisão das lâminas em HE as amostras mais representativas do tumor 

foram selecionadas e seus blocos foram separados do arquivo.
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4.4. CLASSIFICAÇÃO DOS CASOS.

Os casos foram classificados da seguinte maneira:

- o sexo da criança, se feminino ou masculino;

-  a faixa etária ao diagnóstico,  se menor de 18 meses ou maior ou igual  a 18 

meses);

-  a  localização  das lesões  no momento do diagnóstico,  se  extra  abdominal  ou 

abdominal;

- o estado da medula óssea, se infiltrada pela neoplasia ou não;

-  o  grau  de  diferenciação  histológica  da  neoplasia,  se  pouco 

diferenciada/indiferenciada  ou  se  bem  diferenciada/em 

diferenciação/ganglioneuroblastomas;

- quanto a evolução da doença, se em óbito ou vivos com ou sem recidiva/doença 

residual);

- quanto ao tipo de matriz extracelular da neoplasia, se rico ou pobre em estroma 

com células de Schwann; 

- quanto a classificação de Shimada, se de histologia favorável ou desfavorável;

- e por último verificada a presença ou não da amplificação do MYCN em todos os 

casos.

4  .5. PREPARO DAS AMOSTRAS EM TISSUE MICROARRAY (TMA). 

As lâminas originais em HE, de cada um dos casos do estudo, foram revisadas e 

durante  a  revisão  foram  marcadas  duas  áreas  representativas  do  tumor,  livres  de 

artefatos.  Estas áreas foram amostradas dos blocos originais  e  preparadas em tissue 

microarrays (TMA) (74,75,76,77). 

Este método se inicia a partir da separação de múltiplas amostras e a junção de 

todos em um bloco comum. A técnica completa, desde o início até a realização dos cortes 

histológicos, consistiu de alguns passos: (a) através do sistema de espelho, a lâmina com 

duas  áreas  previamente  escolhidas  foi  utilizada  para  localização  das  regiões  mais 

    



representativas  do  tumor  no  bloco-doador;  (b)  para  que  as  amostras  fossem 

posteriormente  localizadas  no  bloco-receptor  foi  confeccionado  um  mapa  em  plano 

cartesiano, sendo que as linhas identificadas com números e as colunas com letras; (c) 

uma vez montado o mapa, os blocos-doadores foram organizados para montagem dos 

blocos-receptores;  (d)  os  blocos  receptores  foram montados  com amostras  de  tumor 

retiradas  dos  blocos  doadores  com  pinça  tipo  punch  de  pele  de  3mm.;  (e)  após  a 

confecção  dos  blocos-receptores  (TMA),  a  partir  deles  foram confeccionadas lâminas 

histológicas para a realização das provas imunoistoquímicas (vide figuras 4,5 e 6).

Figura 4 – Esquema da montagem de um tissue microarra y. Os blocos doadores (donor) organizados, a pinça 

de  punch  sobre  a  área  da  amostra  a  ser  retirada  e  a  mesma  contendo  o  corte  de  tecido  (seta),  além da 

construção do bloco receptor (recipient) com suas l inhas e colunas previamente identificadas por um ma pa em 

plano cartesiano. Fonte: Adaptado pelo autora.

Figura 5 - Fotografia de dois blocos de tissue micr oarray e da pinça de punch número 3 utilizada 
para a sua construção. Fonte: Autora.
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Figura 7: Equipamento utilizado para avaliação das lâminas de TMA (computador e microscópio com 
câmera acoplada). Laboratório de Patologia Experime ntal – PUCPR. 
Fonte: Autora.

    



4.6. REALIZAÇÃO DOS TESTES IMUNOISTOQUÍMICOS.

Seis cortes de parafina dos blocos em TMA, com 4µm de espessura cada um, 

foram desparafinizados com xilol (37ºC) e desidratados com banhos sucessivos de álcool. 

A  rehidratação  foi  feita  com  água.  Foram  utilizados  álcool  metílico  e  peróxido  de 

hidrogênio (H2O2) para o primeiro bloqueio da peroxidase endógena e a água destilada e 

H2O2  para o  segundo bloqueio.  A incubação  foi  feita  com os anticorpos primários  na 

diluição determinada pelo fabricante ou adaptada para melhores resultados neste material 

(vide quadro 2), tendo duração de 12 horas, em câmara úmida e temperatura de 2 a 8ºC. 

Todos  os  anticorpos  utilizados  eram  monoclonais:  anti-QSOX1  (recombinante  de 

camundongo produzido na Universidade Federal do Paraná – UFPR), anti-PTEN Data 

Sheet  (monoclonal  de  camundongo  da  novocastra®),  anti-Ki  67  (monoclonal  de 

camundongo  Dako®),  anti-caspase  8  (monoclonal  de  camundongo  Dako®),  anti-Bcl2 

(monoclonal de camundongo Dako®) e anti-Bax (monoclonal de camundongo Dako®). 

Como anticorpo secundário utilizado foi o Advance Dako ® , o qual foi incubado com o 

material  por  30 minutos,  também em temperatura  de 2 a 8ºC.  Para a  revelação das 

lâminas foi adicionado complexo DAB + substrato Dako ® sobre as lâminas eletricamente 

carregadas Star Frost ®, sendo que a contra-coloração foi realizada com hematoxilina de 

Harris, seguida de desidratação com banhos de álcool etílico 100% e de clarificação com 

xilol. Para a montagem das lâminas se utilizou a resina histológica da marca Entellan ®.

Quadro 6 – Anticorpos utilizados no estudo com resp ectivas funções e sítios.
Marcador Fornecedor Função Sítio

QSOX1 UFPR Proliferação Citoplasma/Matriz extracelular

PTEN Novocastra® Antiproliferativo Núcleo

Ki67 Dako® Proliferação Núcleo

Caspase 8 Advanced® Pró-apoptótica Membrana Mitocondrial/Citoplasma

Bcl2 Dako® Antiapoptótica Membrana Mitocondrial/Citoplasma

Bax Dako® Pró-apoptótica Membrana Mitocondrial/Citoplasma
Fonte: Autora

4.7. LEITURA DAS LÂMINAS DE IMUNOISTOQUÍMICA.

 Para a leitura do anticorpo anti-QSOX1 foi utilizado o programa Image Pro Plus®, 

em  um  computador  DELL®,  com  o  auxílio  de  uma  câmera  Dino-eye®  e  de  um 
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microscópio óptico BX40 da Olympus®. Utilizando-se a objetiva de 40x e o software de 

análise de imagem foram medidas as áreas de imunopositividade da anti-QSOX1 nas 

amostras do estudo. O anticorpo anti-QSOX1 cora o citoplasma e matriz extracelular dos 

neuroblastomas em castanho, quando positivo. O observador fornece ao programa uma 

amostra  da  coloração  castanha  considerada  positiva  e  o  programa  faz  a  leitura  da 

totalidade da área imunopositiva no campo de grande aumento (CGA = objetiva de 40x), 

em micrômetros quadrados (um2). Para determinar a área média de imunopositividade da 

QSOX1 por  campo de grande aumento em cada tumor foram lidos cinco campos de 

grande aumento em todas as amostras dos casos do estudo, somando-se um total de 10 

campos de grande aumento por caso.

A leitura das lâminas imunocoradas pelo Ki67 e pelo PTEN foi realizada através da 

contagem de núcleos positivos por CGA, em microscopia óptica, com o microscópio BX40 

da Olympus®, utilizando-se a objetiva 40x, onde foram lidos três campos em todas as 

amostras, somando um total de seis campos por caso de estudo. 

Para as lâminas imunocoradas com Bcl2, caspase 8 e Bax foram feitas utilizando-

se  um microscópio  óptico  BX40 da  Olympus® e  o  programa Image Pro  Plus®,  num 

computador DELL®, com o auxílio de uma câmera Dino-eye®. Utilizando-se a objetiva de 

40x, e o software de análise de imagem foram medidas as áreas de imunopositividade da 

caspase 8, do Bcl2 e do Bax nas amostras do estudo, do mesmo modo que o descrito 

para a QSOX1. O programa fez a leitura da área imunopositiva total, em micrômetros 

quadrados (�m2), por CGA. Para determinar a área média de imunopositividade para cada 

anticorpo  (caspase  8,  Bcl2  e  Bax)  foram  lidos  quatro  CGA  em  todas  as  amostras, 

somando-se um total de 8 campos por caso.

4.8. HIBRIDIZAÇÃO IN SITU COM FLUORESCÊNCIA - FISH. 

A partir do TMA, também foram reproduzidas lâminas em branco e enviadas para o 

Serviço  de  Patologia  do  Hospital  A  C  Camargo  em  São  Paulo  para  avaliação  da 

amplificação do MYCN através da técnica de FISH. Pela hibridização in situ, as lâminas 

confeccionadas podem ser visualizadas em microscópio de fluorescência, e as alterações 

cromossômicas, se presentes, são identificadas (78,79).

    



4.9.   VARIÁVEIS DO ESTUDO.  

4.9.1. Variáveis clínicopatológicas.

Para a análise dos resultados, os casos foram separados em grupos de acordo 

com os fatores prognósticos clínicopatológicos já conhecidos tais como:

A – Idade ao diagnóstico (se menor de 18 meses ou maior ou igual a 18 meses), 

B – Localização da lesão no momento do diagnóstico (se a lesão é extra-abdominal 

ou apenas abdominal),

C – Infiltração da medula óssea (se infiltrada pela neoplasia ou não), 

D–  Grau  de  diferenciação  histológica  da  lesão  (se  pouco 

diferenciado/indiferenciado ou bem diferenciado/em diferenciação/ganglioneuroblastoma)

E –  Evolução  da  doença  (se  em  óbito  ou  vivos  com  e  sem  recidiva/doença 

residual).

F – Classificação de Shimada (se histologia favorável ou desfavorável)

G – Estroma do tumor (se pobre ou rico em estroma com células de Schwann 

diferenciadas)

H – Amplificação do MYCN (Amplificado / Não Amplificado).

4.9.2. Variáveis imunoistoquímicas.

Os  grupos  definidos  pelas  variáveis  clínico-patológicas  foram  comparados  às 

médias de positividade dos seguintes marcadores imunoistoquímicos:

A – QSOX1

B – Ki67

C – PTEN 

D – Caspase - 8

E – Bcl2

F – Bax
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4.10  . ANÁLISE ESTATÍSTICA.  

A  análise  estatística  realizada  considerou  as  medidas  descritivas  dos  dados, 

incluindo frequências e percentuais paras as variáveis categóricas, e médias, medianas, 

valores mínimos, valores máximos e desvios padrões para as quantitativas. 

Para  a  comparação  de  grupos  definidos  pelas  variáveis  clinicopatológicas  e 

evolução clínica em relação as variáveis quantitativas, foi usado o teste t de Student ou o 

teste não-paramétrico de Mann-Whitney. 

Em  relação  as  variáveis  nominais  dicotômicas,  os  grupos  foram  comparados 

usando-se o teste exato de Fisher. 

O  grau  de  associação  entre  dois  marcadores  foi  avaliado  pelo  coeficiente  de 

correlação de Spearman e pelo coeficiente de concordância de Kappa. 

Para avaliação da sobrevida dos pacientes foram construídas curvas de Kaplan-

Meier, sendo as comparações de duas curvas feitas pelo teste de log-rank. 

Valores  de  p<0,05  indicaram  significância  estatística.  O  programa  de  análise 

estatística utilizado foi o SPSSV8®.

Para a determinação dos pontos de corte que melhor discriminassem a relação 

entre os dois grupos histológicos,  foram ajustadas curvas ROC.  A determinação dos 

pontos de corte pelas curvas ROC separaram as amostras em dois grupos, quanto a sua 

imunopositividade,  para  todos  os  biomarcadores  estudados:  (a)  grupo  da 

imunopositividade elevada para estes biomarcadores ou; (b) grupo da imunopositividade 

baixa para os mesmos. Abaixo demonstramos, apenas a título de ilustração, como estes 

pontos de corte foram calculados, apenas para a QSOX, o Ki67 e o PTEN (tabela 1), 

sendo que o mesmo método foi aplicado para os demais anticorpos (Bcl2, caspase - 8 e 

Bax).  Após determinação da curva ROC, foram considerados em relação ao Ki67,  os 

valores  de  159  núcleos  positivos  por  campo  de  grande  aumento  (CGA)  como 

imunopositividade elevada e abaixo disto como imunopositividade baixa. Para o PTEN, o 

valor para imunopositividade elevada foi de 637 núcleos positivos por CGA e abaixo disto 

foi  considerado imunopositividade baixa.  Para a QSOX1, o valor  de imunopositividade 

elevada foi  considerado o  maior  que  63  micrômetros  quadrados  por  CGA e  igual  ou 

    



abaixo disto foi considerado imunopositividade baixa (Quadro 7).

Quadro 7. Determinação de ponto de corte para os an ticorpos QSOX1, Ki67 e PTEN (Determinado 

através da Curva ROC) e para a caspase 8, Bcl2 e Ba x estabelecido padrão focal/multifocal.

Marcadores Ponto de corte

QSOX 1 62,98 (63)  µm2 /CGA

Ki67 158,67 (159) núcleos positivos

PTEN 637,33 (637) núcleos positivos

Caspase - 8 Focal (Negativo); Multifocal (Difuso)

Bcl2 Focal (Negativo); Multifocal (Difuso)

Bax Focal (Negativo); Multifocal (Difuso)

* CGA: Campos de grande aumento. Fonte: Autora.
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5. RESULTADOS.

5.1. ANÁLISE DA POPULAÇÃO DO ESTUDO.

Não  houve  predomínio  significativo  entre  sexo  masculino  e  feminino.  A 

maioria dos pacientes teve diagnóstico de neuroblastoma com idade abaixo de 18 

meses 60,8%, sendo a maior parte das lesões de localização abdominal 60,8% e 

com  grau  histológico  bem  diferenciado  60,8%.  Apenas  65%  haviam  realizado 

biópsia de medula óssea e, desses, 26,6% tinha a medula infiltrada pelo tumor. No 

seguimento, foi observado que 60% dos pacientes estavam vivos após três anos 

do  diagnóstico,  porém  57%  apresentava  doença  em  atividade  (Tabela  Geral  - 

Anexo). 

5.2.  ANÁLISE  DAS  VARIÁVEIS  CLÍNICAS  EM  RELAÇÃO  AOS

BIOMARCADORES TESTADOS  .  

Á imunoexpressão do Ki67, PTEN e QSOX1 relacionou-se com o tipo de estroma 

tumoral, observando-se que o primeiro e o segundo biomarcador (Ki67 e PTEN) foram 

mais  imunopositivos  nos  casos  de  estroma  pobre  (p =  0,018  e  p  =  0,024, 

respectivamente).  Já  a  QSOX1,  que  é  nosso  biomarcador  em  teste,  foi  mais 

imunopositiva nos casos de tumores ricos em estroma, com uma tendência à relevância 

estatística (p = 0,054) (Tabela Geral - Anexo) .

Com relação ao Bcl2  e Bax,  não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas  entre  as  médias  de  imunopositividade  destes  anticorpos  quando 

relacionados aos grupos definidos pelas variáveis clinicopatológicas e de evolução clínica. 

Já com relação a caspase 8, observou-se que este marcador foi mais imunopositivo nos 

casos com medula óssea negativa  do que naqueles com medula óssea positiva  (p = 

0,035) (Tabela Geral – Anexo).

A partir dos pontos de corte (Quadro 7), foram realizadas novas comparações com 

os grupos definidos pelas variáveis clinicopatológicas e de evolução clínica.

    



Tabela 1– Correlação entre o marcador QSOX1 e as va riáveis clínico-patológicas estudadas.

Variável
Imunopositividade da QSOX1 

Total Valor de p*
� 63 - baixa > 63 - elevada

Idade ao diagnóstico
� 18 meses 08 (57,14%) 06 (42,86%) 14
> 18 meses 05 (55,56%) 04 (44,44%) 09 1,000
Local da lesão
Extra-abdominal 07 (77,78%) 02 (22,22%) 09
Abdominal 06 (42,86%) 08 (57,14%) 14 0,197
Status Medula Óssea
Negativa 06 (54,55%) 05 (45,45%) 11
Positiva 03 (75,00%) 01 (25,00%) 04 0,604
Classificação Shimada
Desfavorável 04 (80,00%) 01 (20,00%) 05
Favorável 09 (50,00%) 09 (50,00%) 18 0,251
Diferenciação da lesão
Pouco diferenciado 08 (88,89%) 01 (11,11%) 09
Bem diferenciado 05 (35,71%) 09 (64,29%) 14 0,029

Legenda: (*) Teste exato de Fisher,  p<0,05. Imunopositividade média da QSOX1 para cada c aso do 
estudo medida em micrômetros quadrados (área), por campo de grande aumento.

A imunomarcação  para  QSOX1 esteve  diminuída  em 8  amostras  do  tipo  bem 

diferenciado  e  elevada  em 5  amostras  do  tipo  pocuo  diferenciado.  E  se  apresentou 

elevada em 9 amostras de tumor bem diferenciado e diminuída em uma amostra de tumor 

pouco diferenciado,  sendo este  dado estatisticamente significativo,  como demonstra  a 

tabela 1 (p = 0,029) . Sendo assim, houve uma correlação estatisticamente significativa 

entre a expressão elevada de QSOX1 e os neuroblastomas bem diferenciados (Tabela 1).

Tabela 2 – Correlação entre o marcador Ki67 e as va riáveis clínico-patológicas estudadas.

Variável
Imunopositividade do Ki67 

Total Valor de p*
> 159 - elevada � 159 – baixa

Idade ao diagnóstico
� 18 meses 05 (35,71%) 09 (64,29%) 14
> 18 meses 05 (55,56%) 04 (44,44%) 09 0,417
Local da lesão
Extra-abdominal 04 (44,44%) 05 (55,56%) 09
Abdominal 06 (42,86%) 08 (57,14%) 14 1,000
Status Medula Óssea
Negativa 05 (45,45%) 06 (54,55%) 11
Positiva 03 (75,00%) 01 (25,00%) 04 0,569
Classificação Shimada
Desfavorável 04 (80,00%) 01 (20,00%) 05
Favorável 06 (33,33%) 12 (66,67%) 18 0,0886
Diferenciação da lesão
Pouco diferenciado 07 (77,78%) 02 (22,22%) 09
Bem diferenciado 03 (21,43%) 11(78,57%) 14 0,013

Legenda: (*) Teste exato de Fisher, p<0,05. Imunopositividade média do Ki67 para cada ca so do estudo, medida 
em número de núcleos positivos por campo de grande aumento.
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A imunopositividade elevada para a proteína Ki67 (p = 0,013) apresentou uma correlação 

estatisticamente significativa com os casos de neuroblastoma pouco diferenciados (tabela 

2) e em relação a classificação de Shimada, parece haver uma correlação entre os casos 

de tumores com comportamento desfavorável, e a elevada expressão deste marcador (p 

= 0,0886).

Tabela 3. Correlação entre o marcador PTEN e as var iáveis clínico-patológicas estudadas.

Variável
Imunopositividade do PTEN

Total Valor de p*
> 637 - elevada � 637 – baixa

Idade ao diagnóstico
� 18 meses 05 (35,71%) 09 (64,29%) 14
> 18 meses 04 (44,44%) 05 (55,56%) 09 1,000
Local da lesão
Extra-abdominal 06 (66,67%) 03(33,33%) 09
Abdominal 03 (21,43%) 11(78,57%) 14 0,077
Status Medula Óssea
Negativa 04 (36,36%) 07 (63,64%) 11
Positiva 01 (25,00%) 03 (75,00%) 04 1,000
Classificação Shimada
Desfavorável 03 (60,00%) 02 (40,00%) 05
Favorável 06 (33,33%) 12 (66,67%) 18 0,283
Diferenciação da lesão
Pouco diferenciado 06 (66,67%) 03 (33,33%) 09
Bem diferenciado 03 (21,43%) 11 (78,57%) 14 0,077

Legenda:  (*)  Teste  exato  de  Fisher,  p<0,05.  Imunopositividade  média  do  PTEN para  cada  caso  do  estudo, 
medida em número de núcleos positivos por campo de grande aumento.

 A imunopositividade elevada para proteína PTEN pareceu se correlacionar com os 

fatores de pior prognóstico como os casos pouco diferenciados e de localização extra-

abdominal (p = 0,077) (Tabela 3). 

O estudo das correlações dos pontos de corte do Bcl2, do Bax e da  Caspase-8 

com os  grupos  definidos  pelas  variáveis  clinicopatológicas  e  de evolução  clínica  não 

revelou resultados estatisticamente significativos.

    



Quadro  8.  Correlação  entre  o  padrão  do  estroma  da  n eoplasia  (se  rico  ou  pobre  em  matriz 
extracelular com células de Schwann) e as curvas RO C dos biomarcadores Ki67, PTEN e QSOX1 
calculado pelo teste exato de Fisher.

Teste exato de Fisher p-valor Hipótese

Teste  exato  de  Fisher 
Ki67

0,012* Prob estroma rico>pobre para o Ki67

Teste  exato  de  Fisher 
PTEN

0,042* Prob estroma rico>pobre para o PTEN

Teste  exato  de  Fislher 
QSOX1

0,017* Prob estroma rico>pobre para a QSOX1

      Teste exato de Fisher, p<0,05
       Prob = Probabilidade

Também foram avaliadas as correlações entre o padrão do estroma e as curvas 

ROC do Ki67, PTEN e QSOX1, sendo que a expressão imunoistoquímica elevada de Ki67 

se relacionou com os casos de estroma pobre em células de Schwann diferenciadas (p = 

0,012),  o  mesmo ocorrendo  entre  a  imunoexpressão  elevada  de  PTEN (p =  0,042). 

Também observamos correlação entre a expressão imunoistoquímica elevada de QSOX1 

e os casos de estroma rico em células de Schwann diferenciadas (p = 0,017) (Quadro 8). 

Não foram observadas correlações estatisticamente significativas entre o padrão estromal 

da neoplasia e a imunoexpressão de Bax, Bcl2 e caspase 8.

                                                                                                                                                     43



5.3. CORRELAÇÃO ENTRE OS BIOMARCADORES TESTADOS. 

Quadro  9.  Correlação  entre  os  níveis  de  marcadores  através  do  Coeficiente  de  Correlação  de 
SPEARMAN 

Marcadores N Coeficiente de correlação de 
Spearman Valor de p

Ki67 vs PTEN 23 0,22 0,314

Ki67 vs QSOX1 23 -0,66 0,001

Ki67 vs Bcl2 23 0,00 0,999

Ki67 vs caspase 8 23 0,14 0,526

Ki67 vs Bax 23 0,24 0,260

PTEN vs QSOX1 23 -0,16 0,468

PTEN vs Bcl2 23 0,52 0,012

PTEN VS caspase 8 23 -0,15 0,502

PTEN vs Bax 23 0,38 0,076*

QSOX1 vs Bcl2 23 -0,03 0,906
QSOX1 vs caspase 

8
23 -0,31 0,153

QSOX1 vs Bax 23 -0,23 0,283

Bcl2 vs caspase 8 23 0,03 0,877

Bcl2 vs Bax 23 0,66 0,001

caspase 8 vs Bax 23 0,26 0,234
Legenda: O coeficiente de correlação positivo indic a associação direta entre os marcadores, ou seja, v alores 
baixos (ou altos) de um deles correspondem a valore s baixos (ou altos) do outro. Coeficiente de corrla ção 
negativo indica associação inversa entre os marcado res.

           Avaliou-se a correlação entre os níveis  de imunoexpressão dos marcadores, 

estimando o coeficiente de correlação de Sprearman. No quadro 9, estão apresentados 

os valores dos coeficientes de correlação estimados e o valor de p dos testes estatísticos, 

evidenciando-se a existência ou não de correlação ente os marcadores Ki67, QSOX1, 

PTEN, Bax, Bcl2 e caspase  8. Houve correlação negativa entre o Ki67 e a QSOX1 (p = 

0,001) e houve correlação positiva entre o Bcl2 e o PTEN (p = 0,012) e entre o Bcl2 e o 

Bax (p = 0,001).

5.4. ANÁLISE DE SOBREVIDA E RECIDIVA VERSUS DOENÇA RESIDUAL.

Seguindo-se a análise da sobrevida, observamos que:

    



Gráfico 1: Curva de sobrevida geral dos pacientes d o estudo.

Gráfico 2 – Curva de sobrevida dos pacientes do est udo em relação à idade no diagnóstico.
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1. A curva geral da sobrevida do estudo está representada pelo gráfico 1. Na 

análise da sobrevida em relação à idade no diagnóstico, constatou-se três óbitos entre as 

crianças que foram diagnosticadas com neuroblastoma com idade inferior (ou igual) a 18 

meses, e onze permaneceram vivas. Naquelas diagnosticadas com idade superior a 18 

meses, os óbitos ocorreram em seis casos e três permaneceram vivos. Encontramos uma 

tendência à relevância estatística para este parâmetro clínico com o valor de p = 0,090 

(vide gráfico 2).

Gráfico 3 – Curva de sobrevida dos pacientes do est udo em relação ao tipo histológico.

         2. Na análise do grau de diferenciação histológica como determinante da sobrevida 

encontramos  que  cinco  pacientes  que  foram  a  óbito  apresentavam  tumores  bem 

diferenciados e nove, que permaneceram vivos com este mesmo grau de diferenciação. 

Dentre aqueles com grau histológico pouco diferenciado, tivemos quatro pacientes que 

foram a óbito e cinco que permaneceram vivos (p = 0,454) (Gráfico 3).
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Gráfico 4 – Curva de sobrevida dos pacientes do est udo em relação a infiltração da medula óssea ao 
diagnóstico.

3. Comparamos também o acometimento da medula óssea pela neoplasia e 

sobrevida e, dos quinze pacientes do nosso estudo que realizaram biópsia de medula 

óssea, apenas quatro apresentaram infiltração pelo neuroblastoma, sendo que apenas um 

faleceu. Dos onze que não tinham o acometimento,  tivemos cinco  óbitos (p =  0,854) 

(Gráfico 4).

Gráfico  5  – Curva  de  sobrevida  dos  pacientes  do  est udo  em relação  a localização  da lesão  ao 
diagnóstico.
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4.  Quanto  à  localização  da lesão  foram nove pacientes  com localização  extra-

abdominal e, desses, três faleceram. Dos catorze pacientes com lesão intra-abdominal 

apenas seis faleceram (p = 0,470) (Gráfico 5).

5. Não houve correlação entre a Classificação de Shimada e a sobrevida dos 

pacientes.

         6.     Comparamos os marcadores Ki67, PTEN, QSOX1, caspase 8, Bcl2 e Bax com 

a sobrevida dos pacientes e não houve correlação estatisticamente significativa entre os 

marcadores e a variável sobrevida.

5.5. ANÁLISE RESTRITA DOS PACIENTES QUE NÃO FORAM A ÓBITO.

1.   Seguindo-se as análises de recidiva e doença residual, observamos que:

Houve tendência a uma correlação estatística entre os pacientes com estroma pobre e 

uma maior taxa de doença residual (p = 0,063)

Tabela 8. Relação entre a imunopositividade do biom arcador QSOX1 e recidiva da doença.

QSOX 
área

Recidiva
Total

0 1

� 63 6 3 9

66,67% 33,33%

> 63 1 4 5

20,00% 80,00%
 Teste exato de Fisher. (p=0,266)

2. Em  relação  ao  biomarcador  QSOX1,  dos  nove  pacientes  com valor  de 

imunopositividade  baixo,  três  apresentaram recidiva  da  doença  e  entre  os  cinco  que 

apresentaram um valor elevado de imunopositividade, quatro não apresentou recidiva (p = 

0,266) (Tabela 8).

    



Tabela 9. Relação entre a imunopositividade do biom arcador PTEN e recidiva da doença.

PTEN
Recidiva

Total
0 1

> 637 4 0 4

100,00% 0,00%

� 637 3 7 10

30,00% 70,00%
Teste exato de Fisher. (p=0,070)

3. O marcador PTEN apresentou uma boa correlação com a recidiva. Dos quatro 

pacientes  que  apresentaram  um  valor  elevado  para  a  imunopositividade  do  PTEN 

nenhum apresentou recidiva. E dos dez pacientes que apresentaram um baixo valor para 

positividade  deste  mesmo  marcador  sete  apresentaram  recidiva.  Esses  resultados 

indicam uma tendência estatística com p = 0,070 (Tabela 9).

Tabela 10. Relação entre a imunopositividade do bio marcador Ki67 e recidiva da doença.

Ki67
Recidiva

Total
0 1

> 159 5 1 6

83,33% 16,67%

� 159 2 6 8

25,00% 75,00%

Teste exato de Fisher. (p=0,103)        

 4.   Analisando o marcador Ki67 e relacionando-o às recidivas,  tivemos que dos oito 

pacientes  que  apresentaram baixa  imunopositividade  para  o  Ki67,  seis  apresentaram 

recidiva.  Dos seis pacientes que tinham um valor de imunopositividade elevado, cinco 

não apresentaram recidiva (p = 0,103) (Tabela 10).

Com relação aos marcadores caspase 8, Bax e Bcl2, não houve correlação 

estatisticamente  significativa  dos  resultados  desses  biomarcadores  com  as  taxas  de 

recidivas das lesões.
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5.6. ANÁLISE DA AMPLIFICAÇÃO DO  MYCN.  

   

 A amplificação do proto-oncongene  MYCN foi realizada pelo método de FISH e 

não foi observada em nenhum dos casos do estudo.

           5.7 - FOTOMICROGRAFIAS DAS REAÇOES  IMUNOISTOQUÍMICAS.  

Figura  8:  Coloração  imunoistoquímica  pelo  biomarcad or  QSOX1  em  lâminas  de  neuroblastoma. 
Observe a positividade citoplasmática e de matriz
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Figura  9:  Coloração  imunoistoquímica  pelo  biomarcad or  Ki67  em  lâminas  de  neuroblastoma. 
Observe a positividade nuclear. 

Figura  10:  Coloração  imunoistoquímica  pelo  biomarca dor  PTEN  em  lâminas  de  neuroblastoma. 
Observe a positividade nuclear. 
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Figura  11:  Coloração  imunoistoquímica  pelo  biomarca dor  Bcl2  em  lâminas  de  neuroblastoma. 
Observe a positividade perinuclear.

Figura 12: Coloração imunoistoquímica pelo biomarca dor caspase-8 em lâminas de neuroblastoma,. 
Observe a positividade citoplasmática.

    



Figura  13:  Coloração  imunoistoQUÍMICA  pelo  biomarca dor  Bax  em  lâminas  de  neuroblastoma. 
Observe a positividade citoplasmática.
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6. DISCUSSÃO.

6.1   CONSIDERAÇÕES GERAIS.  

O câncer infanto-juvenil compreende a faixa etária de pacientes abaixo de 19 anos 

e representa 2 a 3% de todos os tumores malignos (80, 81, 82, 83). Entre zero e 14 anos, 

o  neuroblastoma corresponde a  7,7% dos  tumores  do sistema nervoso  (periférico  ou 

central).  Nos  Estados  Unidos  entre  2001  e  2003,  foram  166  casos  novos  de 

neuroblastoma/1.000.000 de crianças e adolescentes de 0 a 19 anos (80). De acordo com 

dados  dos  registros  hospitalares  de  câncer  no  Brasil,  entre  2000  e  2004,  foram 

registrados 436 casos de câncer em pacientes entre zero e 19 anos no Hospital Erasto 

Gaetner em Curitiba, sendo 2,4% em pacientes menores de 15 anos e 1,5% entre 15 e 19 

anos (80). Neuroblastomas e ganglioneuroblastomas por sua vez correspondem a 7,8% 

de  todos  os  cânceres  em crianças  menores  de  15  anos,  sendo  o  mais  frequente  o 

neuroblastoma (80,81). 

O  progresso  na  cura  das  crianças  portadoras  de  neuroblastoma  não  foi  tão 

acentuado como o registrado em outros tumores e continua sendo um grande desafio no 

mundo inteiro  para os oncologistas pediátricos,  já  que 50% destes casos apresentam 

doença avançada ao diagnóstico e a sobrevida não ultrapassa a 40% (80,82,83). 

Dados de registros hospitalares de câncer para crianças abaixo de 15 anos, em 

três hospitais do estado do Paraná (que juntos contemplaram 76% dos casos de todos os 

cânceres registrados para esta faixa etária no estado), compilados no período de 1990-

2000,  foram  analisados  quanto  às  características  clínicas  e  a  sobrevida.  Foram 

diagnosticados 125 casos de neuroblastomas neste período (33 casos no Hospital das 

Clínicas da Universidade Federal do Paraná, 33 casos no Hospital Erasto Gaetner e 59 

casos  no  Hospital  Pequeno  Príncipe)  e,  de  acordo  com o  estadiamento,  102  casos 

apresentaram doença avançada ao diagnóstico. Destes, 62% estavam abaixo de 2 anos e 

25% abaixo de 1 ano (80,82).

Em nossa pesquisa realizamos um levantamento dos casos de neuroblastoma do 

Hospital Pequeno Príncipe de Curitiba, no período de 08 anos (1998 e 2004), com um 

    



número total de casos de 41 crianças, correspondendo a aproximadamente 69,5% dos 

casos registrados no período de 10 anos entre 1990 e 2000. Desses, 23 casos foram 

selecionados  para  compor  nossa  amostra  por  apresentarem  blocos  parafinados  de 

biópsia em boas condições de uso para análise imunoistoquímica e prontuários com todas 

as informações adequadas para fazer parte deste estudo.

A maioria dos pacientes foi diagnosticada com idade abaixo de 18 meses (60,86%), 

como descrito na literatura científica, sem haver predomínio significativo em relação ao 

gênero,  apesar  de  haver,  segundo  alguns  autores,  leve  prevalência  para  gênero 

masculino (1,2 meninos:1 menina).  Observou-se um percentual  considerável  de casos 

com medula óssea infiltrada e doença extra-abdominal, ou seja, já com estadios clínicos 

avançados piorando o prognóstico conforme observado em diversos estudos (12,13). 

Dados  epidemiológicos  revelam  que  o  neuroblastoma  apresenta  aspectos 

clinicopatológicos que exercem influência negativa na resposta ao tratamento, elevando a 

probabilidade a quimiorresistência e taxas de sobrevida mais baixas. 

Analisando o processo de tumorigênese do neuroblastoma e seus mecanismos de 

proliferação celular e de resistência a apoptose, idealizou-se um modelo comparativo com 

biomarcadores proliferativos e apoptóticos já conhecidos e bem consolidados na literatura 

(PTEN, Ki67, Bax. Bcl2 e caspase - 8), com o biomarcador testado, a quiescina sulfidril 

oxidase-1  (QSOX1),  cuja  expressão  imunoistoquímica  no  momento  do  diagnóstico, 

pudesse servir como mais uma ferramenta para avaliação do grau de agressividade do 

tumor,  direcionando  a  conduta  terapêutica  e  melhorando  o   prognóstico,  que  é  tão 

reservado. 

Escolhemos  a  imunoistoquímica  por  se  tratar  de  um  método  de  diagnóstico 

complementar útil, ágil, de fácil execução e relativamente barato (84, 85,86, 87) Diversas 

pesquisas já utilizaram a imunoistoquímica para análise de marcadores como Bcl2, Bclx, 

Bax, entre outros, e tem se mostrado eficiente (66,71,73, 88,89,90).

A pesquisa  foi  realizado através da técnica de TMA (tissue microarray)  já  bem 

fundamentada e incluída na rotina do Laboratório de Patologia Experimental da PUC-PR 

com  aplicação  em  diversas  pesquisas  no  departamento  e  com  sua  aplicabilidade  e 

eficácia comprovadas (74, 75,76)
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O Ki67 é  considerado um dos  melhores  marcadores de proliferação estudados 

atualmente. Apresenta forte correlação entre sua alta positividade e o prognóstico mais 

reservado em diversos tumores, tais como melanomas, astrocitomas, câncer de mama e 

carcinomas de tireóide e de células escamosas de boca (66, 69,  91, 92,  93,  94, 95). 

Estudos demonstraram que quanto maior a expressão do Ki67, pior o prognóstico dos 

tumores. Isso porque esta alta expressão do Ki67 revelaria as células com maior potencial 

de proliferação e que responderiam por altas taxas de agressividade. Quando analisamos 

a expressão do Ki67 nas amostras de neuroblastomas e comparamos cada uma das 

variáveis clínicas e patológicas, observamos que houve relação inversa (estatisticamente 

significativa)  entre  este  marcador  proliferativo  (Ki67)  e  a  diferenciação  tumoral  isto  é, 

lesões bem diferenciadas tinham menores taxas de Ki67.  Encontramos uma correlação 

estatisticamente significativa entre o Ki67 e o padrão de estroma das lesões, sendo que a 

expressão deste marcador proliferativo (Ki67) foi maior nos casos pobres em estroma. 

Entretanto,  não  conseguimos  estabelecer  uma  boa  relação  com  outras  variáveis 

conhecidamente de mau prognóstico (idade dos pacientes, infiltração de medula óssea, 

doença extra-abdominal e classificação de Shimada e amplificação do MYNC).  Isolan et 

al  (2004),  também,  procuraram  estabelecer  correlação  entre  o  Ki67  com  o  grau  de 

malignidade de neoplasias astrocitárias e fatores clínicos (tais como sexo e idade) e da 

mesma forma não  conseguiram estabelecer  esta  correlação,  mas  demonstraram boa 

relação entre a taxa de proliferação dada pelo Ki67 e o grau de malignidade das lesões 

(69).

     Em  dois  estudos,  Korja  e  Graham  analisando  a  expressão  do  Ki67  em 

neuroblastomas,  observaram associação  entre  altas  taxas  deste  marcador  e  tumores 

classificados como indiferenciados, demonstrando um aumento do índice proliferativo em 

casos com pior prognóstico .  Diversos autores defendem que este marcador é importante 

como  índice  proliferativo  e  que,  apesar  de  muitas  vezes  não  poder  ser  considerado 

isoladamente como preditor prognóstico, pode ser incorporado na rotina de diversos tipos 

de tumores para evidenciar a agressividade tumoral (69, 92, 93,94,95,96,97).

Outro marcador avaliado foi o PTEN e, neste caso, foi observada alta taxa deste 

marcador  nos  pacientes  com localização  extra-abdominal  das  lesões  e  com tumores 

    



pouco  diferenciados  evidenciando  tendência  estatística  nestes  casos.  As  taxas  de 

expressão imunoistoquímica do PTEN foram maiores nos casos pobres em estroma que 

teriam  pior  prognóstico.  Estes  achados  parecem  ser  contrários  aos  observados  por 

diversos autores onde as altas expressões do PTEN estão geralmente relacionadas a 

fatores de bom prognóstico (98), dado que PTEN é um gene supressor de tumor. Porém, 

as alterações em suas vias de sinalização (principalmente a via PI3-K) poderiam levar à 

modificação da via normal de apoptose celular.  O PTEN também parece funcionar como 

controlador  do  ciclo  celular,  evitando  proliferação  excessiva  (4,41,59,63,99,100).  Uma 

baixa expressão do PTEN geralmente leva a uma desestabilização em sua função de 

regulação celular e, consequentemente, a uma evolução pior, fato que já foi evidenciado 

em  alguns  tumores  como  glioblastomas  e  carcinomas  de  pâncreas,  além  dos 

neuroblastomas (04, 59,100,101,102,103,104,105,106). O fato de que tivemos expressão 

imunoistoquímica  mais  alta  do  PTEN  em  casos  de  estroma  pobre  (casos  com  pior 

prognóstico segundo Shimada) poderia representar apenas um epifenômeno, isto é, a 

expressão da proteína PTEN estaria alta porque as taxas proliferativas destes tumores 

estariam muito mais altas, e o PTEN funcionaria como regulador do ciclo celular e indutor 

de apoptose,  uma vez que a indiferenciação favorece a proliferação e a apoptose.  Á 

medida  que  o  neuroblastoma  se  diferencia,  tanto  as  taxas  proliferativas  como  as 

apoptóticas tendem a cair  e talvez assim,  a  expressão do PTEN. Já é conhecido na 

literatura  que  os  neuroblastomas  pouco  diferenciados  têm  alta  taxa  apoptótica 

(representadas pelos altos índices mitoses/cariorrexis), sendo que esta seria um critério 

proposto  por  Shimada  para  classificação  destes  tumores  em  histologia  favorável  ou 

desfavorável. Além disso, o marcador PTEN apresentou uma tendência à correlação com 

as recidivas/doença residual, sendo que os casos com imunopositividade baixa do PTEN 

apresentaram taxas maiores de recidiva (p = 0,070), corroborando a hipótese que baixa 

imunoexpressão do PTEN pode representar uma resposta pobre ao tratamento.

A QSOX1 (Quiescina sulfidril oxidase 1) é uma enzima tem como papel principal 

promover  a maturação da matriz  extracelular  uma vez que um número de processos 

extracelulares aparecem modulados pela criação ou redução de títulos de dissulfetos, 

ligados  ao processo  redox  (46,  43,  46).  Em relação ao neuroblastoma humano,  esta 
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proteína  teria papel, tanto na maturação do estroma primitivo do tipo neurópilo imaturo 

em estroma  rico  em células  de  Schwann  diferenciadas,  como  também na  apoptose, 

aumentando a susceptibilidade destas células à morte celular (107, 108,109). Além disso, 

esta  proteína  possui  a  propriedade  de  geração  de  pontes  de  hidrogênio  levando  a 

formação  de  dissulfetos  e  reação  redox  com acúmulo  de  água  (51,  110,  111,  112), 

estando  envolvida  com estresse  oxidativo  induzindo  a  apoptose  pela  catálise  destas 

pontes de dissulfetos (113).  Este evento foi observado em fibroblastos (52, 114) e células 

progenitoras do sistema nervoso periférico (115). A QSOX1 está envolvida nos processos 

neurodegenerativos,  quando  apresenta  disfunções  na  regulação  de  crescimento  e 

diferenciação celular (116, 117), na maturação de matriz de neurônios e na produção de 

fatores de crescimento, entre outros (118, 119, 120,121). Em nosso caso, como a QSOX1 

como  é  um  marcador  relacionado  à  regeneração  celular,  a  maturação  de  matriz 

extracelular, especial a do tipo neural (neurópilo) e a apoptose, seria de se esperar uma 

maior imunopositividade em amostras de tumores com padrões histológicos e/ou fatores 

clinicopatológicos de melhor prognóstico, uma vez que a diferenciação do neuroblastoma 

está intimamente relacionada às modificações de maturação da sua matriz extracelular e 

na redução de suas taxas apoptóticas e proliferativas, segundo Shimada (13). Em nossa 

amostra  foi  observada  correlação  direta  e  estatisticamente  significativa  entre  a 

imunoexpressão elevada de QSOX1 e tumores bem diferenciados e ricos em estroma.

Quando  comparamos  os  biomarcadores  entre  si,  houve  correlação  inversa 

(estatisticamente  significativa)  entre  o  Ki67  e  a  QSOX1,  o  que  está  de  acordo  com 

diversas pesquisas, pois enquanto o Ki67 é um marcador proliferativo a QSOX1 é, por 

sua vez, um marcador de apoptose e diferenciação celular. Apesar de ter sido observada 

a correlação da imunoexpressão da QSOX1 com amostras de tumores com histologia 

favorável, não foi encontrada correlação estatística com relação à evolução clínica dos 

pacientes. 

A família do gene Bcl2 exerce importante papel na regulação da apoptose, pois 

ativa diretamente a via das caspases, tendo como participantes desta família moléculas 

pró-apoptóticas (Bax) e antiapoptóticas (Bcl2) (37, 59, 71, 90, 122, 123, 124, 125, 126).  A 

análise  desses  dois  marcadores  nas  amostras  de  neuroblastomas  selecionadas,  não 

    



revelou  nenhuma correlação  estatisticamente  significativa  entre  eles  e  quaisquer  das 

variáveis estudadas, tanto clínica como patológicas. Subramaian et al. (2007) observaram 

que drogas que ativam a expressão da Bax proporcionaram melhor resposta citotóxica em 

neuroblastomas e ganglioneuromas (127, 128). Chesler et al. (2008) estudaram a relação 

entre quimiorresistência e expressão das proteínas Bcl2 e Bax em neuroblastomas, sendo 

que altas taxas de Bcl2 estão relacionadas com altas taxas de resistência a quimioterapia 

(129,130,131, 132). 

Em  relação  às  caspases,  não  encontramos  em  nosso  estudo,  correlação 

estatisticamente  significativa  quando  comparamos  os  achados  imunoistoquímicos  da 

caspase 8, com as variáveis clinicopatológicos do estudo, exceto, quando analisamos a 

imunopositividade da caspase 8 com os casos onde não houve infiltração de medula 

óssea  e  observamos que  a  expressão  deste  marcador  é  maior  nestas  amostras.  De 

reconhecida importância na programação de morte celular, vários estudos relacionam a 

inibição  das  caspases,  principalmente  a  caspase  8,  com  neoplasias  tais  como 

adenocarcinomas, carcinomas de pulmão e neuroblastomas (39, 66, 70,133,134). Trata-

se  de uma protease  pró-apoptótica  que  em neuroblastomas induziria  a  morte  celular 

programada, sendo, então, relacionada com melhor prognóstico, fato também observado 

em  nosso  estudo.  Mas  esta  proteína  também  promove  migração  de  células  não 

apoptóticas e pode contribuir com metástases quando a apoptose estiver comprometida. 

A caspase 8 interage com complexos multiproteínas que incluem adesão focal da quinase 

(FAK) e calpaina 2  (CPN2),  aumenta a clivagem de substratos da FAK e promove a 

migração  celular.  A  ausência  de  expressão  de  caspase  8  pode  estar  relacionada  à 

resistência a quimioterapia (70, 135, 136,137).

O fato de ter sido encontrada correlação inversa em nosso estudo entre o Bax e o 

Bcl2  e  entre  o  PTEN e  o  Bcl2,  poderia  ser  representativo  de  pior  prognóstico,  pois, 

mesmo com  a  elevação  da  expressão do Bax e  do PTEN estivesse  aumentando a 

cascata  apoptótica,  a igual  elevação da expressão do Bcl2  estaria  inibindo a  mesma 

cascata (122,123,124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132).

Na análise da sobrevida em relação à idade do paciente, idade inferior a 18 meses 

favoreceu melhore  taxa  de sobrevida  (p =  0,090)  o  que está  de acordo com demais 
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autores (12, 13).

Houve  uma tendência  à  correlação  estatística  entre  os pacientes  com estroma 

pobre e uma maior taxa de recidiva/doença residual (p = 0,063), o que também está de 

acordo com a literatura,  pois a classificação de Shimada coloca os casos pobres em 

estroma como desfavoráveis (12, 13). 

A pesquisa de amplificação do  MYCN foi realizada pelo Serviço de Patologia do 

Hospital A C Camargo, em São Paulo, através da técnica de FISH, (138,139) em nossa 

amostra, não revelou amplificação do MYCN em nenhum de nossos casos. Sabemos que 

a  desregulação  do  MYNC  é  um  fator  crucial  na  progressão  do  neuroblastoma  (6, 

12,15,17,19, 23,24,96,140,141,142).

6.2. CONSIDERAÇÕES FINAIS.

A elevada expressão de QSOX1 esteve estatisticamente relacionada aos casos 

neuroblastoma de histologia favorável (bem diferenciados com estroma rico), estando de 

acordo  com  demais  autores  estudados,  ou  seja,  uma  proteína  cujas  funções  mais 

relevantes são de maturação de matriz e indução de apoptose.  Esta proteína pode ser 

mais um marcador de boa diferenciação e evolução destas lesões.

As altas taxas de expressão do Ki67 estiveram estatisticamente relacionadas aos 

tumores  de  histologia  desfavorável  (pouco  diferenciados  com estroma  pobre).  Sendo 

assim,  esta  proteína  pode  ser  mais  um marcador  de pouca diferenciação  e  péssima 

evolução destas lesões.

Os valores elevados das taxas de expressão do PTEN estiveram estatisticamente 

relacionadas aos tumores de histologia desfavorável (pouco diferenciados com estroma 

pobre), o que não confere com outras pesquisas desenvolvidas.

 A caspase 8 foi mais imunopositiva nos pacientes com medula óssea negativa e 

relacionada ao melhor prognóstico, como  já demonstrado.

 Há  uma  correlação  inversamente  proporcional  entre  a  QSOX1  e  o  Ki67  e 

diretamente  proporcional  entre  Bcl2  e  Bax  e  Bcl2  e  PTEN,  o  que  já  apresenta 

    



embasamento na literatura médico científica. 

                                                                                                                                                     61



7. CONCLUSÕES.  

 1.   A expressão imunoistoquímica elevada da QSOX1 foi mais freqüente nos 

casos de crianças abaixo de 18 meses, com tumores bem diferenciados (p = 0,029) e 

naqueles casos ricos em estroma (p = 0,017), que são fatores histopatológicos de bom 

prognóstico para os casos de neuroblastoma.

 2.a. A  imunopositividade  do  Ki67  apresentou  uma  relação  estatisticamente 

significativa com neuroblastomas ricos em estroma, sendo menos positivo nestes casos 

(p = 0,018) e também teve imunopositividade elevada nos casos pouco diferenciados e de 

estroma pobre (p = 0,013 e 0,012, respectivamente).

 2.b.  A positividade do PTEN apresentou uma relação estatisticamente significativa 

com neuroblastomas ricos em estroma, sendo menos positivo nestes casos (p = 0,024), 

sendo que a imunopositividade alta do PTEN foi mais freqüente nos casos de estroma 

pobre (p = 0,042).

 2.c.   A caspase 8 foi mais positiva nos pacientes com medula óssea negativa.

  3.  Houve uma correlação inversamente proporcional entre a QSOX1 e o Ki67 e 

diretamente proporcional entre Bcl2 e Bax e Bcl2 e PTEN. 
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Tabela  Geral.  Relação  entre os resultados  dos bioma rcadores  em valores  médios e as variáveis 
clínico-patológicas do estudo. 
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Legenda: As médias do Ki67 e do PTEN estão expressa s em número médio de núcleos positivos por 
campo histológico (em seis campos de grande aumento ). As médias da QSOX1, do Bcl2, da Caspase-8 e 
do Bax estão expressas em área média de positividad e (micrômetros quadrados) por campo histológico. 
(*) = Tempo de seguimento ou de sobrevida (em anos)  considerado em cada variável da evolução clínica, 
se morto, se vivo com recidiva ou se vivo sem recid iva. As  diferenças estatisticamente significativas 
nestas comparações estão em negrito e sublinhadas, sendo que: ++ p = 0,035; **p = 0,018; ***p = 0,024; 
+p = 0,054.
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