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RESUMO 
 

 

Alvarenga AW. O controle da tradução pela via mTOR nos mecanismos 
de tumorigênese em gliomas. São Paulo; 2012. [Dissertação de Mestrado-

Fundação Antônio Prudente]. 

 

A síntese de novas proteínas é um processo essencial para a proliferação 

celular e, portanto, as vias de controle da tradução podem exercer um papel 

chave na tumorigênese. O controle da tradução pela via de mTOR é bem 

conhecido e, interessantemente, mutações genéticas encontradas em 

diversos tipos tumorais, incluindo gliomas e glioblastomas, levam a uma 

super-ativação de mTOR. A proteína mTOR forma os complexos mTORC1 

(formado pelas proteínas mTOR e Raptor, entre outras) e mTORC2 

(formado pelas proteínas mTOR e Rictor, entre outras). O primeiro complexo 

é susceptível ao inibidor rapamicina e está relacionado ao controle da 

tradução, proliferação, autofagia e hipóxia. Já mTORC2 é insensível a 

rapamicina e regula eventos relativos à adesão e migração celulares. A 

ativação de elementos de mTORC1 em tumores foi amplamente observada 

na literatura, no entanto, existem poucos trabalhos observando a expressão 

destas proteínas em gliomas, um tipo tumoral que ainda hoje apresenta altos 

índices de morbidade. Já a expressão de proteínas do complexo mTORC2 

em tumores humanos foi pouco estudada. A rapamicina tem sido utilizada 

atualmente em ensaios clínicos de terapia anti-tumoral. No entanto, a 

resistência à rapamicina pode ser observada, reduzindo a eficácia do 

tratamento, o que poderia estar relacionado com a presença do complexo 

mTORC2. Assim, a atividade de mTOR, bem como a expressão de 

proteínas dos complexos mTORC1 e 2 (como Raptor e Rictor, 

respectivamente) em gliomas poderia contribuir para orientar uma conduta 

terapêutica diferencial para um tipo tumoral que apresenta baixa 

responsividade às terapias atuais. Utilizando um tissue microarray de 190 

casos de gliomas de diferentes graus, pudemos observar uma alta 



expressão das proteínas da via de PI3K/mTOR, que aumentavam com a 

progressão da doença. Por outro lado, o componente do complexo 

mTORC2, Rictor, apresentou expressão que diminuía com a progressão 

tumoral. Observando a sobrevida global dos indivíduos acometidos, 

verificamos uma correlação estatisticamente significativa em pAKT e mTOR, 

aonde os indivíduos que tinham uma menor expressão sobreviviam mais do 

que aqueles que tinha uma expressão alta destas proteínas. Quando 

utilizamos mais de uma proteína da via para realizar as análises de 

sobrevida, estes resultados ficaram mais evidentes, mostrando que estas 

proteínas poderiam ser aplicadas para estimativas de prognóstico. Em 

conjunto, nossos dados evidenciam a importância da via de PI3K/mTOR na 

progressão tumoral em glioblastomas e sugere que inibidores desta via 

sejam potenciais alvos terapêuticos para este tipo tumoral. 

 

 



SUMMARY 
 

 

Alvarenga AW. [The control of the translation mechanisms in the mTOR 
pathway in tumorigenesis gliomas]. São Paulo, 2012. [Dissertação de 

Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

The synthesis of new proteins is a key process for cell proliferation, thus 

translation control may play a role in tumorigenesis. The control of the 

translation by the mTOR pathway is well known and, interestingly, genetic 

mutations found in several tumor types, including gliomas and glioblastomas, 

lead to an over-activation of mTOR. mTOR forms the complexes mTORC1 

(formed by the proteins mTOR and Raptor, among others) and mTORC2 

(formed by Rictor and mTOR proteins, among others). The first complex is 

susceptible to the inhibitor rapamycin and is related to the control of 

translation, proliferation, autophagy and hypoxia. mTORC2 is insensitive to 

rapamycin and regulates events related to cell adhesion and migration. 

mTORC1 activation in tumors has been widely reported in the literature, 

however, there are few studies looking at the expression of these proteins in 

gliomas, a tumor type that still has high morbidity. The expression of 

mTORC2 proteins in human tumors hasn’t been extensively approached. 

Rapamycin is currently in use in clinical trials for antitumor therapy. However, 

resistance to rapamycin may be observed, reducing the effectiveness of 

treatment, which could be related to the presence of mTORC2. Thus, the 

activity of mTOR and protein expression of complexes mTORC1 and 2 in 

gliomas may help to guide a therapeutic differential for a tumor type that has 

low responsiveness to current therapies. Using a tissue microarray of 190 

cases of gliomas of different degrees, we observed a high expression of the 

proteins of the PI3K/mTOR pathway, which increases with disease 

progression. On the other hand, the component of the mTORC2 complex, 

Rictor, showed decreased expression in tumor progression. Observing global 

survival of the affected individuals, we found a statistically significant 



correlation in pAkt and mTOR, where individuals who had a lower expression 

survived longer than those who had a high expression of these proteins. 

When using more than one protein of the pathway to perform the survival 

analyzes, the results were more evident, indicating that these proteins could 

be applied to estimate disease prognosis. Together, our data show the 

importance of the PI3K/mTOR pathway in tumor progression in glioblastomas 

and suggests that inhibitors of this pathway are potential therapeutic agents 

for this tumor type. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Gliomas são os tipos mais comuns de tumores primários do sistema 

nervoso central e estão localizados normalmente nos hemisférios cerebrais 

na substância branca sub-cortical, são agressivos, altamente invasivos e 

frequentemente apresentam reincidência em seus portadores em um maior 

grau do que a lesão anterior, talvez por serem tumores que possuam tanto 

na parte genética e histológica uma composição muito heterogênea 

(PRADOS e LEVIN 2000).  

Segundo a classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS), os 

tumores oriundos do tecido neuroepitelial podem ser classificados como 

tumores: astrocíticos, oligodendrogliais, mistos, ependimários, do plexo 

coróide, gliais de origem incerta, neuroblásticos, do parênquima da pineal e 

embrionários.  Sendo que os tumores astrocíticos incluem o astrocitoma 

difuso, astrocitoma anaplásico, glioblastoma multiforme (GBM),  

xantoastrocitoma pleomórfico e  astrocitoma subependimário de células 

gigantes.  Estes diversos tipos de tumores são também classificados de 

acordo com o seu comportamento biológico, variando o grau de malignidade 

entre I (menor agressividade) e IV (maior agressividade) (KLEIHUES et al. 

2000; MAHER et al. 2001). 

Os tumores de grau I e II são referidos como gliomas de baixo grau e 

os tumores de grau III e IV são referidos como gliomas de alto grau. Esta 

classificação é baseada nas características das células tumorais, tais como, 



2 

índice mitótico, atipia nuclear, proliferação microvascular, características 

invasivas, capacidade de necrose e no comportamento clínico destes 

tumores. Geralmente, os de grau I apresentam células bem diferenciadas e 

são considerados benignos e curáveis com a completa ressecção cirúrgica. 

 Em contraste, os astrocitomas difusos correspondem ao grau II e são 

caracterizados por um alto grau de diferenciação celular, crescimento lento e 

infiltração difusa das estruturas cerebrais vizinhas. Estas lesões afetam 

adultos jovens e têm uma tendência à progressão maligna (KLEIHUES et al. 

1993; LOUIS et al. 2007). 

Os astrocitomas anaplásicos, classificados como grau III, são 

definidos como astrocitoma difusamente infiltrante com anaplasia focal ou 

dispersa e um acentuado potencial proliferativo. São referidos como 

astrocitoma de alto grau, que podem tanto se originar de um de baixo grau 

como não terem indicação de uma lesão precursora.  Apresentam uma 

tendência de progressão para a forma mais agressiva da doença, GBM 

(KLEIHUES et al. 1993).  

Os Glioblastomas multiformes correspondem ao grau IV e são os 

tumores astrocíticos mais malignos. São compostos por astrócitos 

neoplásicos pobremente diferenciados. Afetam principalmente adultos e 

podem se desenvolver a partir de um astrocitoma difuso grau II ou III 

(secundário) ou podem se originar “de novo”, sem uma lesão precursora 

menos maligna (primário) Este representa 17% de todos os tumores 

cerebrais primários e sua incidência aumenta de acordo com a idade, 

afetando principalmente pessoas na faixa entre 45 e 70 anos. A sobrevida 
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média dos pacientes é de curto prazo, sendo estimada em 12 a 15 meses 

após o diagnóstico (KLEIHUES et al. 2000; MAHER et al. 2001; MAHER e 

RAFFEL 2004; GALLI et al. 2004; STUPP et al. 2005; Central Brain Tumor 

Registry of the United States-CBTRUS 2010). 

São notificados a cada ano aproximadamente 18.000 novos casos e 

aproximadamente 13.000 mortes nos Estados Unidos (JEMAL et al. 2006). 

No Brasil, foram estimados aproximadamente 8.461 casos, sendo que a 

razão mortalidade/incidência no país é de 92% contra 73% para o restante 

do mundo (Ministério da Saúde 2012). 

A síntese de proteínas possui um papel fundamental na proliferação 

celular, portanto os mecanismos pelos quais ocorre o controle da tradução 

podem estar correlacionados com o desenvolvimento e progressão tumoral. 

Uma das vias que parece exercer importante papel no desenvolvimento de 

diversos tipos tumorais, inclusive dos glioblastomas, é a via 

PI3K/AKT/mTOR (KOUL 2008; WONG et al. 2010). 

Observando os aspectos moleculares dos gliomas notamos, que em 

semelhança ao que ocorre em outros tecidos humanos o processo de 

tumorigênese em gliomas também resulta de uma acumulação sequencial 

de alterações genéticas e epigenéticas, podendo ser tanto, deleções e 

amplificações de regiões cromossômicas, mutações e metilações em genes. 

Um dos genes que aparecem frequentemente alterados em gliomas é o 

gene PTEN, localizado na posição 10q23.3 do cromossomo. Este gene 

exerce a função de supressor de tumor através da inibição da via de 

sinalização intracelular de AKT (BOURNE e SCHIFF 2010). As mutações em 
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PTEN são importantes no desenvolvimento de glioblastomas de novo, com 

uma prevalência de 69% dos casos (OHGAKI 2005). Por outro lado, 

alterações de metilação na região promotora de PTEN parecem ser 

importantes no desenvolvimento dos gliomas de baixo grau e na sua 

progressão para glioblastomas secundários visto que em 63% dos casos 

encontramos alteraçãoes neste gene (OHGAKI 2005; RIEMENSCHNEIDER 

et al. 2010), sugerindo um mecanismo epigenético de redução da expressão 

do PTEN na tumorigênese. Adicionalmente, estes estudos também 

demonstram que a metilação da região promotora de PTEN, encontrada em 

gliomas de baixo grau, estava associada a um aumento na fosforilação de 

AKT (OKADA et al. 2008). O aumento exacerbado na atividade da via da 

PI3K/Akt pode levar à transformação através da combinação de: aumento da 

proliferação, diminuição da apoptose, modificações na motilidade e adesão 

celular (WIENCKE et. al. 2007; BOURNE e SCHIFF 2010). 

A via de sinalização de PI3K/AKT tem sido considerada uma via 

regulatória fundamental nos processos de tradução, que envolvem 

proliferação, migração, invasão, crescimento, diferenciação, sobrevivência e 

metabolismo celular (MENG et al. 2006). O primeiro passo para que ocorra o 

estímulo dessa via é através da ativação de PI3K pela ligação de fatores de 

crescimento aos seus receptores (CANTLEY 2002). A proteína PI3K, através 

de fosforilações provoca a translocação de AKT para a membrana 

plasmática (SCHEID e WOODGETT 2001). Após sua translocação, AKT é 

fosforilada por PDK1 (3-phosphoinositide-dependent quinase-1) (VARA et al. 

2004), inibindo a atividade de TSC1/TSC2 (Tuberous sclerosis protein 1 
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“Hamartina”/ Tuberous sclerosis protein 2 “Tuberina”) (POTTER et al. 2002), 

e causando o aumento da atividade de Rheb, que por sua vez, promove a 

ativação de mTOR (mammalian target of rapamycin) (LONG et al. 2005).  

A proteína mTOR, também chamada FRAP (FK506-binding protein 12 

and rapamycin-associated protein), RAFT1 (rapamycin and FKBP12 target-

1) ou RAPT1 (rapamycin target-1), é uma proteína tirosino-quinase 

serina/treonina (ser/thr) identificada e clonada no início dos anos 90, pouco 

tempo após a descoberta dos genes TOR1 e TOR2 (KUNZ et al. 1993; 

SABATINI et al. 1994), ortólogos correspondentes presentes em 

Sacharomyces cerevisae (SARBASSOV et al. 2004).  

A proteína mTOR forma dois complexos funcionais distintos 

(mTORC1 e mTORC2), que controlam vários processos celulares. Quando 

mTOR está associada à proteína Raptor (regulatory associated proteína of 

TOR), mLST8/GβL (mammalian LST8/G-protein β-subunit like protein), 

PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa) e DEPTOR (também 

conhecido como, DEPDC6, DEP domain-containing protein 6), constitui-se o 

complexo mTORC1 (SARBASSOV et al. 2004).  
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Fonte: CORRADETTI e GUAN (2006) 

Figura 1 - Modelo ilustrando a via AKT/mTOR.  

 

mTORC1 participa na resposta a vários sinais extracelulares e 

intracelulares. Na presença de aminoácidos e ATP, a ativação de mTORC1 

aumenta a síntese geral de proteínas que são essenciais para o crescimento 

e proliferação celular. Já a redução da sinalização de mTORC1 é capaz de 

promover macroautofagia, que é um processo de degradação que tem como 

objetivo aumentar a sobrevivência celular em resposta a diminuição da 

disponibilidade de nutrientes, através da quebra dos constituintes celulares, 

em aminoácidos e em outras pequenas moléculas (LUM et al. 2005).  
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As funções de mTORC1 são atingidas através da fosforilação de 

moléculas efetoras, dentre as mais estudadas estão 4E-BP (4E binding 

protein) e p70S6K (ribosomal S6 kinase) (HAY e SONENBERG 2004; MENG 

et al. 2006). As proteínas 4E-BPs são capazes de interagir e controlar a 

ação de eIF4E (eukaryotic initiation factor 4E), um fator de início de tradução 

(MARCOTRIGIANO et al. 1999). Quando as 4E-BP encontram-se 

hipofosforiladas possuem alta afinidade por eIF4E. A hiperfosforilação de 

4E-BP, desencadeada por mTOR, resulta no rompimento da sua ligação 

com eIF4E, permitindo o início do processo de tradução (GINGRAS et al. 

2001). A proteína p70S6K, por sua vez, quando fosforilada por mTOR na 

região Thr389, irá fosforilar a proteína S6, um componente da sub-unidade 

ribossomal 40S. Alguns estudos mostram que a fosforilação de S6 pode 

aumentar a tradução de RNAms denominados 5’TOP (terminal 

oligopyrimidine tract) (MEYUHAS e HORNSTEIN 2000) que, por codificarem 

componentes da maquinaria traducional (como por exemplo proteínas 

ribossomais, fatores de alongamento e fatores de iniciação) são capazes de 

aumentar os níveis de tradução globais da célula (CASTEDO et al. 2002; 

HAY e SONENBERG 2004).  

Além dos mecanismos de controle de tradução global, existem 

mecanismos que favorecem a tradução de mRNAs específicos. Entre os 

mRNAS seletivamente traduzidos podemos encontrar aqueles envolvidos na 

progressão do ciclo celular, como ciclina D1, ornitina descarboxilase (ODC) 

que parece ter um papel importante na transformação neoplásica e na 
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regulação do crescimento celular (SHANTZ e PEGG 1994) e fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) (KEVIL et al. 1996).  

O complexo mTORC2 é menos compreendido que mTORC1, ele 

também é constituído por mTOR associado à mLST8/GβL e DEPTOR, mas 

ao invés da proteína Raptor e PRAS40, possui outras três proteínas que não 

fazem parte de mTORC1, Rictor (rapamycin-insensitive companion of 

mTOR), mSin1 (mitogen-activated-protein kinase-associated protein 1) e 

PRR5 (Proline-rich protein, também conhecida como protor) que tem a sua 

função ainda pouco compreendida (SABATINI 2006; WOO et al. 2007). 

Rictor foi a primeira subunidade identificada como sendo exclusiva do 

complexo mTORC2. Estudos mostram que Rictor se encontra 

superexpressa em linhagens celulares e em amostras primárias de glioma, 

levando a um aumento da formação de complexos mTORC2 e de sua 

atividade, promovendo proliferação, migração e contribuindo para o caráter 

invasivo das células de glioma (MASRI et al. 2007).  

Ao contrário de mTORC1, que é sensível à rapamicina, o complexo 

mTORC2 é conhecido por ser insensível a ela. Alguns estudos, no entanto, 

têm mostrado que em algumas linhagens celulares, mTORC2 pode ser 

inibido por rapamicina após tratamento prolongado. mTORC2 fosforila 

diretamente proteínas constituintes de uma classe conservada de quinases 

chamadas AGC (quinases para proteína quinase A, G e C), levando a 

ativação das mesmas. (SARBASSOV et al. 2004; SARBASSOV et al. 2005). 

A primeira função observada para o complexo mTORC2, foi a 

regulação da organização do citoesqueleto de actina através de PKCα 
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(SARBASSOV et al. 2004). Recentemente foi observado que este complexo 

também pode estar envolvido no controle do tamanho das células e na 

progressão do ciclo celular (MASRI et al. 2007). O complexo mTORC2 

também é considerado um regulador positivo de mTORC1, já que é capaz 

de fosforilar diretamente AKT (HRESKO e MUECKLER 2005). Assim, a 

superativação da via mTOR pode desempenhar um papel chave na 

promoção do crescimento e sobrevivência das células tumorais.  

Inesperadamente, estudos através de análises de Western blot e 

abordagens de imunoprecipitação revelaram que os componentes dos 

complexos de mTOR também podem ser detectados no núcleo, sendo esta 

realocação mediada por um mecanismo de translocação por meio de 

proteínas transportadoras, semelhante ao utilizado pelas MAP quinases 

(ANDJELKOVIC et al. 1997; MEIER e HEMMINGS 1999). 

Surpreendentemente, a própria proteína mTOR possui um sinal de 

localização nuclear, que medeia seu transporte (BACHMANN et al. 2006). 

mTOR, mLST8, Rictor e sin1 são menos abundante no núcleo do que no 

citoplasma de células não transformadas. Raptor é abundante no núcleo, 

porém o complexo mTORC1 é predominantemente citoplasmático, enquanto 

o complexo mTORC2 é abundante em ambos os compartimentos (ROSNER 

e HENGSTSCHLÄGER 2008).  

Embora o papel dessas proteínas no compartimento nuclear ainda 

permaneça incerto, investigações têm demonstrado que AKT nuclear pode 

estar relacionada à tumorigênese e a supressão de estímulos apoptóticos, 

através do bloqueio de DNase ativada por caspase e inibição da 
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condensação da cromatina. Também foi visto que AKT quando localizada no 

núcleo e sob estímulo de fatores de crescimento, liga-se à fosfoproteína 

nucleolar B23 (responsável pela biogênese de ribossomos e promoção da 

entrada na fase S do ciclo celular) protegendo-a da degradação por 

caspase-3, promovendo a sobrevivência celular (MARTELLI et al. 2006; LEE 

et al. 2008). 

Apesar de seu papel fundamental em processos tumorais, 

encontramos um pequeno número de trabalhos publicados avaliando a 

presença dos complexos mTOR e de suas proteínas em tumores humanos, 

o que reflete a falta de conhecimento sobre a natureza da interação destas 

proteínas nestes tumores, que ainda possuem um alto índice de mortalidade 

e curta sobrevida após o diagnóstico. Alguns trabalhos da literatura 

descrevem a presença da forma fosforilada de mTOR e raptor em 

adenocarcinoma endometrial relacionado com melhor sobrevida (CHOI et al. 

2010). Por outro lado, a presença de mTOR fosforilado e raptor em 

carcinomas esofageais está relacionado com um pior prognóstico 

(HIRASHIMA et al. 2010). A presença de mTOR fosforilado câncer cervical 

foi relacionada com resistência ao tratamento com radiação (KIM et al. 

2010), enquanto a de raptor foi relacionada com a transformação maligna 

em adenocarcinomas de próstata de alto grau (EVREN et al. 2010) e 

carcinoma gástrico (XU et al. 2010). Já a presença de rictor foi relacionada 

com proliferação e formação de tumor em câncer de colón (JOHNSON et al. 

2009; ROULIN et al. 2010) e em carcinomas uroteliais (WU et al. 2009). 

Deste modo, avaliar simultaneamente a presença de mTOR fosforilado e dos 
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componentes de mTORC1 e 2 nas mesmas amostras, correlacionando estes 

dados com índices de proliferação e dados clínicos dos pacientes ajudará a 

delinear um panorama, no qual poderemos observar se a presença de um 

ou outro complexo poderá ser associada a um prognóstico mais benigno ou 

maligno.  

Atualmente, um conhecido inibidor de mTOR, a rapamicina, foi 

reconhecido como um agente antineoplásico e potente inibidor do 

crescimento das células tumorais (SEHGAL et al. 1975; SUPKO e 

MALSPEIS 1994). Desde então, a rapamicina e seus análogos (tensirolimus, 

ridaforolimus e everolimus) tem sido utilizados para o tratamento de uma 

série de malignidades avançadas; como metástase de tumores de tecido de 

partes moles, osteossarcomas, malignidades hematológicas e carcinomas 

de pulmão, mama e renais (HARTFORD e RATAIN 2007). Em tumores do 

sistema nervoso central, dentre eles principalmente os gliomas, a rapamicina 

já demostrou in vitro ser um potente agente citotástico, antiangiogênico 

(inibe secreção de VEGF) e anti-invasivo (reduz a expressão de MT1-MMP, 

MMP-2 e MMP-9) (HEIMBERGER et al. 2005). In vivo, encontramos uma 

crescente de ensaios clínicos de fase I, II e III (REARDON et al. 2010), 

mostrando a sua eficácia. Entre os ensaios clínicos disponíveis, a 

rapamicina está sendo testada em gliomas de baixo grau (NCT00823459), 

alto grau (NCT00047073), recorrentes (NCT00831324), primários e 

metastáticos (NCT00784914). No entanto, mesmo utilizando concentrações 

sistêmicas adequadas para bloquear mTORC1, a resposta efetiva no tumor 

nem sempre é adequada (CHANG et al. 2005; GALANIS et al. 2005; 
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REARDON et al. 2006), observando-se eficácia limitada na redução da 

progressão da doença e no aumento da sobrevida.  

A descoberta de que mTOR possui atividade em dois complexos 

distintos (mTORC1 e mTORC2) mas apenas um é afetado de forma aguda 

pelo tratamento com rapamicina, pode ser um dos fatores que diminuiriam a 

eficácia desta droga nas terapias anti-tumorais. Não está claro se a 

sensibilidade à rapamicina de um câncer em particular é determinada pelo 

grau de inibição de mTORC1 ou ainda pela presença do complexo 

mTORC2. 

Assim, o nosso estudo busca determinar os complexos de mTOR 

presentes na maioria dos gliomas, contribuindo para a avaliação da 

contribuição destas proteínas nos mecanismos tumorais. Além disso, 

estabelecer a presença de um ou outro complexo em determinado tumor 

poderia indicar a viabilidade ou não de um potencial tratamento com 

rapamicina. Como os dois complexos distintos mTORC1 e mTORC2 

possuem sensibilidade diferencial à esta droga, este pode ser um importante 

fator decisivo para o desenvolvimentos de novas abordagens terapêuticas 

contra os gliomas, visto que a incidência desses tumores têm aumentado ao 

longo dos últimos 30 anos (JEMAL et al. 2006) e o prognóstico para os 

pacientes permanece muito ruim (KONOPKA e BONNI 2003). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

Avaliar a expressão proteica por imunoistoquímica em gliomas 

humanos de grau I a IV, dos complexos mTORC1 e mTORC2 (mTOR e sua 

forma fosforilada, Raptor, Rictor, 4EBP1). 

Correlacionar a expressão de PTEN, com a ativação de AKT e 

presença dos complexos mTORC1 e 2. 

Correlacionar o grau de expressão destas proteínas com o grau de 

proliferação medido através da marcação com Ki-67.  
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

 

3.1 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

Foram analisadas 190 amostras parafinadas obtidas do acervo do 

Departamento de Anatomia Patológica do Hospital A.C. Camargo de 

pacientes diagnosticados com tumores gliais de grau I a IV. Todos os dados 

clínicos e patológicos foram obtidos a partir de prontuários médicos da 

instituição.  

Todo material desta pesquisa, representado pelo bloco de parafina e 

suas respectivas lâminas estão arquivados no Departamento de Anatomia 

Patológica do Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Câncer A C 

Camargo. 

 

3.2 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO  

 

Foram excluídas amostras onde não havia representação adequada 

da neoplasia no bloco de parafina. 

 

3.3 TÉCNICA DE TISSUE MICROARRAY (TMA)  

 

Essa técnica possibilita o estudo da expressão protéica de tumores 

em larga escala através de ensaios de imunoistoquímica. Permite a análise 
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rápida de até mil casos diferentes em apenas uma lâmina histológica, com 

uma acurácia comprovada que justifica seu emprego com vantagens de 

custo e de tempo para pesquisas em grandes centros com grandes bancos 

de dados (MILANES-YARSELEY et al. 2002; GULMANN et al. 2003). 

A construção do TMA foi realizada após ser escolhida e identificada a 

área adequada na neoplasia através de uma marcação circular em cada 

nova lâmina de vidro na região mais representativa do tumor e 

correspondente ao bloco de parafina escolhido.  

Usando o tissue microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, 

Maryland) a área de interesse foi retirada com um “core” de 0,6mm de cada 

bloco doador e transferido para um outro bloco chamado de receptor. A 

partir desse novo bloco foram preparados cortes histológicos seriados em 

lâminas de vidro cortadas através de microtomia mecânica na espessura de 

4μm. 

Estas lâminas foram examinadas no microscópio óptico para observar 

a representatividade das células neoplásicas. A avaliação da representação 

celular da neoplasia foi definida como aproveitamento do TMA. Para uma 

amostragem ser considerada satisfatória é necessária uma representação 

de pelo menos 10% de área circular do core de 0,6mm após uma análise no 

microscópio óptico de vários níveis de corte. 
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3.4 ESTUDO IMUNOISTOQUÍMICO 

 

Os cortes provenientes dos TMAs foram desparafinizados pela 

incubação a 60°C por 24 horas, seguido de banhos sucessivos em duas 

soluções de xilol a 56ºC por 30 minutos cada, posteriormente hidratados em 

soluções com concentrações decrescentes de etanol (100%, 95%, 80%, 

70%) e lavadas em água corrente e destilada.  

Para a recuperação antigênica as lâminas foram incubadas em 

solução tampão de citrato 10mM pH 6.0 em panela de pressão elétrica por 

30 minutos com um pré-aquecimento de 14 minutos. Para o bloqueio da 

peroxidase endógena será utilizado uma solução com H2O2 10%, Após isso, 

as lâminas foram permeabilizadas utilizando uma solução de tris 0.1% triton 

por 15 minutos. A seguir, todas as lâminas foram incubadas com o anticorpo 

primário, (AKT e mTOR e suas formas fosforiladas, Raptor e Rictor) diluído 

em título pré-estabelecido em tampão de PBS contendo albumina bovina 

(BSA) 1% (Sigma, A9647, USA) por 18 horas a 4°C em câmara úmida. 

Então foi realizada uma etapa de incubação com o anticorpo 

secundário, diluído em PBS, por 30 minutos a 37°C, seguida de lavagem em 

tampão de PBS com 3 trocas de 3 minutos cada. A seguir as lâminas foram 

incubadas, por 30 minutos a 37°C, também seguidas de 2 lavagens em 

tampão com Tris-HCl pH 7.6 de 5 minutos cada.  

Para revelação foi feita a incubação das lâminas em solução 

substrato: 3, 3’ Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) 60 mg% (Sigma, 

D-5637, USA); 1 mL de Dimetilsulfóxido (DMSO); 1 mL de H2O2 6% (água 
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oxigenada 20 vol); 100 mL de PBS; por 5 minutos a 37°C e ao abrigo da luz. 

Após isso, a reação foi parada através da imersão das lâminas em tampão 

com Tris-HCl pH 7.6. Em seguida foram contra-coradas em hematoxilina de 

Harris por 10 minutos e lavadas em água corrente para a realização da 

desidratação das lâminas em soluções com concentrações crescentes de 

etanol e sua posterior montagem. 

Todas as reações foram acompanhadas de um controle positivo, em 

tecido sabidamente positivo para cada anticorpo testado.  

 

3.5 CONCENTRAÇÃO DE ANTICORPOS 

 

Para avaliar os níveis de expressão proteica dos componentes dos 

complexos envolvidos na via de AKT/mTOR foram realizadas padronizações 

de anticorpos em amostras de gliomas de grau I a IV do acervo do 

Departamento de Anatomia Patológica do Hospital A.C. Camargo para 

determinar a concentração mais adequada para cada anticorpo utilizado.  

Todos os anticorpos utilizados são comerciais e foram testados para 

saber sua especificidade e sensibilidade, sendo AKT, pAKT, mTOR, 

pMTOR, Raptor e 4ebp-1 (Cell Signalling), Rictor (Abcam), Ki67 (Dako) e 

Pten (Cascade).  
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Tabela 1 - Concentração dos anticorpos utilizados para as reações de 
imunoistoquímica 
 

Anticorpos Concentração (μg/ml) 

AKT 4 

p-AKT 20 

mTOR 20 

p-mTOR 20 

Rictor 2,5 

Raptor 20 

4EBP1 20 

 

3.6 ANÁLISE MANUAL E AUTOMÁTICA DAS REAÇÕES DE 

IMUNOISTOQUÍMICA 

 

As análises automáticas das laminas foram realizadas utilizando os 

aparelhos ScanScope XT (Aperio) e ACIS III (Dako). As lâminas foram 

escaneadas pelo próprio aparelho e se utilizou os algoritmos internos de 

cada sistema para detecção do número de núcleos marcados e número total 

de pixels positivos. 

Para a análise manual, dois observadores qualificados avaliaram 

todos os spots do TMA classificando como: 0 (sem marcação), 1 (1 à 25% 

de células marcadas), 2 (26% à 50% de células marcadas) e 3 (mais que 

50% de células marcadas). A análise foi realizada de maneira cega e de 

forma independente. As pontuações foram comparadas com os resultados 

obtidos a partir da análise automatizada, utilizando o teste de Kappa.  
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3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Na análise estatística foram utilizados testes não paramétricos ou 

paramétricos de acordo com a distribuição de dados. As informações de 

dados clínicos e anátomo-patológicos desta pesquisa foram armazenadas 

no banco de dados do Programa Statistical Package for Social Science 

(SPSS) for Windows ou GraphPad Prism. 

Para as análises, foram usados o Teste de Kappa, ANOVA, pós teste 

de Tukey, Teste T de Student, Teste de Qui-Quadrado para realizar a 

associação entre as variáveis; a análise pelo método de Kaplan-Meier e 

modelos de risco proporcionais de Cox para analise de fatores prognósticos, 

como por exemplo, a curva de sobrevida, e o Teste de Log-Rank para a 

comparação entre as curvas. 

No teste Kappa, a concordância entre a análise manual e automática 

é verificada através da fórmula:  

 

K= Concordância observada – Concordância esperada 
                   1 – Concordância esperada 

 

Valores de coeficiente Kappa entre 0.00 a 0.20 indicam nenhuma 

força de concordância, entre 0.21 a 0.40 indicam uma concordância fraca, 

entre 0.41 a 0.60 indicam uma concordância moderada, entre 0.61 a 0.80 

indicam uma alta concordância e entre 0.81 a 1.00 representam uma 

concordância excelente. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 DADOS DE PRONTUÁRIO 

 

Foram levantados dados dos prontuários dos pacientes cujas 

amostras foram utilizadas. Encontramos uma maior presença dos tumores 

gliais em indivíduos do sexo masculino, porém esta diferença não 

apresentava uma correlação estatisticamente significante em nenhum dos 

graus. A faixa mediana de idade dos indivíduos estudados foi de 39 anos, 

sendo que se observarmos a doença em seus diferentes graus, notamos 

que a faixa mediana de idade se modifica principalmente nos graus I e IV 

para baixo e para cima, respectivamente (Tabela 2). 

Quanto à localização, verificamos uma diversidade muito grande dos 

sítios tumorais, com predominância na região cerebral frontal, entretanto se 

observarmos os graus separadamente podemos verificar que no grau I da 

doença, o sítio tumoral predominante é o cerebelo. Este mesmo grau atinge 

preferencialmente indivíduos jovens e crianças e demonstra menor 

agressividade da doença (Tabela 3). 
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Tabela 2 - Classificação por número de indivíduos por sexo e média de idade 
de acordo com o grau de gliomas dos indivíduos. 
 

Grau Masculino Feminino Mediana de 
Idade Desvio Padrão 

Grau I 17 17 6.500 7.329 

Grau II 26 21 35.00 17.31 

Grau III 09 08 35.00 16.80 

Grau IV 52 39 53.00 18.97 

Total 104 85 39.00 22.39 

 

Tabela 3 - Classificação por localização anatômica de acordo com o grau 
dos gliomas.  
 

Localização Grau I Grau II Grau III Grau IV Total 

IV Ventrículo 03 01 - 01 05 

Bulbo Cervical - 01 - - 01 

Cerebelo 19 01 02 02 24 

Frontal 01 24 11 62 98 

Parietal 02 04 01 22 29 

Pineal - 01 - - 01 
Selar/Supra-
selar 02 - - - 02 

Tálamo 01 02 01 01 05 

Temporal 03 19 04 30 56 

Vias Ópticas 05 01 - - 06 

 

4.2 ANÁLISE DAS REAÇÕES DE IMUNOISTOQUÍMICA 

 

Utilizando tissue microarrays contendo no total, 190 casos de tumores 

gliais de diferentes graus (I a IV), foram realizadas reações de 

imunoistoquímica utilizando anticorpos anti-Akt, anti-pAkt, anti-mTOR, anti-

pmTOR, anti-Rictor, anti-Raptor, anti-4EBP1, anti-PTEN e anti-Ki67. 
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Pudemos observar uma grande heterogeneidade na expressão protéica 

entre os tumores, seja em amostras do mesmo grau bem como em graus 

diferentes, observando-se uma marcação que variou desde fraca até forte 

(Figura 2).  

Após as reações de imunoistoquímica, decidimos avaliar o melhor 

método de quantificação das amostras, através de diferentes equipamentos 

de aquisição de imagem e contagem automatizada disponíveis na 

instituição. Para isso, utilizamos o método de Kappa, que é um índice 

estatístico utilizado para calcular a reprodutibilidade quando as variáveis são 

ordinais e os resultados podem ser expressos por mais de duas categorias. 

Este método confere uma maior importância à discordância, atribuindo-lhe 

maior peso quando se procede ao cálculo da reprodutibilidade (LANDIS e 

KOCH 1977). 
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Figura 2 - Imunoistoquímica representativa de marcações fracas e fortes em 

tecidos de amostras de gliomas. (A) anti-AKT, (B) anti-pAKT (C) anti-mTOR, (D) anti-

pmTOR, (E) anti-raptor, (F) anti-Rictor, (G) anti-4E-BP1, (H) anti-PTEN, (I) anti-Ki67.  
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Para validar a quantificação automatizada, esta foi comparada à 

quantificação feita independentemente por dois observadores. A 

quantificação realizada pelos dois observadores também foi comparada 

entre si, para que se pudesse ter certeza da reprodutibilidade e 

confiabilidade das quantificações. Primeiramente, realizamos um teste de 

reprodutibilidade entre os “scores” visuais dados pelos dois observadores, 

utilizando a marcação de pAKT e pmTOR. Cada amostra foi classificada 

numa escala de “0” a “3”, onde “0” possui uma marcação totalmente 

negativa, “1” apresenta uma marcação até 25% de células marcadas de 

positividade, “2” de 25% à 50% de células marcadas e “3” uma marcação 

que possua mais que 50% de células marcadas. 

Quando aplicado o teste, pudemos verificar que houve uma 

correlação excelente entre os observadores, variando entre um valor de 

kappa de 0.805 a 0.905 para ambos marcadores (Tabelas 4 e 5). 

 

Tabela 4 - Análise do TMA por observadores humanos (anti-pAKT).  
 

Categoria Observador 1 Observador 2 

0 0 (0%) 0 (0%) 

1 97 (47.78%) 98 (48.27%) 

2 66 (32.51%) 59 (29.06%) 

3 40 (19.70%) 46 (22.66%) 

Correlação  (kappa) = 0.905  

 
0 (ausência absoluta de coloração), 1 (1 a 25% de células  positivas), 2 (26 a 50% de 
células positivas), 3 (mais que 50% de células positivas).   
A cada spot foi dado um escore de acordo com a percentagem de células positivamente 
marcadas com anticorpo anti-pAKT. 
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Tabela 5 - Análise do TMA por observadores humanos (anti-pmTOR).  
 

Categoria Observador 1 Observador 2 

0 0 (0%) 0 (0%) 

1 97 (47.78%) 98 (48.27%) 

2 66 (32.51%) 59 (29.06%) 

3 40 (19.70%) 46 (22.66%) 

Correlação (kappa) = 0.805  

 

A cada spot foi dado um escore de acordo com a percentagem de células positivamente 

marcadas com anticorpo anti-pmTOR. 0 (ausência absoluta de coloração),1 (1 a 25% de 

células  positivas), 2 (26 a 50% de células positivas), 3 (mais que 50% de células positivas).   
 

A seguir, comparamos a concordância entre as análises realizadas 

automaticamente por dois sistemas disponíveis na instituição, AcisIII (Dako) 

e ScanScope (Aperio). Observamos se havia concordância tanto na análise 

da marcação nuclear quanto citoplasmática de cada amostra, para ambos os 

anticorpos contra pAKT e pmTOR. De modo geral, embora houvessem 

casos onde a análise de uma mesma amostra apresentasse uma 

disparidade muito grande entre os sistemas; tanto no núcleo como no 

citoplasma observamos uma correlação e significância excelente (Figuras 3 

e 4).  
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Figura 3 - Concordância entre os sistemas automatizados de análise de 

imagem (núcleos marcados). Reações em TMA com anti-pAKT. (A) e anti-pmTOR-(B) 

foram analisados em dois sistemas automatizados diferentes para o número de núcleos 

marcados.  

 

 
Figura 4 - Concordância entre os sistemas automatizados de análise de 

imagem (pixels marcados). Reações em TMA com anti-pAKT. (A) e anti-pmTOR-(B) 

foram analisados em dois sistemas automatizados diferentes para o número de pixels 

marcados.  

 

Depois de compararmos os sistemas automatizados entre si, o 

próximo passo foi comparar a análise proveniente de cada sistema 

automatizado com a análise realizada pelos dois observadores, verificando 

sua concordância. Pudemos observar que o sistema Aperio apresentou uma 

maior força de concordância com os observadores do que o sistema ACIS 

III, com índice kappa variando entre 0.855 à 0.879. Já o sistema ACIS III 
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obteve apenas uma concordância ótima com os observadores, com índice 

kappa variando entre 0.765 à 0.793. Estes resultados também foram 

descritos em um manuscrito atualmente submetido à publicação, que 

encontra-se em anexo (Anexo 1).  

Deste modo, concluímos que a análise automática das lâminas de 

TMA é de alta eficiência e confiabilidade, sendo o equipamento ScanScope 

da Aperio aquele que apresentou maior reprodutibilidade com os 

observadores. Assim, nas análises apresentadas a seguir foi utilizado o 

equipamento ScanScope.  

 

4.3 AKT 

 

Ao estudarmos a expressão de AKT e sua forma fosforilada (upstream 

da via de mTOR) nos TMAs pudemos observar um incremento na expressão 

de ambas as formas em relação ao controle composto por tecido cerebral 

não-tumoral, que aumentava de acordo com a progressão dos graus 

tumorais (Figuras 5A; 5C). Considerando a expressão nuclear de ambas as 

formas, vemos que este padrão se repete, porém há uma redução da 

expressão nos tecidos de tumores grau IV em relação aos demais graus 

(Figuras 5B; 5D). Estes resultados demonstram que uma maior expressão e 

ativação de AKT podem estar relacionados com o surgimento e progressão 

tumoral em gliomas (WANG e BRATTAIN 2006).  
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Figura 5 - Quantificação de ensaio imunoistoquímico positivo (AKT e pAKT). 
(A) anti-AKT no citoplasma, (B) anti-AKT no núcleo, (C) anti-pAKT no citoplasma, (D) anti-

pAKT no núcleo.  * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 por ANOVA. 
 

Interessantemente, AKT quando expressa em tumores de menor 

agressividade mostra uma correlação forte com a proliferação, porém em 

tumores com maior agressividade essa correlação diminui gradativamente 

(Tabela 6). Este fato pode indicar que nos tumores de baixo grau ainda se 

observaria um controle da proliferação pela via de AKT, mas nos 

glioblastomas essa relação seria perdida. Na forma fosforilada de AKT não 

podemos observar tal tendência de comportamento, exceto no grau I, houve 

correlação moderada da presença de fosfo-AKT e Ki-67 em todos os graus 

(Tabela 6). 
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Tabela 6 - Correlação de AKT e pAKT com a proliferação medida através da 
marcação de Ki67.  
 

Correlação com a proliferação medida através da marcação de 
Ki67 

  P R 
AKT I 0.0004 0.6431 
  II 0.0896 0.2831 
  III 0.9602 -0.0181 
  IV 0.0002 0.3813 
  I+II 0.0010 0.4039 
  III+IV 0.0005 0.3412 
  I a IV <0.0001 0.3862 
        
pAKT I 0.9964 0.0009 
  II 0.0002 0.5816 
  III 0.2551 0.3566 
  IV <0.0001 0.4387 
  I+II 0.0061 0.3498 
  III+IV <0.0001 0.4168 
  I a IV <0.0001 0.3445 

 

A proteína PTEN inibe a ativação de AKT através da desfosforilação 

do lipídeo PIP3. Em gliomas, perda da expressão de PTEN ou mutações que 

levam a sua inativação são muito comuns (MYERS et al. 1997; SIMPSON e 

PARSONS 2001) e, de uma maneira geral, tumores que expressam maiores 

níveis de PTEN estão correlacionados com um melhor prognóstico (LIN et al. 

1998). Em nosso caso, não houve correlação significativa entre a expressão 

de PTEN e a fosforilação AKT. No entanto, houve correlação significativa 

entre a expressão de AKT total e a de PTEN em tumores de baixo grau, que 

decrescia conforme o grau do tumor (Tabela 7). Estes dados parecem 

indicar que há uma relação entre PTEN e AKT nos tumores, que é perdida 

conforme se progride para os graus mais altos da doença.  

 



30 

Tabela 7 - Correlação de AKT e pAKT com PTEN 
 

Correlação com PTEN no citoplasma 

    p R 
AKT I 0.0038 0.5678 
  II 0.0033 0.4894 
  III 0.9338 -0.0303 
  IV 0.6287 -0.0994 
  I+II <0.0001 0.5020 
  III+IV 0.7804 -0.0481 
  I a IV 0.1058 0.1595 
        
pAKT I 0.1850 0.2866 
  II 0.4708 0.1300 
  III 0.5717 0.1818 
  IV 0.7488 -0.0659 
  I+II 0.1124 0.2145 
  III+IV 0.3357 -0.1605 
  I a IV 0.6013 -0.0545 

 

4.4 mTOR 

 

Ao contrário de AKT, cuja expressão aumentava de acordo com o 

grau tumoral, o perfil de expressão da proteína mTOR e de sua forma 

fosforilada mostram um aumento específico no citoplasma celular no grau IV 

(Figura 6). Este dado poderia indicar que esta seria uma alteração chave 

para o processo tumoral, levando a uma progressão da doença para o seu 

último estágio. Interessantemente, a presença de AKT fosforilada, segue o 

mesmo padrão de mTOR e sua forma fosforilada, com expressão 

aumentada somente nos gliomas grau IV. 
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Figura 6 - Quantificação de ensaio imunoistoquímico positivo. (A) anti-mTOR no 

citoplasma, (B) anti-mTOR no núcleo, (C) anti-pmTOR no citoplasma, (D) anti-pmTOR no núcleo.  * p 

<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 por ANOVA 

 

Também verificamos em mTOR, que a correlação com a proliferação 

através da marcação com Ki67 era variável, sem apresentar padrão 

reconhecível. Já a correlação com a forma fosforilada de mTOR era muito 

baixa em todos os casos (Tabela 8).  

A correlação de mTOR com a expressão de PTEN segue o mesmo 

padrão visto com AKT, existe correlação somente nos graus mais baixos da 

doença, com perda da correlação nos graus mais altos (Tabela 9). Neste 

caso, este padrão também se repetiu quando considerada a forma 

fosforilada de mTOR. Neste caso, a perda de correlação poderia refletir um 

acúmulo de alterações adicionais nas células dos tumores de alto grau que 
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levariam à completa desregulação e perda da interdependência entre os 

componentes da via.  

 

Tabela 8 - Correlação de mTOR e pmTOR com a proliferação medida 
através da marcação de Ki67. 
 

Proliferação por marcação de Ki67 

  p R 

mTOR I 0.7247 0.0796 

  II 0.0052 0.4502 

  III 0.0283 0.6294 

  IV 0.6395 0.05062 

  I+II 0.0328 0.2783 

  III+IV 0.2010 0.1289 

  I a IV 0.0001 0.3017 

    

pmTOR I 0.7806 0.0600 

  II 0.2069 0.2124 

  III 0.6967 0.1259 

  IV 0.6061 0.05540 

  I+II 0.2415 0.1522 

  III+IV 0.7906 0.02674 

  I a IV 0.0106 0.2003 
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Tabela 9 - Correlação de mTOR e pmTOR com PTEN. 
 

Correlação com PTEN no citoplasma 

    p R 

mTOR I 0.0114 0.5534 

  II 0.0400 0.3540 

  III 0.8970 0.0419 

  IV 0.4379 -0.1590 

  I+II 0.0042 0.3869 

  III+IV 0.1679 0.2284 

  I a IV 0.7063 0.0400 

    

pmTOR I 0.0337 0.6251 

  II 0.0510 0.5810 

  III 0.9970 0.1374 

  IV 0.0901 0.0101 

  I+II 0.0134 0.5971 

  III+IV 0.3019 0.3391 

  I a IV 0.8441 0.0510 

 

4.5 RICTOR 

 

Observamos que Rictor, um dos componentes do complexo 2 de 

mTOR apresentou uma forte expressão tanto no citoplasma como no núcleo 

dos tumores gliais de grau I, porém de acordo com a progressão tumoral 

esta expressão se torna menor, tanto no citoplasma quanto no núcleo das 

amostras tumorais (Figura 7).  
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Figura 7 - Quantificação de ensaio imunoistoquímico positivo (Rictor). (A) anti-

rictor no citoplasma, (B) anti-rictor no núcleo.  * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 por ANOVA 

 

Da mesma maneira que o observado para as proteínas mostradas 

anteriormente, Rictor apresenta uma correlação positiva com a presença de 

Ki-67 nos tumores de baixo grau, sendo esta correlação perdida nos tumores 

grau IV (Tabela 10). Por outro lado, este marcador apresentou uma baixa 

correlação com a presença de PTEN em todos os graus (Tabela 11). Este 

fato era esperado, pois a influência de PTEN se dá sobre o complexo 1 de 

mTOR. 

 

Tabela 10 - Correlação de Rictor com a proliferação medida através da 
marcação de Ki67. 
 

Proliferação por marcação de Ki67 

  p R 
Rictor I 0.2963 0.2332 
  II 0.0029 0.4816 
  III 0.0006 0.8392 
  IV 0.8169 -0.02489 
  I+II 0.0242 0.2958 
  III+IV 0.7475 0.03242 
  I a IV 0.7150 0.02918 
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Tabela 11 - Correlação de Rictor com PTEN. 
 

Correlação com PTEN no citoplasma 

    p R 

Rictor I 0.2826 0.2526 

  II 0.5424 0.1100 

  III 0.3663 0.2867 

  IV 0.9331 0.0176 

  I+II 0.2676 0.1551 

  III+IV 0.1586 0.2366 

  I a IV 0.1836 0.1418 

 

4.6 RAPTOR 

 

Quando observamos a expressão de Raptor nos tecidos tumorais não 

pudemos observar nenhum aumento considerável em nenhum dos 

compartimentos celulares nos diferentes graus tumorais quando comparados 

a tecidos controle não tumorais (Figura 8). 

 

 

Figura 8 - Quantificação de ensaio imunoistoquímico positivo com (a) anti-

raptor no citoplasma. (a) anti-raptor no citoplasma, (B) anti-raptor no núcleo.  * p <0.05, ** p 

<0.01, *** p <0.001 por ANOVA 
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Interessantemente, de maneira oposta ao que observamos com 

Rictor, Raptor não apresentou uma correlação forte com a proliferação nos 

graus I, II e III. No entanto, essa correlação aumentou significativamente no 

grau IV (Tabela 12). Estes dados poderiam indicar que os complexos 

mTORC1 e mTORC2 atuam de maneiras e em momentos distintos.  

Por outro lado, a expressão de Raptor está correlacionada com a de 

PTEN nos tumores gliais de menor grau, porém quando observamos o grau 

IV vemos que esta correlação se perde (Tabela 13). Este mesmo padrão é 

observado para a correlação de PTEN com AKT e mTOR, porém não é visto 

na correlação entre PTEN e Rictor.  

 

Tabela 12 - Correlação de Raptor com a proliferação medida através da 
marcação de Ki67. 
 

Proliferação por marcação de Ki67 

  p R 

Raptor I 0.6633 -0.1038 

  II 0.1849 0.2366 

  III 0.7293 0.1182 

  IV <0.0001 0.4025 

  I+II 0.5848 0.07676 

  III+IV 0.0007 0.3348 

  I a IV 0.0102 0.2071 
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Tabela 13 - Correlação de Raptor com PTEN. 
 

Correlação com PTEN no citoplasma 

    p R 

Raptor I 0.0619 0.4143 

  II 0.0560 0.3526 

  III 0.0065 0.7343 

  IV 0.8306 0.0441 

  I+II 0.0059 0.3804 

  III+IV 0.0196 0.3772 

  I a IV <0.0001 0.4755 

 

4.7 4EBP-1 

 

Ao observamos a expressão de 4EBP-1, pudemos observar um 

aumento continuo da sua expressão de acordo com a evolução da doença, 

no entanto, devido a dispersão dos dados este dado não foi considerado 

estatisticamente significativo (Figura 9). 

Se observarmos a correlação da expressão de 4E-BP1 com o 

marcador de proliferação Ki-67, notamos que semelhantemente a AKT, há 

de acordo com a progressão da malignidade da doença, uma diminuição da 

força de correlação que se perde totalmente quando se atinge o grau IV 

(Tabela 14). Da mesma maneira, existe uma correlação entre a expressão 

de 4E-BP e PTEN nos tumores de baixo grau, que é perdida nos tumores de 

alto grau (Tabela 15).  
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Figura 9 - Quantificação de ensaio imunoistoquímico positivo com (a) anti-
4E-BP1 no citoplasma. (A) anti-4E-BP1 no citoplasma, (B) anti-4ebp1 no núcleo.  * p <0.05, ** 
p <0.01, *** p <0.001 por ANOVA. 
 

Tabela 14 - Correlação de 4EBP1 com a proliferação medida através da 
marcação de Ki67.  
 

Proliferação por marcação de Ki67 

  P R 

4EBP1 I 0.0007 0.6680 

  II 0.0093 0.4828 

  III 0.2861 0.3357 

  IV 0.8689 0.0188 

  I+II <0.0001 0.6322 

  III+IV 0.7913 0.02813 

  I a IV 0.5967 0.04494 

 
Tabela 15 - Correlação de 4EBP1 com PTEN. 
 

Correlação com PTEN no citoplasma 

    P R 

4EBP1 I 0.0053 0.6478 

  II 0.0067 0.4310 

  III 0.6308 0.0508 

  IV 0.0944 0.0801 

  I+II <0.0001 0.5097 

  III+IV 0.5004 0.0481 

  I a IV 0.0956 0.3951 
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Desta maneira podemos perceber um padrão que se repete em todas 

as proteínas da via de PI3K/mTORC1, uma correlação com PTEN que 

diminui com a progressão da malignidade. Estes resultados indicam que a 

presença de PTEN está modulando a via de PI3K/mTORC1 nos tumores de 

baixo grau, sendo esta regulação perdida nos tumores de alto grau. Por 

outro lado, não parece haver influência de PTEN no complexo de mTORC2. 

É interessante ressaltar que ao observar o mesmo padrão de expressão em 

proteínas relacionadas mas não em proteínas pertencentes a vias distintas, 

se adiciona um importante grau de confiabilidade aos resultados obtidos até 

o momento. 
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5 ANÁLISE DE SOBREVIDA GLOBAL  

 

 

A partir dos dados obtidos nos prontuários dos pacientes, realizamos 

uma análise de sobrevida global dos de acordo com a expressão das 

proteínas da via de AKT/mTOR nos diversos graus da doença.  

Avaliando a sobrevida global em relação à expressão de AKT total e 

de sua forma fosforilada quando presentes no citoplasma, observou-se que 

indivíduos que apresentavam pouca expressão tinham uma sobrevida muito 

maior do que aqueles que expressavam altos níveis da proteína. Já quando 

observamos a expressão nuclear destas proteínas, não existe impacto da 

expressão de AKT ou sua forma fosforilada na sobrevida (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Sobrevida global de pacientes nos diversos graus apresentando 

alta ou baixa expressão de anti-AKT e anti-pAKT. 
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Por outro lado, avaliamos também a sobrevida global apenas nos 

pacientes que apresentavam tumores grau IV, já que nestes casos a 

existência de um fator prognóstico seria de especial importância.  

Infelizmente, quando realizamos a analise de sobrevida considerando 

apenas o grau IV, notamos que a presença de AKT total e sua forma 

fosforilada não influem na sobrevida dos indivíduos (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Sobrevida global de pacientes grau IV apresentando alta ou 

baixa expressão de anti-AKT e anti-pAKT. 
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Ao considerarmos a proteína mTOR e sua forma fosforilada, 

verificamos que tanto no citoplasma quanto no núcleo, os indivíduos que 

expressavam menores quantidades destas proteínas possuíam uma 

sobrevida muito maior do que os indivíduos que apresentaram altos níveis 

de expressão (Figura 12). Quando a análise considerou somente os 

pacientes com glioblastoma grau IV, diminuiu muito a influência da presença 

de mTOR e sua forma fosforilada na sobrevida, no entanto, fomos capazes 

de determinar uma diferença estatisticamente significativa ao consideramos 

a expressão total de mTOR no citoplasma (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Sobrevida global de pacientes nos diversos graus apresentando 

alta ou baixa expressão de anti-mTOR e anti-pmTOR. 
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Figura 13 - Sobrevida global de pacientes de grau IV apresentando alta ou 

baixa expressão de anti-mTOR e anti-pmTOR. 

 

Já para Rictor e Raptor detectamos um fenômeno diferente, 

observamos que os indivíduos que expressavam mais destas proteínas no 

citoplasma obtiveram uma sobrevida maior do que aqueles que 

expressavam pouco. Entretanto, quando foi observada a expressão nuclear 

destes marcadores, notamos que para Raptor a presença no núcleo não 

afeta a sobrevida, enquanto para Rictor, esta diferença aumenta 

consideravelmente (Figura 14). 
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Figura 14 - Sobrevida global de pacientes nos diversos graus apresentando 

alta ou baixa expressão de anti-Raptor e anti-Rictor. 

 

De igual modo, analisando somente indivíduos acometidos por 

gliomas de grau IV, o ganho real de sobrevida para os pacientes que 

expressavam as proteínas Raptor ou Rictor foi muito baixo, independendo 

do compartimento celular considerado. Ainda assim, a presença de altos 

níveis de Rictor no núcleo foi correlacionada a uma melhor sobrevida, com a 

diferença entre as curvas atingindo p=0.052 (Figura 15).  
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Figura 15 - Sobrevida global de paciente de grau IV apresentando alta ou 

baixa expressão de anti-Raptor e anti-Rictor. 

 

Por último, ao observamos a sobrevida dos indivíduos em relação à 

presença de 4E-BP1, notamos que há pouca diferença na sobrevida entre 

alta ou baixa expressão de 4E-BP no citoplasma. Porém, o panorama se 

torna completamente diferente quando verificamos a sobrevida dos 

indivíduos com esta proteína no compartimento nuclear, visto que indivíduos 

que expressam muito desta proteína obtiveram uma sobrevida muito maior 

do que aqueles que a expressavam em menor quantidade (Figura 16). Nas 

análises considerando somente os gliomas grau IV, novamente se perde 

esta diferença, embora o nível de significância estatística atinja p=0,26 

(Figura 17). 
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Deste modo, fomos capazes de identificar a relevância da presença 

de todos os marcadores estudados na sobrevida de pacientes de gliomas 

grau I a IV, mostrando a importância da via de mTOR no processo de 

tumorigênese e progressão tumoral. Novamente, a concordância entre os 

resultados obtidos com mais de uma molécula da mesma via de sinalização 

aumenta muito o grau de confiabilidade do nosso estudo. Quando 

consideramos somente a sobrevida dos pacientes grau IV, conseguimos 

obter uma significância estatística somente para a presença de mTOR e 

Rictor, o que provavelmente se deve ao alto índice de morbidade destes 

pacientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Sobrevida global de pacientes nos diversos graus apresentando 

alta ou baixa expressão de anti-4E-BP1. 



47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Sobrevida global de paciente de grau IV apresentando alta ou 

baixa expressão de anti-4E-BP1. 

 

5.1 ANÁLISE COMBINATÓRIA UTILIZANDO DOIS 
MARCADORES 

 

Considerando que os glioblastomas apresentam poucos fatores 

prognósticos e que os marcadores apresentados neste trabalho foram 

capazes de se relacionar com a sobrevida global, realizamos análises 

combinatórias com o objetivo de criar testes que possibilitem a real avaliação 

do fator prognóstico para estes pacientes.  

Utilizando as análises apresentadas no item anterior, construímos 

curvas de sobrevida utilizando dois marcadores em conjunto. Pudemos 

observar que utilizando a marcação de AKT e Rictor no citoplasma se 

denota uma grande separação entre os braços (Figura 18). É possível notar 

que cerca de 70% dos pacientes que expressam altos níveis de Rictor e 

baixos níveis de AKT sobrevivem mais de 6000 dias (16,4 anos), enquanto 

somente 20% dos pacientes de perfil molecular oposto (alta expressão de 
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AKT e baixa expressão de Rictor) sobreviveram por até 1000 dias (2,7 anos) 

e nenhum sobreviveu mais de 3000 dias (8,2 anos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Sobrevida global combinada anti-AKT com anti-Rictor no 

citoplasma.  
*p<0.05; **p<0.001; ***p<0.001 – pós teste de Tukey. 
Low AKT + Low Rictor vs High AKT + Low Rictor*** 

Low AKT + Low Rictor vs High AKT + High Rictor* 

Low AKT + High Rictor vs High AKT + Low Rictor*** 

Low AKT + High Rictor vs High AKT + High Rictor*** 

 

Na análise combinatória entre AKT e Raptor no citoplasma, existe 

uma separação ainda maior dos braços no gráfico: o braço que possui alta 

expressão de AKT e baixa expressão de Raptor possui sobrevida que gira 

por volta de 20%, enquanto no braço que apresenta baixa expressão de AKT 

e alta expressão de Raptor, a sobrevida gira em torno de 80% (Figura 19). 
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Figura 19 - Sobrevida global combinada anti-raptor com anti-AKT.  
*p<0.05; **p<0.001; ***p<0.001 – pós teste de Tukey. 

Low Raptor + Low AKT vs Low Raptor + High AKT** 

Low Raptor + Low AKT vs High Raptor + Low AKT*** 

Low Raptor + High AKT vs High Raptor + Low AKT*** 

High Raptor + Low AKT vs High Raptor + High AKT** 

 

O mesmo perfil é encontrado quando realizamos uma análise 

combinatória com Rictor e mTOR. Podemos observar uma grande 

separação entre os braços no gráfico: aos 6000 dias, existe uma sobrevida 

de 70% dos pacientes com alta expressão de Rictor e baixa expressão de 

mTOR, contra 10% de sobrevida dos pacientes com perfil molecular oposto 

(Figura 20). 
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Figura 20 - Sobrevida global combinada anti-rictor com anti-mTOR.  
 *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.001 – pós teste de Tukey. 

Low Rictor + Low mTOR vs High Rictor + Low mTOR** 

Low Rictor + High mTOR vs High Rictor + Low mTOR*** 

Low Rictor + High mTOR vs High Rictor + High mTOR* 

High Rictor + Low mTOR vs High Rictor + High mTOR* 

 

Estes dados sugerem que independentemente do grau da doença, 

estes marcadores em conjunto poderiam ser utilizados como fatores 

prognósticos para a doença. 

Realizamos também estas análises somente para os pacientes com 

grau IV, buscando algum padrão de expressão proteica que pudesse 

separar os pacientes de melhor e pior prognóstico. Mesmo utilizando várias 

combinações entre os marcadores, não foi possível observar uma sobrevida 

maior que 30%, o que reflete o alto índice de morbidade destes pacientes. 

No entanto, utilizando a combinação entre Rictor no núcleo e fosfo-AKT no 

citoplasma, podemos observar no gráfico (Figura 21), uma grande 

separação entre os braços. Os pacientes que expressam grandes 

quantidades de Rictor e baixas quantidades de AKT fosforilada apresentam 
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sobrevida maior do que aqueles que expressam qualquer outra combinação 

destas duas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Sobrevida global combinada anti-rictor com anti-pAKT somente 

no grau IV.  
 *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.001 – pós teste de Tukey. 

Low Rictor + Low pAKT vs High Rictor + Low pAKT* 

Low Rictor + High pAKT vs High Rictor + Low pAKT* 

High Rictor + Low pAKT vs High Rictor + High pAKT* 

 

Da mesma maneira, utilizando a combinação entre mTOR e pAKT, 

podemos observar que mais de 20% dos pacientes que expressam baixas 

concentrações de ambas as proteínas tem sobrevivência que ultrapassa os 

6000 dias (16 anos), enquanto todos os pacientes que apresentam grandes 

quantidades de ambas as proteínas faleceram em até 1000 dias (2,7 anos) 

(Figura 22).  

Desta maneira, ainda permanece o desafio de desvendar a identidade 

molecular desse pequeno número de pacientes portadores de glioma grau IV 

cuja sobrevivência é de longo prazo, que pode nos dar pistas importantes 

sobre os mecanismos da doença.  
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Figura 22 - Sobrevida global combinada anti-mTOR com anti-pAKT somente 

no grau IV.  
 *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.001 – pós teste de Tukey. 

Low mTOR + Low pAKT vs Low mTOR + High pAKT* 

Low mTOR + Low pAKT vs High mTOR + High pAKT* 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Nossos resultados demonstram uma alteração na via de AKT/mTOR 

em gliomas, observado através de um aumento progressivo da expressão de 

AKT e de sua forma fosforilada, bem como da proteína mTOR e de sua 

forma fosforilada em gliomas de diferentes graus. Além disso, observamos 

também uma diminuição de um componente do complexo de mTORC2, 

Rictor, nos glioblastomas de alto grau, sugerindo que pacientes portando 

este tipo específico da doença poderiam se beneficiar de uma estratégia de 

tratamento baseada no uso da rapamicina.  

 Também pudemos verificar que o caráter proliferativo dos tumores, 

avaliado por Ki67, era muito mais correlacionado com a expressão das 

proteínas da via de AKT nas formas mais brandas da doença, demonstrando 

uma dependência da proliferação por esta via. Do mesmo modo, as 

correlações dos marcadores encontradas com PTEN eram muito maiores 

em tumores de baixo grau, ressaltando a importância de PTEN para a 

ativação desta via. Além disso, estas análises reforçam nossos dados por 

mostrar a concordância de comportamento entre os componentes da mesma 

via de sinalização e demonstram a importância da via para o surgimento e 

progressão desse tipo tumoral. 

Observamos também, que a expressão alterada da via de 

AKT/mTOR, seja pelo aumento ou diminuição das proteínas envolvidas, tem 

um impacto importante na sobrevida global dos indivíduos acometidos por 
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gliomas em seus diferentes graus. Analisando a sobrevida global utilizando 

apenas um dos marcadores não se ressaltam diferenças muito significativas, 

no entanto quando realizamos análises combinatórias com duas proteínas, 

percebemos que o ganho de sobrevida é considerável. Mesmo realizando as 

análises somente em tumores grau IV, podemos perceber o poder da 

utilização de mais uma proteína pertencente à mesma via, o que aumentou 

significativamente a separação entre pacientes de melhor e pior prognóstico.  

 Portanto estudos futuros na via de AKT/mTOR se tornam cada vez 

mais necessários para entender a complexidade e interatividade das 

proteínas envolvidas, a regulação dos dois complexos de mTOR e as causa 

da resistência ou suscetibilidade à rapamicina. Devido à importância dessa 

via, o descobrimento de novas moléculas inibitórias poderia contribuir para o 

desenvolvimento de terapias para os gliomas, tumores que ainda 

apresentam uma sobrevida de curto prazo e baixa responsividade aos 

tratamentos tradicionais. 
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Abstract  
TMA technology enables us to evaluate the pattern of expression of almost 

any protein in a large number of different samples. However, data acquisition 

and analysis still represent a challenge, since manual evaluation is time 

consuming and can be prone to errors since it depends on human estimates. 

Automated analysis of protein expression is thus an essential tool speed up 

acquisition and analysis in a manner that is independent of subjective 

evaluation and that can be reproduced by independent laboratories. There 

are today many different manufacturers for automated systems of image 

acquisition and analysis and thus the reliability of such systems should be 

subjected to independent evaluation. Herein, we evaluated the expression of 

tumor marker candidates in normal human brain and glioma tissue samples. 

The expression of the proteins was evaluated through automated protein 

expression analysis of ScanScope XT, from Aperio, and ACIS III, from Dako, 

and compared it against the manual analysis of two human observers. We 

found a very good correlation between the analysis of human observers and 



 

both automated systems. However small differences were found between 

systems, and Scanscope XT had the best correlation with the human 

observers.  

Key words: immunohistochemistry, tissue microarray, automated analysis. 

 

Introduction 
In recent decades, the importance of studies to characterize the 

genetic profile in healthy or pathological conditions has increased. This leads 

to a continue need for new strategies for high-throughput research to explore 

temporal and spatial localization of protein, as well as new technologies to 

improve data acquisition and analysis. 

Immunohistochemistry can be used to detect differential expression 

levels of specific antigens, with the advantages of preserving protein 

localization and the possibility of using low amounts of sample and samples 

preserved in paraffin. Immunohistochemistry has been widely used in tissue 

samples from cancer, for follow-up on tumor progression and aggressiveness 

(1, 2, 3). This method is commonly analyzed by qualified professionals using 

conventional optical microscopy, and though with every practice comes 

experience, is subject to errors (4). Therefore the implementation of 

automated mechanisms and digital documentation is needed for a more 

accurate assessment of the results.  

Recently, the tissue microarray (TMA) has brought 

immunohistochemistry to the high-throughput methodologies, where a single 

slide can hold up to hundreds of samples that can be processed in one 

reaction. This ensures that the exactly same conditions are applied to each 

sample and maximizes reproducibility (5, 6). The development of this new 

technology now raises the need for automated means of quantification that 

can speed up the analysis and at the same time increase quality of the 

results.   

On the contrary to conventional microscopy, where the evaluation 

criteria are qualitative or semiquantitative and result in categorical values for 

statistical analysis, computer-assisted microscopy generates a score that can 



 

be used to assign continuous values, more precisely representing the true 

pattern (7, 8). Other advantages include greater reliability and reproducibility 

of the results, since computer measurements are not subject to external 

factors, such as human fatigue, illumination or ambient noise. However, 

automated evaluation is also prone to errors, due to the inability of the 

machine to deal with non-ideal situations, such as inadequate sample 

preparation, heterogeneous tissues, uneven color patterns, cells that appear 

merged, among others. Additionally, each manufacturer uses a proprietary 

mathematical algorithm to deal with these situations. Thus, each equipment 

should be independently tested for its ability to quantify 

immunohistochemistry reactions and deal with problems inherent to the 

technique itself.    

In this work we evaluated the inter-platform reproducibility of two 

microscopy equipment from different manufacturers in samples of TMA and 

tested the reproducibility of these platforms against the values obtained by 

conventional microscopy by two qualified observers. 

 

Materials and Methods 
 

Sample selection and TMA 

Fourteen brain samples from patients surgically treated for epileptic 

syndrome and 206 glioma samples, classified as grade I to grade IV 

according to the WHO classification, have been selected from the files of 

formalin-fixed paraffin embedded tissue of the Anatomic Pathology 

Department of AC Camargo Hospital. One mm punch was collected from 

representative tumor areas of each case and organized in a TMA. 

 

Immunohistochemistry reactions 

 TMAs sections were deparaffinized by incubation at 60°C for 24 hours, 

followed by two successive immersions in xylene at 56°C for 30 minutes 

each, followed by hydration in solutions with decreasing concentrations of 

ethanol (100%, 95%, 80%, 70%). For antigen retrieval, the slides were 



 

incubated in 10 mM citrate buffer pH 6.0 in a pressure cooker for 30 minutes 

with a preheat of 14 minutes. To block endogenous peroxidase, sections 

were incubated in 10% H2O2. Sections were incubated with antibodies pAKT 

(20ug/ml, Cell Signaling) and mTOR (20ug/ml, Cell Signaling) diluted in 1% 

bovine serum albumin in PBS for 18 hours at 4°C in a humid chamber. 

Secondary antibody (Advance HRP Link, Dako) was diluted in PBS and 

incubated with the slides for 30 min at 37°C, followed by washing in PBS with 

3 changes of 3 minutes each. Slides were incubated for 30 min at 37°C 

(Advance HRP enzyme, Dako), followed by two washes in Tris-HCl buffer pH 

7.6 for 5 minutes each. Color was developed by incubation of the slides in 

substrate solution: 0,06% 3,3'Tetrahydrochloride diaminobenzidine (DAB) 

(Sigma D-5637, USA), 1% dimethyl sulfoxide (DMSO), 0.06% H2O2, in PBS, 

for 5 minutes at 37°C. Reaction was stopped by immersing the slides in 0.1M 

Tris-HCl pH 7.6. Sections were counter-stained with Harris hematoxylin, 

washed in water and dehydrated through increasing concentrations of 

ethanol followed by subsequent montage. Each slide had a positive control of 

tissue known to be positive for each antibody tested. 

Image Analysis by Automated Equipment 

The analyses of the slides were made using ScanScope XT from 

Aperio, and ACIS III from Dako. For each automated system, we used the 

internal algorithms for nuclei detection and total number of positive pixels.     

 

Reliability Test 

Two qualified observers (AWA and RMR) scored all TMA spots 

ranging from 0 (absolute lack of staining), 1 (1 to 25% of stained cells), 2 

(26% to 50% of stained cells) to 3 (greater than 50% of stained cells). 

Observation was blindly and independently performed. Scores were further 

compared with the results obtained from the automated analysis.  

Reliability test has been performed to compare scores generated by 

automated versus human analysis. Kappa (9, 10) has been used to calculate 

the reproducibility among all different evaluation methods. To classify the 

agreement strength of kappa coefficient, the classification established by 



 

Landis and Koch (1977) has been used, in which the values of kappa 

between 0.00 to 0.20 indicates negligible agreement, between 0.21 to 0.40 

indicates slight agreement, between 0.41 to 0.60 indicates moderate 

agreement, between 0.61 to 0.80 indicates high concordance and between 

0.81 to 1.00 indicates excellent agreement. 

 

Results 
TMA sections containing 14 samples from normal brain tissue and 206 

glioma tissue samples were subjected to immunohistochemistry reactions 

with antibodies to phosphorylated form of Akt (Fig. 1) and mTOR (Fig. 2). 

The reactions were highly specific since sharp and well-localized staining 

pattern with no background artifact has been observed. It was also observed 

that the expression of the proteins presented variability between samples 

(Figs. 1 and 2). Even though we maximized the quality of our samples and 

immunohistochemistry reactions, there were some spots where a small 

defect in the tissue could represent a problematic area for the automated 

analysis. Those include the displacement or bending of the tissue, 

overlapping with other tissues, or hematoxylin precipitates and other waste 

that can be deposited in the tissue, causing a false-positive mark (Fig. 3).  

Samples analyzed by two different observers were categorized 

according to the percentage of positively labeled cells (Tables 1 and 2). The 

agreement between the two observers was calculated (Tables 1 and 2) and 

was considered excellent. 

In the next step samples were evaluated using four automated 

systems. Two slides were analyzed and measurements of the percentage of 

positively labeled nuclei and the number of positive pixels were taken, 

representing nuclear and cytoplasmic staining respectively. The 

measurements obtained by each system were plotted against each other to 

verify the concordance among them and the correlation index was calculated 

for each situation (Figs. 4 and 5). The correlation between the two 

automated equipment was not perfect, reflecting the differences in the 



 

algorithms used by each system. A high correlation index between each 

system was observed, but that correlation varied with the antibody used. 

 We then applied the kappa coefficient to analyze the confidence of the 

digital analysis systems (Tables 3 and 4). By applying the classification of 

Landis and Koch, we observed that there was reproducibility between two 

observers with Aperio, in a concordance force great to excellent in all grades 

of gliomas and control tissues, ranging from 0.477 to 1.0 in pAKT and 0.571 

to 1.0 kappa value in mTOR. These data demonstrates that the score 

obtained in ScanScope could be considered reliable for analysis. When we 

performed the same procedure with the equipment ACISIII and observed that 

the kappa value ranged from 0.410 to 1.000 in pAKT and 0.429 to 1.0 in 

mTOR, showing a moderate to excellent concordance between all tumor 

grades. ACISIII had a moderate reproducibility specially in the normal and 

low grades, what could possibly reflect low discrimination in the cases where 

the expression of protein is not very high. When all grades and both proteins 

were considered for the calculation of a mean kappa coefficient, ScanScope 

received 0.855 and 0.879 and ACISIII received 0.765 and 0.793 (Table 5). 

All together these results indicate that even though there are variations 

among different systems, automated analysis of TMAs is reliable. In our 

hands, Aperio system displayed higher confidence with the two human 

observers.   

 

Discussion 
The determination of protein expression levels by 

immunohistochemical techniques has progressed towards a more 

quantitative type of assessment (11, 12) either for diagnostic purposes or 

clinical-pathological research (13, 14, 15). Thus, it becomes essential to 

produce reliable and reproducible high-throughput analysis of protein 

expression. Automated analysis of protein expression in TMAs has become 

then an essential tool for high-throughput research projects and diagnostic 

tools.  



 

However, when analyzing immunohistochemistry reactions by a digital 

system many problematic situations could arise (16). The quality of the 

immunohistochemistry reactions may be altered by improper fixation of the 

tissue, method of antigenic reactivation or antibody dilution, leading to 

nonspecific signal or damaged tissue morphology, hindering the analysis 

after scanning. False-negatives also may arise due to the formation of air 

bubbles in the montage of the slide. In these cases is important to evaluate 

how the automated system deals with the problematic areas. Ideally, the 

machine should recognize and exclude areas with problems, but this is not 

always the case (Figure 3). In these cases, the manual exclusion of 

problematic areas is always possible, although this will slow down the 

efficiency of the analysis. Therefore, it is important to evaluate the quality of 

each step to ensure maximal fidelity of the data obtained. 

Another category that requires attention is situations that rely on 

specific parameters of the algorithms used by each system. For example, 

ACISIII system was less able to detect positive cells in control tissues, which 

could be due to the threshold used by software to consider positive cells. 

Algorithms that measure cell nuclei can also provide mistakes, because 

nuclear sizes vary according to cell type and region. In some cases two or 

more nuclei are considered one or other structures may be considered as a 

nucleus, causing a bias in the analysis. The observer can manually exclude 

these problems, but again this is not the ideal situation.  

Our study was performed with currently used TMA technology and 

automated analysis to evaluate the effect of potential biomarkers of interest. 

With this kind of approach, we showed a great (0.805) to excellent (0.905) 

concordance between human observers, and demonstrated that the scores 

generated by an automated analysis are consistent with the results 

generated by human observers in the identification of potential prognostic 

markers. In our hands, the Aperio ScanScope had the best discrimination 

algorithm and had an excellent correlation with the two human observers. 

ACISIII had a lower correlation with the human observers, which could be 

due to an algorithm that deals poorly with the problems highlighted above. 



 

Thus, we believe automated systems can be used for high throughput 

analysis of TMAs and Aperio ScanScope had the best correlation with human 

observers. These data are important to independently validate automated 

analysis routinely used in our institution and other studies (7, 8).  

In summary, automated technology provides us high-throughput 

analysis, showing an acceptable correlation between equipment and 

observers. Even though care has to be taken in each pre and post analytical 

steps, the benefit of its use in daily routine pathology laboratories can be 

important. In addition to providing reliable data, automation analysis of TMA 

decreases substantially the average time of diagnosis and include tools to 

allow Internet sharing of information with other observers (18).  
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Figure 1: TMA reactions for phosphorylated Akt. A – low magnification 

images of the TMA showing variability between the spots. B – High 

magnification of a spot with weak immunoreactivity. C - High magnification of 

a spot with strong immunoreactivity. 

 

Figure 2: TMA reactions for phosphorylated mTOR. A – low magnification 

images of the TMA showing variability between the spots. B – High 

magnification of a spot with weak immunoreactivity. C - High magnification of 

a spot with strong immunoreactivity. 

 

Figure 3: Problematic situations in the digital image analysis. A – 

immunohistochemistry reaction denoting superposition of tissues in the slide, 

increasing the labeling color. B- evaluation of positive pixels by the ACIS III, 

demonstrating that in this case the equipment was not able to discriminate 

the problematic area. C- immunohistochemistry reaction denoting an 



 

unspecific deposit; D – evaluation of number of positive nuclei performed by 

the Aperio ScanScope, demonstrating that in this case the apparatus was 

able to recognize the spot as unspecific staining. calibration bar: 50um. 

 

Figure 4: Concordance among the automated systems of image analysis. 

TMA reactions with anti-phospho Akt (A) and anti-phospho-mTOR (B) were 

analyzed in two automated systems from different manufacturers for the 

number of labeled nuclei. The percentage of positive nuclei found in each 

system was plotted against each other and the correlation index was 

calculated.   

 

Figure 5: Concordance among the automated systems of image analysis. 

TMA reactions with anti-phospho Akt (A) and mTOR (B) were analyzed in 

two automated systems from different manufacturers for the number of 

labeled pixels. The percentage of positive pixels found in each system was 

plotted against each other and the correlation index was calculated.   

 

 



 

 

Category Observer 1 Observer 2 

0 0 (0%) 0 (0%) 

1 97 (47.78%) 98 (48.27%) 

2 66 (32.51%) 59 (29.06%) 

3 40 (19.70%) 46 (22.66%) 

Correlation index  (kappa) = 0.905  

 

Table 1: TMA analysis by human observers. Each spot was given a grade 

according to the percentage of positively labeled cells with pAKT antibody. 0 

(absolute lack of staining), 1 (1 to 25% of stained cells), 2 (26% to 50% of 

stained cells) to 3 (greater than 50% of stained cells). The percentage of 

samples in each category as accessed by observers 1 and 2 is indicated. 



 

 

Category Observer 1 Observer 2 

0 0 (0%) 0 (0%) 

1 97 (47.78%) 98 (48.27%) 

2 66 (32.51%) 59 (29.06%) 

3 40 (19.70%) 46 (22.66%) 

Correlation index  (kappa) = 0.805  

 

Table 2: TMA analysis by human observers. Each spot was given a grade 

according to the percentage of positively labeled cells with pmTOR antibody. 

0 (absolute lack of staining), 1 (1 to 25% of stained cells), 2 (26% to 50% of 

stained cells) to 3 (greater than 50% of stained cells). The percentage of 

samples in each category as accessed by observers 1 and 2 is indicated. 

 

 



 

  

 

 

Table 3: Comparison between observers and digital imaging systems in the 

total expression of phosphorylated AKT. The results obtained by each digital 

system was compared to the two human observers and the kappa index and 

the concordance force were indicated. 

Method Tissue Kappa Concordance Force 

Aperio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 
Control 

0.632 

1.000 

Great 

Excellent 

ACIS III x Observer 1 

ACIS III x Observer 2 
Control 

0.440 

0.759 

Moderate 

Great 

Aperio x Observer 1   

Aperio x Observer 2 
Grade I 

0.784 

0.833 

Great 

Excellent 

ACIS III x Observer 1   

ACIS III x Observer 2 
Grade I 

0.477 

0.410 

Moderate 

Moderate 

Aperio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 
Grade II 

0.786 

0.829 

Great 

Excellent 

ACIS III x Observer 1 

ACIS III x Observer 2 
Grade II 

0.780 

0.824 

Great 

Excellent 

erio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 
Grade III 

0.851 

0.837 

Excellent  

Excellent 

S III x Observer 1 

ACIS III x Observer 2 
Grade III 

1.000 

0.696 

Excellent  

Great 

Aperio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 
Grade IV 

0.753 

0.815 

Great 

Excellent 

ACIS III x Observer 1 

ACIS III x Observer 2 
Grade IV 

0.782 

0.829 

Great 

Excellent 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4: Comparison between human observers and digital imaging systems 

in the total expression of phosphorylated mTOR. The results obtained by 

each digital system were compared to the two human observers and the 

kappa indexes and the concordance force were indicated. 

Method Tissue Kappa Concordance Force 

Aperio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 
Control 

1.000 

1.000 

Excellent 

Excellent 

ACIS III x Observer 1 

ACIS III x Observer 2 
Control 

0.744 

0.744 

Moderate 

Moderate 

Aperio x Observer 1   

Aperio x Observer 2 
Grade I 

0.805 

0.908 

Great 

Excellent 

ACIS III x Observer 1   

ACIS III x Observer 2 
Grade I 

0.524 

0.643 

Moderate 

Great 

Aperio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 
Grade II 

0.829 

0.872 

Excellent 

Excellent 

ACIS III x Observer 1 

ACIS III x Observer 2 
Grade II 

0.683 

0.645 

Great 

Great 

Aperio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 
Grade III 

0.708 

0.571 

Great  

Moderate 

ACIS III x Observer 1 

ACIS III x Observer 2 
Grade III 

0.553 

0.429 

Moderate  

Moderate 

Aperio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 
Grade IV 

0.915 

0.931 

Excellent 

Excellent 

ACIS III x Observer 1 

ACIS III x Observer 2 
Grade IV 

0.777 

0.827 

Great 

Excellent 



 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5: Comparison between two observers and digital imaging systems 

considering all grades and the two antibodies used. The results obtained by 

each digital system was compared to the two human observers and the 

kappa index and the concordance force were indicated. 

 

Method Kappa Concordance Force 

Aperio x Observer 1 

Aperio x Observer 2 

0.855 

0.879 

Excellent 

Excellent 

ACIS III x Observer 1   

ACIS III x Observer 2 

0.765 

0.793 

Great 

Great 


