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IMUNOISTOQUIMICA EM OLIGODENDROGLIOMAS

Arlete Hilbig', Ligia Maria Barbosa-Coutinho? Gabriel Corteze Netto?,

Cristina Birlem Bleil?, Nadima Vieira Toscani*

RESUMO - Os oligodendrogliomas (OL) sdo tumores gliais caracterizados histologicamente pela presenca
de nucleo redondo e homogéneo com halo claro perinuclear. A diferenciacdo microscopica desses tumores
com neurocitoma central, DNT e algumas vezes com ependimoma de células claras pode ser dificil. O estudo
imunoistoquimico com marcadores glial e neuronal tem sido utilizado e pode auxiliar no diagnéstico
diferencial. O objetivo do presente estudo foi determinar a diferenciagdo neuronal e glial por meio de
técnica imunoistoquimica utilizando anticorpos de rotina em tumores com caracteristicas microscopicas de
OL. Foram estudados 42 pacientes com idade entre 4 e 60 anos. Dez apresentavam sinais de maior
malignidade (anaplasico). Trinta e trés casos (78,5%) mostraram positividade para GFAP, sendo em 10 focal
e 6 casos com expressdo intensa. Doze casos (28,5%) apresentaram positividade para NSE e/ou sinaptofisina,
demonstrando alguma diferenciacdo neuronal, principalmente focal. Trinta e quatro casos (80,9%) foram
positivos para S-100 e trés casos (7,1%) foram positivos focalmente para NeuN. Concluimos que areas focais
de diferencia¢do neuronal e/ou glial podem estar presente em OL tipicos e, portanto, é necessario cautela
no diagndstico diferencial em amostras pequenas de tumor. A positividade difusa para marcadores neuronais
deve sugerir o diagndstico de neurocitoma central.
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Immunohistochemstry in oligodendrogliomas

ABSTRACT - Oligodendrogliomas (OL) are neuroepithelial tumors characterized by the presence of uniformly
round nuclei with a clear cytoplasm around it. These features can also be seen in central neurocytomas,
DNTs and clear cell ependymomas. Immunohistochemstry with glial and neuronal markers may be helpful
in diferential diagnosis. The aim of this study was to determine the glial and neuronal diff e rentiation in
42 specimes of otherwise typical OL using immunohistochemical techniques. Ten cases showed anaplastic
characteristics. Thirty-three samples (78.5%) were positive to GFAP with few cells stained in ten cases and
many positive cells in six. Twelve cases (28.5%) were focally positive to NSE and/or synaptophysin showing
ne uronal differentiation. Thirty-four cases (80.9%) expressed S-100. In conclusion, glial proteins may be
present focally in OL due to presence of mature reactive astrocytes or transitional forms between astrocytes
and oligodendrocytes. Focal areas of neuronal differentiation can also be found in typical OL. The widespread
staining with neuronal marker suggests central neurocytoma, but this diagnosis should not be done with
small amount of tissue.
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Os oligodendrogliomas (OL) sdo tumores gliais de
baixa malignidade e crescimento lento que acometem
p redominantemente a substancia branca dos hemisfé-
rios cerebrais, com tendéncia a envolvimento cortical.
Sdo mais comuns na regido fronto-temporal e repre-
sentam aproximadamente 5% dos tumores intracra-
nianos e 10 a 17% dos gliomas'2. Nos ultimos anos
houve aumento expressivo no diagnéstico de OL em
funcdo da possivel sensibilidade desses tumores a qui-

mioterapia?“. Além disso, a presenca de componente
oligodendraglial em tumores de maior grau de malig-
nidade parece ser um fator relacionado a maior so-
brevida>®. Dessa forma, os patologistas se viram com-
pelidos a procurar por células com nucleo pequeno
e redondo com halo claro perinuclear em todos os
tumores estudados. Entretanto, a diferenciacdo mi-
croscopica entre OL, neurocitoma central e algumas
vezes com ependimoma de células claras, tumor neu-
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roepitelial disembrioplastico (DNT) e pineocitoma
pode ser dificil.

Né&o existe, até o momento, um marcador sensivel
e especifico para a célula oligodendroglial e difere n-
tes tipos de tumores podem mostrar areas oligoden-
drogliais. Por outro lado, pode haver expressdo de
diferentes marcadores em OL tipico, por vezes tra-
zendo mais confusdo. O diagnostico diferencial deve
preferencialmente ser baseado em dados clinicos (lo-
calizacdo do tumor, idade e histéria clinica), neuro-
imagem, achados histopatoldgicos e imunoistoqui-
mica. Entretanto, muitas vezes os dados clinicos po-
dem ser escassos para o patologista, dificultando a
diferenciacdo entre os tumores.

O objetivo do presente estudo foi determinar a
expressdao de anticorpos rotineiramente utilizados
para diferenciacdo em uma amostra de tumores com
caracteristicas microscépicas de OL.

METODO

Foram revisados 42 casos de OL diagnosticados pelo
exame histopatoldgico de rotina no Departamento de Pato-
logia da FFFCMPA com amostra tumoral suficiente para o
estudo. Todas as laminas foram revisadas pelos autores para
confimacao diagnéstica e posteriormente foi realizada
imunoistoquimica, utilizando a técnica da estreptoavidina-
biotina-peroxidase, descrita a seguir. Os dados clinicos foram

informados pelos neurocirurgiées que encaminharam o
material para estudo, pois as amostras eram provenientes
de diferentes servicos de neurocirurga na cidade de Porto
Alegre.

Imunoistoquimica — Todo o tecido estudado foi previa-
mente fixado em formalina a 10% e incluido em parafina.
Os blocos foram cortados em micrétomo com 5 um de es-
pessura e montados em laminas preparadas com organo-
cilano. As laminas foram desparafinadas e processadas para
imunoistoquimica, utilizando os anticorpos primarios des-
critos na Tabela, através das seguintes etapas: (1)recupe-
ragdo antigénica através de aquecimento em solucdo de
citrato de sédio (pH:6,0) - para anticorpos sinaptofisina e
NeuN; (2) bloqueio da peroxidase endégena em metanol
e H202; (3) incubagdo em soro normal; (4) pernoite em anti-
corpo primario em refrigerador; (5) anticorpo secundario
especifico (Novocastra Lab); (6) complexo estreptoavidina-
biotina-peroxidase (Novocastra Lab); (7) 3-3' diaminoben-
zidina/H202 e contra-coloracdo com hematoxilina. Entre
cada etapa, o tecido era lavado 3X em solugdo tampao fos-
fato (PBS). Foram utilizados controle positivo e negativo
(sem anticorpo primario) em todas as reagoes.

RESULTADOS

Os casos estudados apresentavam caracteristicas
tipicas de OL: estrutura uniforme de células com nu-
cleo pequeno e redondo, citoplasma claro e membra-
na celular bem definida, apresentando vasos deli-

Fig 1. A) Oligodendroglioma apresentando halo claro perinuclear e vasos delicados e ramificados com padrdo
tipico (obj. 20X); B) Oligodendroglioma anapldsico com hiperplasia endotelial e drea de necrose (obj. 10X);
C) OL com érea de positividade para GFAP (obj. 40X); D. Positividade para GFAP em microgemistocitos (obj.
40X).
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Tabela. Imunoistoquimica nos oligodendrogliomas.

Positivo
Anticorpo primario Diluicao Especificidade (n/total) Focal
GFAP (DAKO) 1/800 Proteina acida da fibra glial 33/42 11/33
NSE (DAKO) 1/500 y subunidade da enolase 23/42 7/23
Sinaptofisina (DAKO) 1/100* Proteina de membrana da vesicula sinaptica - neurénios 12/42 9/12
S-100 Protein Kit Immustain Proteina S-100 34/42 7/34
NeuN (Chemicon) 1/1000* Proteina nuclear especifica de neurénios pés-mitéticos 2/42 2/2

* recuperacao antigénica.

cados e ramificados com aspecto de “cerca de arame”
(Fig 1A). Dos 42 casos estudados, 10 apresentaram
sinais de maior malignidade como areas de necose,
hiperplasia do endotélio vascular ou aumento do
numero de mitoses, sendo diagnosticados como OL
anaplasico (Fig 1B). Um caso apresentava, além de
areas oligodendrogliais, extensas areas astrociticas,
sendo diagnosticado como oligoastrocitoma. Em rela-
¢do a localizagdo, 9 casos (21,43%) eram na regido
frontal; 4 (9,52%) na regiao temporal; 4 na regido
parietal; 2 (4,76 %) estavam localizados em ventriculo
lateral; e 1 no corpo caloso. Na maioria (22 casos -
52,4%), a localizacdo exata nao foi informada pelo
cirurgido. A idade dos pacientes variou de 4 a 60 anos
com média de 43,5 anos e desvio padrao de 12,62.

Imunoistoquimica — A expressao de GFAP ocorre u
em 33 casos (78,57 %). Seis casos expressaram intensa-
mente GFAP, especialmente em microgemistocitos
(Fig 1D). A expressao muitas vezes foi focal (Fig 1C)
e em 11 casos houve expressdo apenas em poucas cé-
lulas. Doze casos (28,57%) apresentaram algum grau
de positividade para sinaptofisina, em pequenas areas
em 9 casos (Fig 2A). Consideramos como positivo so-
mente quando a expressdo era em areas centrais do
tumor, tendo o cuidado de excluir aqueles com ex-
pressdo apenas em areas de infiltracdo do tecido nor-
mal. Em 3 casos (2 localizados em ventriculo lateral
e 1 sem localizacdo especificada), houve positividade
em extensas areas do tumor, indicando uma difere n-
ciacdo neuronal e levando ao diagnéstico de neuroci-
toma central (Fig 2B). Em 3 casos (1 temporal, 1 fron-
to-parietal e 1 sem localizacdo especificada) existiam
areas com aspecto de DNT positivas para sinaptofisi-
na. Vinte e trés casos (52,38%) mostraram algum grau
de positividade para NSE (Fig 2C), sendo 7 em peque-
nas areas. Apenas 2 casos mostraram positividade fo-
cal para NeuN (4,76%). Trinta e quatro casos (80,95%)
foram positivos para proteina S-100 (Tabela).

Fig 2. A) Positividade focal para sinaptofisina em OL tipico;

Positividade difusa em neurocitoma central (obj. 40X): B)
sinaptofisina: C) Enolase Neurdnio Especifica (NSE).
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DISCUSSAO

Nos ultimos anos, os achados relacionados as alte-
racdes genéticas nos OL tém auxiliado no entendi-
mento e também na confirmacdo diagndstica desses
tumores. Isto ap6s um periodo de aumento expressivo
no diagndstico pressionado pela possivel quimiossens-
sibilidade dos OL. As perdas alélicas no braco curto
do cromossoma 1 e braco longo do cromossoma 19
sdo consideradas tipicas desses tumores®“. Entretando,
a avaliacdo das alteracbes genéticas ainda nado esta
disponivel na rotina da histopatologia, que mantém
o diagnéstico histopatolégico baseado em suas ca-
racteristicas tipicas a microscopia 6ptica e, em casos
mais dificeis, recorre na maioria das vezes a imuno-
istoquimica. Nesse sentido, a presenca de células com
nucleo redondo e homogéneo e halo claro perinu-
clear, em amostras fixadas, € uma caracteristica que
identifica os OL. Entretanto, essas caracteristicas po-
dem também estar presentes e devem ser considera-
das no diagnéstico diferencial de outros tumores, tais
como: neurocitoma central (NC), DNT e ependimomas
de células claras (EP). Existem diferencas na apresenta-
¢do clinica, histopatologia e também no tratamento
e prognéstico desses tumores, sendo de grande im-
portancia o seu correto diagnostico®’. Os dados clini-
cos informados ao patologista nem sempre sdo com-
pletos, sendo necessario ter em mente todas essas
possibilidades diante da hipétese de OL.

O NC é neoplasia rara (0,25 a 0,5%) que acome-
te geralmente adultos jovens e tipicamente se loca-
liza na regido do ventriculo lateral, mostra um pa-
drao consistente de diferenciacdo neuronal e tem
bom prognéstico®°. O DNT é neoplasia glioneural
caracterizada por sua forte associacdo com epilepsia,
com localizacdo intracortical, participacdo de linha-
gens celulares neuronal e glial, e presenca freqlente
de anormalidades da arquitetura cortical'”'°. Os EP
sdo tumores de células ependimarias que podem
ocorrer ao longo do sistema ventricular, sendo mais
freqUientes na fossa posterior, no IV ventriculo.

Esses tumores podem apresentar areas oligoden-
drogliais, mas também apresentam areas mais ca-
racteristicas na histopatologia, que devem ser pro-
curadas mas nem sempre estdo presentes. Nos DNT
é util a identificacdo de areas cisticas com elemento
glioneural especifico constituido de pequenas células
oligodendroglial-like com arranjo colunar ao longo
de axdénios separados por uma matriz mixéide onde
existem neurdnios que parecem flutuar. A presenca
de zonas fibrilares acelulares é uma caracteristica as
vezes presente nos NC; enquanto a presenca de pseu-

dorosetas perivasculares e rosetas ependimarias é
caracteristica dos EP. Em situa¢des de maior dificul-
dade diagnéstica, o estudo imunoistoquimico com
marcadores glial e neuronal pode auxiliar no diag-
nostico diferencial, mas existem limitacdes também
na sua utilizacdo. Alguns estudos'"'? tém demons-
trado bons resultados utilizando marca d ores em OL
(Olig1 e Olig2), mas esses anticorpos ndo sao dispo-
niveis comercialmente para uso rotineiro. Portanto,
nao existe um marcador especifico para OL e o estudo
imunoistoquimico tem sido utilizado principalmente
para excluir outros diagndésticos, mais que para esta-
belecer a natureza oligodendroglial da neoplasia.
Entretanto, é necessaria muita cautela na avaliacdo
imunoistoquimica em OL, especialmente em amostras
pequenas. Nosso estudo, assim como outros auto-
res'®13-15 demonstra que OL pode ser positivo para
diferentes anticorpos, muitas vezes de forma focal,
sendo possivel encontrar areas de diferencia¢do neu-
ronal e glial em OL tipicos.

Na nossa casuistica, os OL mostraram areas de
positividade para GFAP em 78% dos tumores, sendo
em poucas células em 1/3 dos casos. Oligodendrécitos
normais ndo expressam GFAP, mas OL tipicos e formas
mistas, constituidas de uma mistura de astroécitos e
oligodendrécitos, podem expressa-lo. Koperek et al.’®
encontraram positividade para GFAP em todos os 10
OL tipicos estudados, sendo parcial na metade dos
casos. A expressao de GFAP nos OL pode ser explicada
pela presenca de alguns astrécitos maduros reativos
dentro do tumor ou de formas transicionais entre
astrécitos e oligodendrécitos, denominados microge-
mistocitos. E possivel também que as células tumorais
positivas representem oligodendrécitos imaturos,
que podem expressar transitoriamente GFAP. As for-
mas que apresentam maior grau de malignidade,
com hiperplasia endotelial e areas de necrose, podem
ser classificadas por alguns autores como glioblastoma
com componente oligodendroglial, e ndo existem
critérios claros para essa diferenciacdo, ficando muitas
vezes a critério do patologista e dependendo da ex-
tensdo da area oligodendroglial na amostra avaliada,
a classificacdo como OL anaplasico ou glioblastoma.
Tém sido sugerido®® que glioblastomas com éreas oli-
godendrogliais apresentam melhor prognéstico, e
nesses tumores podemos encontrar positividade para
marcadores gliais e as vezes neuronais. OL tipicos
também podem expressar proteina S-100", o que foi
demonstrado em 80% dos nossos casos, independen-
temente da expressdao ou nao de GFAP.

Areas focais de diferenciacdo neuronal também
podem estar presentes em OL, tendo ocorrido em
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28,6% dos casos estudados. A demonstracdo da
p resenca de genes com funcdes relacionadas e abun-
dantemente expressos em neurdnios normais em OL
com perda 195, sugere que os OL podem ter carac-
teristicas neuronais, apesar de seremprovavelmente
originados a partir de células de linhagem glial. Como
os OL sdo tumores infiltrativos e muitas vezes estdo
localizados préximo ao coértex, deve existir o cuidado
para ndo considerar como positivas as areas de infil-
tragcdo do tumor em tecido normal. A expressdo in-
tensa para marcadores neuronais, entretanto, deve
favorecer o diagnostico de NC, especialmente se a
localizacdo for ventricular, o que ocorreu em trés
casos estudados. Ja é bem conhecido que a expressao
de NSE pode ocorrer em tumores gliais'®, ndo sendo
especifica como marcador neuronal. Em nosso estu-
do, a expressdo abundante de sinaptofisina associada
a NSE, foi suficiente para demonstrar presenca de
diferenciacdo neuronal. Outro marcador neuronal
que tem sido utilizado de maneira crescente e esta
expresso especialmente no nicleo de neurdnios ma-
duros € o NeuN. Alguns autores'®'8'% sugerem que
seria o anticorpo de escolha pela sensibilidade e espe-
cificidade no diagnostico de NC. Na nossa casuistica
ele mostrou-se positivo focalmente em dois casos
estudados.

Concluindo, nosso trabalho demonstra que pode-
mos encontrar areas com expressdo de marcador glial
(GFAP) ou neuronal (sinaptofisina/NSE/NeuN) em OL
tipicos. Portanto, é necessaria cautela na avaliacdo
imunoistoquimica para diagnéstico diferencial desse
tumor, especialmente em amostras pequenas.
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