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GLIOBLASTOMA PEDIATRICO

Estudo clinico patoldgico de 12 casos com
imunoistoquimica para proteina p53

Leonora Zozula Blind Pope’, Maria José Serapiao?, Carlos José Serapiao?,
Maria Marcelina Silva Teive Oliveira®, Paulo Roberto Benites Filho?,
Elizabeth Scheneider Gugelmin®, Luiz Fernando Bleggi-Torres’

RESUMO - Glioblastoma é um dos tumores primarios mais letais do sistema nervoso central (SNC). Apesar
dos significativos progressos, ha poucas anélises em criancas. Com o objetivo de avaliar localizacdo, idade,
sexo, sobrevida e imunoistoquimica para proteina ps53, foram coletados casos de glioblastomas pediatricos
do “Banco de Tumores do SNC de Curitiba”, durante 1987-2003 e do Hospital Municipal Jesus, Rio de Janei-
ro, de 1970 a 1988. Doze preencheram os critérios de inclusdo. A idade variou até 12 anos (média 7), sendo
sete do sexo feminino e cinco do masculino. A sobrevida média foi 7,9 meses. Localizavam-se em hemisfé-
rios cerebrais (58,4%), mesencéfalo e tronco (33,3%) e um no cerebelo. A imunoistoquimica demonstrou p53
positivo em g (75%). Em concluséo, glioblastoma tem comportamento semelhante entre criancas e adultos,
sendo nestas menos freqlientes. Acomete hemisférios cerebrais com maior freqtiéncia que estruturas infra-
tentoriais, mostrando alta sensitividade com a imunomarca¢do para proteina p53, sendo nestes casos mais
agressivos, com menor sobrevida.

PALAVRAS-CHAVE: glioblastoma pediétrico, proteina ps53, tumor cerebral pediatrico.

Pediatric glioblastoma: a clinicopathological study of 12 cases with p53 protein immunohistochemistry

ABSTRACT - Glioblastoma is one of the most lethal central nervous system (CNS) primary tumor. Although
significant progress, only few analysis have been made in pediatric glioblastoma, which are less common
and have worse prognosis than in adults. To evaluate gender, site, age, survival, and immunohistochemis-
try to p53, we selected cases of pediatric glioblastoma of “CNS Tumors Database in Curitiba”, 1987-2003 and
of the Hospital Municipal Jesus, Rio de Janeiro, 1970-1988. Twelve tumors were included. The age ranged
from up to 12 years (median 7). There were 7 females and 5 males. The median survival was 7.9 months. Lo-
cation was: cerebral hemispheres (58.4%), mesencephalon and brainstem (33.3%) and one case in the ce-
rebellum. Immunostained to p53 in 9 (75%) cases. In conclusion, glioblastoma behaves similarly in children
and adults. It is rare in children, affects both cerebral hemispheres more than brainstem and cerebellum and

shows strong immunohistochemistry to p53.

KEY WORDS: childhood glioblastoma, p53 protein, pediatric brain tumor.

O glioblastoma (GB) é neoplasia astrocitaria ma-
ligna, atingindo pacientes da quarta a sétima décadas
de vida, cuja sobrevida pés-operatdria, apesar do tra-
tamento, é de 12 meses'. Muito se tem estudado so-
bre a biologia molecular das neoplasias, em busca de
melhores entendimentos e acima de tudo da possibi-
lidade de ofertar ao paciente um melhor prognosti-

co. Existem muitas pesquisas sobre os GB, observan-
do-se grande numero de alteracdes cromossdmicas,
genes e suas respectivas proteinas com consequen-
te importancia para o conhecimento desta neoplasia.
Os GB pediatricos sdo raros e letais e os pesquisadores
identificam algumas particularidades nesta popula-
¢d0*>. Um melhor conhecimento acerca desta neopla-
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sia, por parte de toda a equipe multidisciplinar, pode
conduzir a mais adequada acao terapéutica, resultan-
do num melhor progndstico, incluindo mesmo as ain-
da consideradas alternativas, como a terapia génica.
Torna-se, pois, importante estudar e relacionar as ca-
racteristicas morfoldgicas, indices prognosticos como
a proteina codificada pela mutacdo do gene supres-
sor tumoral p53 do glioblastoma quando presente na
crianga. Ha evidéncias de que glioblastomas primarios
e secundarios constituem entidades diferentes, envol-
vendo vias genéticas préprias, pacientes em distintas
faixas etarias e com respostas variadas ao tratamen-
to® 8. Alguns autores relatam que na faixa etaria pe-
diatrica, os glioblastomas primarios ou “de novo” cor-
respondem a grande maioria dos casos®.

Sobre a biologia molecular dos glioblastomas pe-
didtricos, os dados atuais indicam uma ativacado pre-
ferencial da via do gene supressor tumoral p53"°™. Ga-
nigi et al.”3, estudaram 54 casos de glioblastomas em
pacientes de o0 a 15 anos e suas expressdes imunoisto-
quimicas para proteina ps3, relacionando com a so-
brevida e topografia dos tumores. A imunorreativi-
dade foi 53,7%, predominando nos talamicos (75%),
e hemisférios cerebrais (62,2%), seguido do tronco
encefalico com positividade em 30% dos casos. Asso-
ciaram ainda, maior expressao desta proteina em pa-
cientes com pior prognostico.

O objetivo deste estudo foi analisar as caracteris-
ticas epidemioldgicas dos GB pediatricos, avaliando
idade, sexo, topografia, sobrevida, e verificar a parti-
cipacdo da proteina codificada pela muta¢do do gene
supressor tumoral p53.

METODO

A casuistica utilizada derivou, em parte, do “Banco de
Patologia Tumoral do Sistema Nervoso Central”, na cida-
de de Curitiba. Para tanto, foram pesquisados os livros de
registros ou arquivos de biépsias do periodo de novembro
de 1987 a dezembro de 2003 dos Servicos de Anatomia Pa-
toldgica dos principais hospitais da cidade de Curitiba que
sdo responsdveis por mais de 95% da rotina neurocirurgi-
ca do municipio. O “Banco de Patologia Tumoral do Siste-
ma Nervoso Central”, apresentou um total de 3318 bidpsias
de neoplasias cerebrais. Destas, 353 (10,6 %) correspondem
a glioblastomas multiformes, adultos e pediatricos. Na faixa
etaria pediatrica, até 12 anos, foram identificados 21 casos
(3,37%), sendo esta a popula¢do alvo do estudo.

A outra parte da casuista derivou do Hospital Municipal
Jesus - RJ, no periodo de 1970 a 1988. Todos os casos foram
de criancas que faleceram neste intervalo, sendo submeti-
das a necropsia pelo mesmo grupo de patologistas.

O estudo foi aprovado pelas Comissdes de Etica das ins-
tituicdes.

Os critérios de inclusdo para o presente estudo foram a
presenca de histéria clinica, incluindo tempo de evolucao,
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sobrevida e acompanhamento dos pacientes; presenca nos
arquivos, de laminas e blocos de parafina para estudo his-
toldgico e imunoistoquimico; e material em boas condi¢es
de preservagao.

A idade definida foi até 12 anos, valor de referéncia uti-
lizado pela OMS.

Os dados epidemioldgicos como idade, sexo, localizacdo
do tumor, sintomatologia, exame fisico e tempo de evolugéo,
foram obtidos a partir de revisdo dos prontudrios médicos.

O método imunoenzimatico utilizado foi a estreptavi-
dina-biotina-peroxidase. O anticorpo utilizado foi o marca-
dor de proliferacdo celular ps3, um anticorpo monoclonal
(Zy Méd, 1:200).

Para a avaliagdo histoldgica dos casos, foram examina-
dos cortes corados em HE, avaliando-se a presenca de areas
de necrose, proliferacdo vascular, atipias celulares, atividade
mitdtica e os padrdes celulares encontrados. Todos os casos
foram revisados e aplicados os critérios diagnésticos.

A imunoistoquimica foi avaliada se utilizando uma gra-
ticula (Graticules LTD, Tonbridge Kent, UK), adaptada a ocu-
lar do microscépio reproduzindo em campos de grande au-
mento sem necrose e repletos de células tumorais, um total
aproximado de 522 células fora das linhas de interseccdo do
campo microscopico. Em cada um dos casos foram conta-
das 2610 células (5 a 10 CGA). As areas selecionadas foram
as mais representativas, com maior concentracdo do coran-
te, chamadas de “hot spots” ™.

Para determinar o nimero minimo de células a serem con-
tadas, os resultados foram analisados se utilizando a teoria
da distribuicdo binomial, com um intervalo de confianca de
95%, de acordo com a féormula de Montegomery e Runger™:

N>Z'pq
o
onde:
Z: estatistica padronizada Z; p: proporgao de células ne-
oplésicas imunorreativas; g: proporcao de células neoplasi-
cas ndo imunorreativas; e: erro amostral admitido.

RESULTADOS

O numero total de casos avaliados foi 12. Quan-
to ao género, 7 (58,3%) dos pacientes eram do
sexo feminino e 5 (41,7%) do masculino. A relacédo
feminino:masculino foi 1,4:1. A faixa etaria foi 0 a 12
anos, com média de 7 anos de idade. Dois casos foram
identificados em pacientes muito jovens, um lactente
e uma crianga de 1 ano. Trés criancas tinham 5 anos e
duas 7. As demais criancas (5) eram maiores e tinham
entre 9 a 12 anos. Topograficamente, 7 (58,4%) esta-
vam localizados em hemisférios cerebrais: dois parie-
to-occipitais, 3 fronto- parietais, 1 fronto-temporal, e
1 frontal. Quanto a lateralidade, 4 a direita e 3 a es-
querda. Foram identificados 4 casos (33,3%) em me-
sencéfalo e tronco encefalico, todos eram bastante
volumosos, com destruicdo e invasao da ponte, bulbo
e tdlamo (Fig 1). Um caso (8,3%) foi primario de cere-
belo. A sobrevida média foi 7,9 meses (Tabela).
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Tabela. Distribuicdo dos pacientes com glioblastoma de acordo com os critérios clinicos e imu-

noistoquimicos estudados.

Caso Sexo Idade Local Sobrevida  Total de Células
(anos) (meses) células p53 +
1 M 12 Parieto-ocipital E 7 2610 180
2 F 5 Fronto-temporal D 6 2610 199
3 F 1 Parieto-ocipital E o 2610 205
4 F 1 Fronto-parietal D 1 2610 1985
5 F 12 Frontal D 15 2610 o
6 M Fronto-parietal E 13 2610 2154
7 F o Fronto-parietal D 10 2610 323
8 F 5 Tronco encefélico 7 2610 o
9 F 7 Ponte 12 2610 [¢)
10 M 10 Cerebelo 7 2610 1870
1 M 7 Mesencéfalo e talamo 1 2610 208
12 M 5 Ponte 6 2610 270

As altera¢Ses macroscopicas encontradas no exa-
me de necropsia foram: 3 pacientes apresentaram le-
soes em mesencéfalo e tronco cerebral (casos 8, g e
12). No exame a fresco dos encéfalos, foram encon-
tradas sufusdes hemorragicas em leptomeninges, hér-
nia de uncus e aumento volumétrico do tronco ence-
falico. Apds fixacdo e andlise dos cortes, identifica-
ram-se extensas neoplasias com substituicdo parcial
do mesencéfalo, ponte e bulbo; deformacao do 4°
ventriculo, com aderéncias entre o assoalho e o teto
(Fig 1A,B). No caso 11, a neoplasia acometia mesencé-
falo e tdlamo, era necrética, hemorragica e volumo-
sa, com hidrocefalia, dilatacdo do 3° ventriculo, com-
pressdo do aqueduto do mesencéfalo e colabamen-
to do 4° ventriculo (Fig 1C). Os demais apresentaram
extensas lesGes necrotico-hemorragicas em hemisfé-
rios cerebrais e um em cerebelo.

Microscopicamente foram encontradas areas de
necrose, de formato geografico ou focal, envoltas por
palicada de células neoplasicas, proliferacdo vascular
com formacao de glomeruldides, em todos os casos
(Fig 2A,B). A celularidade era aumentada, com ati-
pias citoldgicas, pleomorfismo e figuras de mitose (Fig
20). O tipo de células variou de caso para caso, em al-
guns se evidenciavam células gemistociticas (caso 1),
em outros, um padrado de células pequenas (casos 5,
6 e 10). Por vezes, predominavam as células gigantes
com acentuado pleomorfismo (casos 8 e 11). Todos os
casos revisados confirmaram o diagnéstico prévio de
glioblastoma.

Os resultados imunoistoquimicos para o anticorpo
ps53 tiveram positividade nuclear. Nove casos (75%)
foram positivos e 3 casos (25%) foram negativos. En-
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tre os casos positivos, 3 deles demonstraram imunor-
reatividade difusa e em 6 a marcacao foi focal, po-
rém de moderada a forte. A positividade maxima foi
2154 células (Fig 2D).

DISCUSSAO

As neoplasias cerebrais em criancas sdo frequentes,
20-30% correspondendo a gliomas de baixo grau®, de-
pendendo da localizacdo topografica para a definicdo
do comportamento biolégico, tendo indices de sobre-
vida em 5 anos de 70-82%". Neoplasias malignas astro-
citarias na infancia sdo infrequentes, entre elas o glio-
blastoma, com uma sobrevida média de 12 meses*34*°,
Os glioblastomas pediatricos, devido a sua baixa fre-
qléncia, tém caracteristicas clinicas, modalidades te-
rapéuticas e sobrevida, pouco definidas na literatura.

O glioblastoma é um tumor bastante estudado.
Apesar do pouco conhecimento que se dispde, con-
seguiu-se entender um pouco da biologia molecular
em pacientes adultos®?®, numa tentativa de prever o
prognéstico e tentar oferecer melhores alternativas
terapéuticas. Permanece, no entanto, a divida de que
aquela mesma via genética possa levar ao desenvolvi-
mento de glioblastomas em criancas e, neste caso, se
a mesma terapéutica mostrar-se-ia eficaz.

A amostra estudada foi valida. A revisdo da lite-
ratura demonstrou que as grandes séries de glioblas-
tomas pedidtricos variam de 2 a 13 casos 3, a maior
casuistica encontrada foi a de Ganigi et al.3, que es-
tudaram 54 casos, entre o e 15 anos; a faixa etaria na
presente casuistica foi o a 12 (OMS).

A distribuicdo por género, demonstrou um discre-
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Fig 1. (A) Caso 8, encéfalo ndo fixado com aumento volumétrico do tronco encefalico; (B) Caso 9, corte mé-
dio sagital, tumor em ponte, com infiltragdo do mesencéfalo e compressdo do 4° ventriculo, (C) Caso 11, cor-
te médio sagital, tumor em tdlamo e mesencéfalo.
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Fig 2. (A) Neoplasia com dreas de necrose em palicada (seta),; (B) vasos glomeruldides; (C) atipias celulares; (D)
imunoistoquimica para p53, positividade nuclear.
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to predominio do sexo feminino em relag¢do ao sexo
masculino, numa proporcao de 1,4:1. Resultados di-
ferentes dos disponiveis na literatura mundial, que
demonstram um discreto predominio do sexo mas-
culino, com a relagdo masculino:feminino variando
de 1,7:1 a 3:2>34%,

A faixa etaria foi 0 a 12 anos, com média de 7 anos.
Cinco criancas (41,7%) tinham acima de g anos de ida-
de. Este resultado é comparavel aos da literatura que
demonstra que os glioblastomas pediatricos em he-
misférios cerebrais ocorrem em criancas por volta dos
12 anos, enquanto os de tronco cerebral em criangas
mais jovens>*42°. Os nossos resultados séo semelhan-
tes aos da literatura, em que a média etaria esta em
torno dos 10 anos e os casos em criancas menores de
5 anos sdo pouco freqUentes. Em nossa série, apenas
2 casos tinham menos de 5 anos e a media de idade
foi um pouco menor, 7 anos. E importante observar
que a maioria das séries inclui como crianca a idade
de 0 a 18 anos, no presente estudo, utilizamos os cri-
térios da OMS, e a idade maxima foi de 12 anos*342°,

Os gliomas malignos em criancas, nas maiores sé-
ries descritas, acometem os hemisférios cerebrais, o
tronco encefalico, cerebelo e até medula espinhal,
com leve predominio hemisférico, diferentemente
dos adultos em que o achado fora dos hemisférios
cerebrais é excepcional****°. Os nossos achados sdo
compardveis aos descritos, em que ha leve predomi-
nio de tumores em hemisférios cerebrais, mas 33,3%
dos casos eram de tronco encefalico, além de um caso
em cerebelo, também pouco encontrado na literatu-
ra. O local mais frequiente, descrito na literatura é o
lobo frontal (27%), seguido pela ponte (25%)34*°. Em
nosso estudo 5 (41,6%) tumores acometeram o lobo
frontal e 3 (25%) a ponte.

A sobrevida maxima foi 15 meses e a média 7,9. Os
tumores de tronco encefalico acometeram criancas
entre 5 e 7 anos e tiveram sobrevida pequena; ja os
tumores em hemisfério cerebral, atingiram as criancas
de maior idade, exceto o caso 7, e exibiram sobrevida
um pouco maior, chegando até 15 meses. Estes resul-
tados sdo comentados na literatura®+*°. A sobrevida
descrita é 12 meses, 4 meses acima do encontrado nes-
ta populacdo, talvez por diagnosticos mais tardios,
diminuindo a sobrevida global.

O ps53 foi positivo em g casos (75%) e negativo em
apenas trés, demonstrando assim um acumulo desta
proteina em nivel nuclear, detectado por via imunois-
toquimica e ndo por métodos de biologia molecular,
significando mutacdo no gene ps53. A principal via ge-
nética para o surgimento desta neoplasia parece ser o
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p53, devido a positividade imunoistoquimica em 75%
de nossos casos. A muta¢do do gene p53 em tumores
cerebrais na infancia tem sido estudada por muitos
autores, relacionando-a ao prognéstico e sobrevida.
Pollack e colaboradores®™ estudaram a mutacado e su-
perexpressdo do p53 em 29 crian¢as com gliomas ma-
lignos em relacdo ao progndstico e observaram que
38% dos pacientes apresentaram a mutacdo e que os
pacientes sem a mutacdo apresentaram uma sobrevi-
da maior, em comparacdo com as que demonstraram
a alteracdo; Pollack , em outro estudo, verificou a as-
sociacdo entre a idade e a freqUéncia de mutagdes
no gene p53". Ganigi et al.?, também relacionaram a
superexpressdo do p53 e do bcl-2 a um pior prognés-
tico. No presente estudo, nove das criancas tiveram a
imunomarcacao positiva para o ps3 e a sobrevida foi
pequena, com uma média de 6,7 meses, menor que a
sobrevida global. Entre os trés casos negativos, a so-
brevida foi 7, 12 e 15 meses, maior que a média geral.
O caso de maior sobrevida no estudo, 15 meses teve
negatividade para o anticorpo p53. Ainda que com
pegueno nimero de casos, a alta positividade para
0 p53 parece se relacionar com a baixa sobrevida dos
pacientes, justificando assim o mau prognéstico desta
doenca também em criancas.

Se, glioblastomas resultam de uma transformacéo
neoplasica de astrécitos com anaplasia em uma con-
tinua desdiferenciacdo de células gliais (secundario),
nao é irracional imaginarmos que surjam tardiamente
na vida como resultado de uma transformacao ne-
oplasica. Esta observacdo pode ser suportada pela
predominancia de astrocitomas na infancia e pelo
aumento da incidéncia de glioblastomas em adultos.
Se, glioblastomas sdo o resultado de uma transforma-
¢do neoplasica astrocitaria, estes achados suportam a
idéia de que glioblastomas na infancia ndo se origi-
nam de astrocitomas preexistentes, mas sim de astré-
citos com provaveis mutacdes no genoma, “de novo”,
preenchendo critérios para GB primario’. Apoiamos o
fato de que, na crianca, a maior parte dos casos sur-
jam “de novo” e que a principal via molecular seria
a mutacdo no gene ps53, associado a um prognéstico
pior, quando comparado aos casos de adultos.
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