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TSNP resumo

Tumor estromal Introdugdo: os tumores estromais gastrointestinais possuem amplo espectro bioldgico, variando desde
gastrointestinal lesdes de comportamento benigno até aquelas de cardter maligno, capazes de ampla disseminagdo e
frequentes metastases viscerais. Atualmente, o progndstico estd baseado num escore, denominado grau
de risco. Entretanto, este sistema apresenta falhas, com tumores classificados como de riscos intermediério
Imuno-histoguimica e baixo associados ao desenvolvimento de metastases. Desta forma, s&o necessérios estudos que visem
ao aprimoramento desse sistema de classificacdo, destacando-se nesse campo, nos Ultimos anos, o
indice de proliferacéo celular que tem mostrado valor progndstico na predicéo da agressividade tumoral.
Objetivos: analisar critérios morfoldgicos (tamanho macroscépico, topografia do tumor, indice mitético,
necrose, subtipo histol4gico), verificar o grau de risco e pesquisar a aplicabilidade dos marcadores imuno-
histoquimicos (actina musculo-especifico, proteina S-100, Ki67 e p16ink4a) como fatores prognésticos do
tumor estromal gastrointestinal (GIST). Resultados: a analise univariada mostrou significancia com tumores
maiores que 5 cm, nimero de mitoses maior que 5/50 CGA, presenca de necrose, de grau de risco alto e
indice de proliferacéo celular (Ki67) maior que 5% com relacéo a reducéo da sobrevida global dos pacientes
(p=0,017;0,01; 0,001; 0,016; < 0,001 respectivamente). Os outros fatores analisados (subtipo histol4gico,
imunofendtipo e p16™#%) ndo mostraram significdncia. Conclusao: o grau de risco, o tamanho tumoral,
o indice mitético e a presenca de necrose corroboram evidéncias prévias da sua utilizagdo, como fatores
morfoldgicos progndsticos e o emprego do indice de proliferacdo celular (Ki67) associado ao grau de risco
para melhor esclarecimento do comportamento biolégico dos GIST.

Morfologia

Prognéstico

abstract IS

Introduction: Gastrointestinal stromal tumors (GIST) have a wide biological spectrum, ranging from benign to | Gastrointestinal stromal
malignant lesions, which are prone to wide spread and frequent visceral metastasis. Currently, the prognosis | mor

is based on a score system known as risk level. However, this system has some drawbacks. For instance, | yorphology

tumors classified as low or intermediate risk may be associated with the development of metastasis. Therefore,
studies are required to improve this classification system and incorporate recent developments such as cellular
proliferation index, which has shown prognostic value in the prediction of tumor aggressiveness. Objectives: | pryongstic
To analyze morphological criteria (macroscopic size, tumor topography, mitotic index, necrosis, histological
subtype), observe risk and investigate the usefulness of immunohistochemical markers (muscle-specific actin,
S$-100 protein, Ki67 and p16ink4a) as prognostic markers of GIST. Results: Univariate analysis showed that a
reduced global survival was significantly associated with tumor size greater than 5cm, mitotic index greater
than 5/50 CGA, presence of necrosis, a high risk level, and a cellular proliferation index (Ki67) higher than 5%
on the reduction of overall survivel of patients (p = 0.017, 0.010, 0.001, 0.016 and 0.0005, respectively).
Other factors such as histological subtype, immunophenotype and p16ink4a were not significant. Conclusion:
According to our data, risk level, tumor size, mitotic index and the presence of necrosis stood as morphological
predictors of reduced survival, which underpins previous evidence of their application. The cellular proliferation
marker Ki67 associated with risk level also proved to be a useful predictor of tumor aggressiveness.
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Introducao

Atualmente, o tumor estromal gastrointestinal (GIST)
é considerado a neoplasia mesenquimal mais comum do
tubo gastrointestinal (TGI)"® 39. Entre 10% e 30% dessas
neoplasias evidenciam comportamento agressivo, tendo
como principais sitios metastéticos o figado e a cavidade
peritoneal® '". Originam-se a partir das células intersticiais
de Cajal, que constituem verdadeiro marca-passo celular
do tubo disgestivo(* 29, Esta célula, de natureza mesenqui-
mal, apresenta em sua superficie receptor tirosina-quinase
subclasse Il (Kit), codificado pelo proto-oncogene c-Kit®?,
que, quando ativado, altera o receptor tirosina-quinase,
principalmente no seu dominio justamembrana, o que
corresponde a mutacdo do éxon 1102, Qutros locais de
mutacdo podem estar envolvidos, como o éxons 9,13 e
170.1213.27) O seu diagndstico esté baseado na expressao
imuno-histoquimica do anticorpo CD 117

A principal localizagdo do tumor estromal de células de
Cajal € no estdbmago (cerca de 60%), sequidos do intestino
delgado (30%), célons e reto (5%) e esdfago (5%)C>. Em
algumas ocasides, os GISTs podem se desenvolver fora do
trato gastrintestinal (TGI), como no mesentério, no omento
ou no retroperiténio® 2. Ao exame macroscopico, variam
de nddulos com poucos centimetros até grandes massas
solidas com areas de necrose (Figuras 1 e 2)©. Aluz da
microscopia apresenta-se em trés classicos subtipos: fusi-
forme, epitelioide e misto (fusiforme e epitelioide). Destes,
o fusiforme é o mais frequente e corresponde a cerca de
70% dos casos®.

O prognéstico das neoplasias estromais gastrointes-
tinais ainda € controverso e esta baseado num escore®,
que fornece o grau de risco de metastase e/ou recidiva,

Figura 1 - GIST gdstrico de pequenas dimensdes

Figura 2 - Massa tumoral aderida a segmento coldnico, a qual evidencia extensas
dreas de necrose

baseando-se no indice mitético e no tamanho da neoplasia.
Deve-se ressaltar, todavia, que o assunto esta longe de ser
resolvido, visto que existem neoplasias consideradas como
de baixo risco que mostram comportamento biol6gico
agressivo e com potencial metastatico® 2. Na busca de
possiveis indicadores que melhor retratem o prognéstico
desta neoplasia, analisamos a contribuicdo dos marcadores
imuno-histoquimicos p16™ (proteina reguladora do ciclo
celular), do Ki67 (indice de proliferacdo celular), do grau de
risco, do imunofenétipo e dos achados histoldgicos, como:
necrose, indice mitético e subtipo.

Pacientes e métodos

Dados clinicopatolégicos

O estudo foi transversal, retrospectivo, em 42 casos de
GIST, com expressdo imuno-histoquimica fortemente posi-
tiva para o anticorpo anti-CD117. Estes corresponderam a
tumores completamente ressecados entre janeiro de 1982
e fevereiro de 2005, no Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(HUCFF/UFR)) e no Hospital Universitario Gaffrée e Guinle
da Universidade do Rio de Janeiro (HUGG/UNI-RIO).
Nesta amostra, os 42 pacientes ndo tinham evidéncia de
doenca disseminada no ato operatério, e os dados, como
sexo, idade, tamanho macroscépico e evolucéo clinica,
foram obtidos dos prontuérios médicos. O tempo de evo-
lucéo foi contado a partir da data da cirurgia até o dltimo
contato do paciente, com seguimento de um a 195 meses.
O prognéstico foi dividido em: paciente vivo e sem recor-
réncia da doenca; vivo e com recorréncia da doenca; e os
casos de 6bito pela doenca.
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Quanto a morfologia foram avaliados o indice mitético,
o subtipo histolégico, a necrose e o grau de risco de acordo
com o consenso (Tabela)®.

Tabela Consenso progndstico do GIST(9)

Grau de risco Tamanho indice mitdtico
macroscopio (cm) (50 CGA)

Baixissimo <2 <bh
Baixo 2-5 <bh
Intermediario <3 6-10
5-10 <5h
>h >bh

Alto > 10 qualquer indice
qualquer tamanho > 10

GIST: tumor estromal gastrointestinal.

Foram utilizados os anticorpos monoclonais Dako:
anti-CD117 (diluicdo: 1:100, cédigo A4502), anti-Ki67
(diluicdo:1:250, cédigo M7240), antiproteina S-100 (dilui-
¢&0:1:1.000 cédigo Z0311), antiactina misculo-especifico
(diluicdo:1:250, cédigo M0635) e p16™“ (diluicao 1:20)
K5334 pronto para uso. As laminas foram mergulhadas em
tampéo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA)/TRIS
com pH =9, em banho-maria, a temperatura de 97,5°C por
40 minutos. Apds resfriarem em temperatura ambiente por
20 minutos, as laminas foram lavadas em 4gua destilada e
colocadas em solucdo tampao salina de fosfato (PBS) com
pH = 7,4 com TWIN 20 (Sigma cédigo P7949), sendo
realizados trés banhos de cinco minutos cada. Em seguida,
os cortes foram incubados com os anticorpos previamente
diluidos em uma solugdo de PBS-TWIN20+BSA a 0,1%.

A quantificacdo das células positivas para o anticorpo
anti-Ki67 foi realizada num universo de 1.000 células™. Os
tumores foram classificados em duas categorias: tumores
< 5% e aqueles > 5% de células positivas. A positividade
para o anticorpo antiproteina S-100 e antiactina muscu-
lo-especifico determinou o imunofenétipo dos tumores,
classificando-os como: muscular, neural, duplo ou nulo.

Com relacéo ao anticorpo anti-p16™2, foram emprega-
dos critérios ja utilizados® 3" em GIST e tumores de partes
moles. A marcacdo foi considerada de baixa expressao
quando o nimero de células ndo marcadas foi superior a
20% do total, e de alta expressdo quando o nimero de
células positivas foi superior a 80% do total, dividindo os
casos em duas categorias: baixa expressdo e alta expressao
do p16ina,

Analise estatistica

Utilizou-se o programa SPSS 13.0 com andlises das
frequéncias diretas e univariadas de todos os fatores
prognésticos estudados com relacdo a sobrevida global,
empregando-se o teste Kaplan Meier, sendo estabelecido
valor de significancia < 0,05.

Resultados

O grupo de estudo de 42 pacientes foi constituido por
25 mulheres (59,5%) e 17 homens (40,5%), com média
de idade de 58,48 + 13,71, variando entre 24 a 83 anos.
Com relacéo a topografia das neoplasias, 18 situavam-se no
estdbmago (42,9%), 15 no intestino delgado (35,7%), seis
no intestino grosso (14,3%) e 3 no es6fago (7,1%).

O tamanho macroscépico das neoplasias variou de
1,2 a 24 cm (média 8,08 + 5,8), sendo que 16 tumores
mediam até 5 cm no maior eixo (38,1%) e 26 foram
maiores que 5 cm (61,9%).

Quanto ao indice mitético, 30 casos apresentavam
menos que cinco mitoses/50 CGA (71,4%) e os demais
(12), mais que cinco mitoses/50 CGA (28,6%).

Com relacdo ao subtipo histolégico, 23 tumores
(54,8%) apresentaram padrdo fusiforme, cinco epitelioide
(11,9%) e 14 mistos (33,3%). A necrose foi presente em 15
casos (35,7%) e ausente em 27 casos (64,3%).

Quanto ao grau de risco, os tumores apresentaram um
caso de baixissimo risco (2,4%), 13 casos de baixo risco
(31%), 13 casos de risco intermediario (31%) e 15 casos
de alto risco (35,7%).

Figura 3 - GIST intestinal. Marcagéo nuclear imuno-histoquimica (Ki67), fortemente
positiva (20X)
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O anticorpo anti-Ki67 mostrou 26 tumores (61,9%)
com indice de proliferacdo celular menor que 5%, tendo
o restante, 16 tumores (38,1%), indice maior ou igual a
5% (Figuras 3 e 4).

Figura 4 - £m detalhe (40X), marcagéo das células tumorais maiores que 5%

O anticorpo anti-p16™# revelou que em 30 casos
(71,4%) a negatividade foi maior ou igual a 20% e em 12
casos (28,6%) a positividade foi maior que 80%.

O imunofenétipo evidenciou 18 tumores com di-
ferenciacdo muscular (42,9%), 12 com diferenciacdo
neural (28,6%), 5 com dupla diferenciacdo (neural e
muscular) (11,9%) e 7 tumores com nula diferenciacao
(16,7%).

Quanto ao status dos pacientes, 26 pacientes encon-
travam-se vivos sem doenca (61,9%), 8 pacientes vivos
com doenca (19%) e 8 6bitos em decorréncia da doenca
(19%), sendo que o periodo de acompanhamento variou
entre um e 195 meses, com mediana de 29 meses.

Valor prognéstico

A avaliacdo do valor prognéstico mostrou que as se-
guintes varidveis estavam associadas a menor sobrevida
do paciente: tumores de alto risco, quando comparados
com os demais (p = 0,016); as variaveis que compdem o
grau de risco também mostraram significancia estatistica
quando analisadas isoladamente, ou seja, tumores >5 cm
(p=10,017), assim como aqueles com indice mitdtico su-
perior a cinco mitoses/50 CGA (p = 0,01). Outra variavel
que também se mostrou importante foi a presenca de
necrose tumoral (p = 0,001), além do indice de prolifera-
céo celular maior que 5% (p < 0,001). As demais variaveis
estudadas ndo mostraram significancia estatistica na
presente amostra.

A caracterizacdo do comportamento biolégico dos GISTs
ainda é um dos maiores desafios relacionados com essa neo-
plasia. Numerosos estudos®@ # 1819 20.21, 25 procuram definir os
fatores prognésticos que seriam capazes de estabelecer uma
linha diviséria entre o tumor estromal de bom progndstico e
aquele de mau progndstico. Esta reviséo confere ao grau de
risco importante papel no prognéstico dos pacientes com GIST,
a exemplo de outros previamente existentes® '#2, Entretanto,
observamos que pacientes cuja neoplasia foi classificada como
de baixo risco fez-se acompanhar, posteriormente, do desen-
volvimento de metéstase hepatica. Esta situacdo também jé se
encontra relatada na literatura, inclusive em casos de baixissimo
risco® 29, Diante dessas evidéncias, entende-se que, embora o
grau de risco seja um bom indicador do prognéstico do pacien-
te, ele precisa ser mais discutido, principalmente nos tumores
classificados como de riscos baixo e intermediario. Destaca-se,
nesse contexto, o trabalho de Miettinen et al.!9, em que sdo
propostas mudancas na classificacdo de risco, com a incluséo
da topografia da neoplasia. Esta situagdo decorre da descoberta
de que alocalizagdo do tumor influencia no prognéstico, o que
ndo se acreditava anteriormente®. Sendo assim, neoplasias
gastricas teriam prognéstico mais favoravel que em outros sitios
(intestino delgado, c6lons, reto e esdfago), quando semelhantes
nos pardmetros morfolégicos'®. Entretanto, entende-se que
sao necessarios estudos adicionais aplicando-se o novo sistema
em outras séries.

O tamanho macroscépico da leséo > 5 cm também se
constituiu em importante fator progndstico, pois nesta revisdo
nenhum paciente com tumor < 5 cm faleceu em decor-
réncia da doenca, embora dois pacientes ja apresentassem
metéstase, diferentemente do grupo de 26 pacientes com
tumores maiores que 5 cm, no qual 14 tiveram metastases
e/ou faleceram@ 11151835 Qutro critério morfolégico que
mostrou significancia estatistica quanto ao progndstico com
relacdo a sobrevida global foi o indice mitético. Os tumores
com mais de cinco mitoses/50 CGA levaram seus portadores
ao Obito e/ou metastase em 83,4% dos casos. Por outro lado,
pacientes com neoplasias que evidenciaram indice mitético
menor que cinco mitoses/50 CGA encontram-se vivos e sem
recidiva em 80% dos casos, achados esses corroborados por
outros autorest® 111 18,35),

Todavia, devemos atentar para o fato de que estas duas
varidveis sdo aquelas que constituem o grau de risco e que
a sua analise de forma isolada devera ser estudada em uma
série maior de casos, para que se possa, assim, verificar o
seu real valor prognoéstico. Destaca-se por Gltimo a necrose,
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por ser o mais significativo fator prognéstico histopatolégico
encontrado no presente estudo (p=0,001). A necrose foi um
achado em 15 tumores, com sete pacientes evoluindo para o
6bito (46,7%), enquanto no grupo sem necrose apenas 1/27
pacientes evoluiu para o 6bito (3,7%).

O Ki67 é um marcador imuno-histoquimico amplamente
estudado® 101192232 e que se mostra de grande utilidade no
prognoéstico do GIST. Mais recentemente™ 239, foi demons-
trado que o indice de proliferacdo maior ou igual a 5% esta
relacionado com neoplasias de mau progndstico e consequente
baixa de sobrevida, o que também pode ser constatado neste
estudo, pois 87,5% dos pacientes com tumores cujo indice de
proliferacdo foi > 5% apresentaram metéstase e/ou faleceram,
enquanto em casos cujo indice foi < 5%, apenas 7,7% evi-
denciaram tal resultado. Entende-se, assim, de acordo com os
resultados de outras séries e também da nossa, que o Ki67 tem
grande utilidade como fator prognéstico; contudo, acredita-se
que ele deve estar associado a outro fator ou a fatores morfold-
gicos e/ou imuno-histoquimicos, na tentativa de otimizar seu
emprego, devido a existéncia de casos de tumores com baixo
indice de proliferacdo, de mau progndstico, e até neoplasias
com alto indice de proliferacdo, de bom prognéstico.

Existem, ainda, outros estudos na literatura que analisam
fatores progndsticos® & 28 31.39 porém a dificuldade de com-
para-los com o atual material e, a0 mesmo tempo, com outros
estudos mais recentes® '8 1% 3% provém da incerteza de que
esses autores estariam revendo casos de verdadeiros GIST, ja
que somente apds 1998, quando Hirota et al. apresentaram o
marcador imuno-histoquimico especifico, passou-se a ter maior
certeza sobre a casuistica em discussao. Além disso, algumas
revisdes('% 2 32 ytilizam diferentes metodologias que estdo
representadas pela forma de contagem do indice mitético, me-
dicdo do tamanho macroscépico da lesdo tumoral e avaliagéo

da presenca ou ndo de necrose, o que dificulta a comparacéo
e utilizacdo dos resultados dessas analises no que diz respeito a
procura por critérios morfolégicos prognésticos do GIST.

Quanto ao p16™4, ndo houve correlagdo com o prog-
ndstico, pois no grupo (30 pacientes) em que este deveria
mostrar mau progndstico (metéstase e/ou 6bito), ha 18
pacientes vivos e sem doenca (60%), adicionado ao fato de
que outro conjunto (12 pacientes), que deveria mostrar tu-
mores com bom progndstico, apresenta quatro casos de mau
prognéstico (33,3%), com os nossos achados corroborados
por Nakamura et al.%. Tal fato pode ter sido influenciado
pela diferente metodologia utilizada, pois nos estudos em
que houve correlacdo? 2> 2, a pesquisa foi feita por biologia
molecular. De qualquer forma, em nossa opinido, ndo se deve
descartar o marcador p16™*, por enquanto, como possivel
fator prognéstico do GIST, e sim constituir uma série de casos
heterogéneos para a sua pertinente indicacao.

Quanto a topografia geral das neoplasias estromais,
subtipos histolégico e imunofendtipo, ndo houve correla-
¢do com a sobrevida global, o que confirma os achados de
outras séries(-20,

Conclusao

O grau de risco continua sendo importante na avaliacdo do
progndstico dos pacientes com GIST, contudo, sugerimos que
este deve ser empregado associado ao indice de proliferacéo
celular (Ki67) e a presenca de necrose, que viria de encontro a
caracterizacdo dos grupos de risco, separando assim os pacien-
tes que necessitam de terapia adjuvante imediata daqueles que
devem ser acompanhados ambulatorialmente.
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