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RESUMO

Os tumores neuroenddcrinos sao um conjunto de neoplasias agrupadas por
caracteristicas morfofuncionais em comum porém de grande variabilidade de sitios de
acometimento, histogénese, apresentacdo clinica e progndstico. O presente estudo afere o
perfil de imunomarcacao, com o objetivo de caracterizacao da histogénese e correlagdo com
fatores determinantes de seu comportamento bioldgico. Foram selecionados 20 casos de pegas
cirrgicas com o diagndstico histopatologico de neoplasias neuroenddcrinas. Reacdes
imunoistoquimicas com anticorpos especificos para identificar as proteinas Sinaptofisina,
Cromogranina, Ki67, p53, c- kit, VEGF, e- caderina, 34BE12, CD99, ¢ S100 foram
empregadas. A expressao foi medida em escalas em dois e quatro niveis, e suas frequéncias
foram comparadas as médias ou freqiiéncias das demais variaveis do estudo — idade, sexo,
localizagao tumoral, classificacdo conforme a OMS, e classificagdo em dois niveis
prognosticos. A avaliagdo dos resultados demonstra que para a Cromogranina a
imunoexpressdao moderada a forte foi observada em 95% dos casos, enquanto que CD99 e
34BE12 foi observada em apenas em 5% dos casos. A marca¢do do ki67 foi mais intensa nos
tumores malignos. A expressao da proteina E-caderina foi mais frequentemente observada nas
neoplasias nao pertencentes aos tratos digestdrio e respiratorio. Os tumores neuroendocrinos
do aparelho digestério apresentam, respectivamente, pouca expressao para a proteina S100 e
elevada expressdao para Sinaptofisina. As demais varidveis nao mostraram diferengas
estatisticamente significativas. Estes resultados estabelecem correlagdo com a histogénese.
Verifica-se aparente especificidade das neoplasias com a Cromogranina, € Sinaptofisina, e ki-
67, além da inespecificidade para 34BE12. Verifica-se ainda que algumas destas proteinas sao
mais observadas em tumores de sitios especificos, como S100, e a E-caderina. VEGF, CD99,
p53 e c-kit sdo expressos em pequenos subconjuntos destes tumores, nao correlatos as

variaveis estudadas.
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ABSTRACT

Neuroendocrine tumours are a group of neoplasias that share morfofuncional
characteristics but have a great variety of location, histogenesis, clinical presentation and
prognosis. This study tests the immunohistochemistry profile of immunostaining to determine
histogenetic characteristics and correlations with biological behavior determining factors.
Twenty retrospective neuroendocrine tumors cases were selected and submitted to
immunohistochemistry reaction with specific antibodies against synaptophysin,
chromogranin, Ki67, p53, c- kit, VEGF, E-cadherin, 34BE12, CD99, e S-100. The
immunoreactivity was scaled into a two and four-levels scale, and its frequencies were
compared to the other variables — age, sex, location, classification according to WHO and
classification in two prognostic levels. Chromogranin was the most frequent marker, with
moderate to strong immunoexpression in 95% of the cases, and the least frequent markers
were CD99 and 34BE12, in 5%. Ki67 reaction was stronger in malignant tumors. E-cadherin
was more frequently observed in tumours outside digestive and respiratory sites. The
neuroendocrine tumours of the digestive tract had, respectively, S100 low expression and
synaptophysin high expression. All the other variables tested were not statistically significant.
This results made a histogenetic correlation. There is apparently specificity with
chromogranin, synaptophysin and ki-67, and there is not with 34BE12. Some of this proteins
are more frequent in specifical sites, as S100 and E-cadherin. VEGF, CD99, p53 and c-kit are

expressed in small and not correlated to the studied variables subgroups of tumours.
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1. INTRODUCAO

Os tumores neuroendocrinos sdao neoplasias que contém grande variabilidade
morfologica e de progndstico. Agrupadas sob a mesma denominagdo, possuem variagdo de
etiologia, patogenia, apresentacdes clinicas, morfologia, progndstico e tratamento. Além de
existirem numerosas varidveis a serem consideradas, muitas vezes estas sdo interdependentes,

e consequentemente de dificil estudo.

No presente momento, had poucas varidveis correlatas ao progndstico, pois lesdes
semelhantes & microscopia Optica convencional podem ter comportamentos biologicos
completamente diversos, ¢ algumas diferencas morfologicas nao se refletem como fatores

prognoésticos (DELELLIS e OSAMURA, 2006).

Supde-se que existam diferencas da expressdao de proteinas correlacionadas a diversas
etapas da diferenciac¢do celular e carcinogénese, ¢ a morfologia dos carcinomas a histologia
optica convencional. Por meio de uma técnica disponivel comercialmente, e de comprovada
reprodutibilidade - a imunoistoquimica - espera-se colaborar para o refinamento diagndstico

destes tumores.

Antigenos que possam ser correlacionados a classificagdo das mesmas, poderdo nio
apenas ser somados aos ja descritos marcadores progndsticos, mas também reforgar os
critérios da defini¢do dessa entidade. E ainda, caso se identifiquem proteinas pertencentes a
mecanismos da génese tumoral, havera mais evidéncias que possam contribuir com a pesquisa

de novos alvos as terapéuticas mais recentes, ou aquelas que ainda estdo por vir.

O presente estudo, empregando uma série de marcadores disponiveis, agregara dados
para o discernimento entre as similaridades ou diferencas nas freqiiéncias de expressdo
quando comparados a dados morfologicos dos tumores testados. Indicar rumos para a
padronizagdo diagnostica e gerar evidéncias para auxiliar a tomada de decisdo terapéutica ¢é

um desafio que merece a atengao da pesquisa em ciéncias da vida.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O sistema neuroendocrino

Historicamente, o sistema neuroenddcrino € resultante da expansdo de conceitos
sobre o sistema endocrino. Estudos classicos de Heidehan, Masson e Hamperl foram os
primeiros a sugerir, por meio de coloragdes argirdfilas, que células associadas a mucosas
atuam como um sistema enddcrino difusamente distribuidos pelos mesmos (DELELLIS e
DAYA, 1997). Pequenos grupamentos destas células s3o encontrados na mucosas do trato

digestorio, trato respiratorio, ductos mamarios e pele.

O acronimo APUD, do inglés amine precursor uptake and decarboxylation,
descreve o mecanismo da capacidade de armazenar aminas através de enzimas como a
colinesterase. Esta capacidade ¢ reconhecida como um sinal de ancestralidade neural. Assim,
células com estas caracteristicas foram descritas como de provavel origem ectodérmica, da
crista neural, ¢ analogamente aos neurdnios, sdo capazes de excretar peptideos com agdes
parécrinas e/ou endocrinas. O mecanismo, descrito inicialmente com os estudos das células C
da tiredide, foi posteriormente expandido, a incluir células em diversos tecidos, como

paraganglios e medula adrenal, pancreas endocrino, pituitaria e outros (PEARSE, 1969).

Entretanto, estudos posteriores mostram que este mecanismo de funcionamento
neuroenddcrino esta presente também em tecidos e tumores ndo ectodérmicos, sem depender
da ancestralidade da crista neural (LANTUEJOUL et al., 1998; YESNER, 2000; 2001). A
presenga do mecanismo APUD nao ¢ exclusiva de células oriundas da crista neural, mas
ocorre também em diversos outros tecidos, como em células gastrointestinais, de origem
embriondria endodérmica do intestino primitivo anterior (VAN EEDEN e OFFERHAUS,

2006).

Nao obstante a presenga de origem na crista neural, ou mecanismo APUD, existem
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também pesquisadores que definem de uma maneira pratica, como célula neuroenddcrina
aquela que possuir marcadores relacionados ao mecanismo APUD, considerando mais
importante as suas caracteristicas funcionais que aspectos morfologicos (TAUPENOT et al.,

2003).

Morfologicamente, estas células ndo tém padrio distinto, podendo ser ovais,
piramidais, ou irregulares. Em geral, seu citoplasma ¢ claro, podendo conter granulos
eosinofilicos. A depender do tipo de neurormoénio que a célula secreta, podem corar com
relativa especificidade a reagdes histoquimicas diversas, por redugdo da prata. Devido a este
fato, obtiveram ao longo do tempo algumas designacdes, como as células enterocromafins,

argirdfilas, ou ainda argentafins (DELELLIS e DAYA, 1997).

As metodologias de imunomarcagao foram decisivas na ampliagdo do conceito de
célula neuroendocrina, bem como dos tumores a esta relacionados. Trata-se de uma técnica ja
consagrada, de grande valia diagnoéstica, que a cada dia se renova com o desenvolvimento de
novos anticorpos especificos. (JAFFER e BLEIWEISS, 2004). Assim, com alvos orientados a
proteinas do mecanismo APUD, ou ainda a fragmentos de hormonios detectaveis em ensaios
séricos ou paracrinos, pode-se afirmar que determinadas células ou apresentam diferenciagao

neuroendocrina.

Como exemplo, a cromogranina A ¢ uma proteina constituinte de cerca da metade
dos granulos de secrecdo neuroenddcrinos, € o mais prevalente dos marcadores
neuroendécrinos (TAUPENOT et al., 2003; ERICKSON ¢ LLOYD, 2004). Tal caracteristica
o fez ser considerado por si s6 diagnostico de diferenciacdo neuroendodcrina nas células que a
expressam. Igualmente tUteis sdo os anticorpos contra catecolaminas e a proteina S-100. Esta
ultima, relacionada a bomba de célcio, refor¢a que a maquinaria celular das células
neuroenddcrinas com similaridade aos neurdnios, pois assim como esses, expressam esta

proteina no citossol (ERICKSON e LLOYD, 2004).

Além destes marcadores, somam-se a cada dia novos peptideos e proteinas a estas

relacionadas, que podem servir como alvo antigénico & imunomarcagdo, como por exemplo, a
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N-CAM, uma das moléculas de adesao neural (LANTUEJOUL et al., 1998).

2.2. Tumores neuroendocrinos

2.2.1. Definicao

A primeira descri¢do dos tumores neuroendécrinos foi feita por Oberendorfer, em
1907, cunhando o termo carcinoide para descrevé-lo. (DELELLIS e DAYA, 1997). Tratavam-
se de neoplasias de morfologia similar, com organizagcdo tecidual propria, organoide,
formando aglomerados esféricos celulares por ele descritos como ““Zellballen”. A figura 1

mostra um exemplo desta disposi¢ao tissular.

Figura 1 - Aspecto histolégico de um tumor neuroendécrino. H&E. a e b, carcinéide bronquico, objetiva
de 10x; c, objetiva de 20x; d, carcinoma neuroendodcrino pulmonar, objetiva de 10x.
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O tipo nuclear ¢ também reconhecivel, com nucleos vesiculares com reforco tintorial
na membrana nuclear, e granulagdes grosseiras. A figura 2 mostra este aspecto nuclear
comum aos tumores neuroenddcrinos, que € descrito como “sal e pimenta”. (DELELLIS e

DAYA, 1997)
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Figura 2 - Carcinoma neuroendécrino em reto. Aspecto nuclear de um tumor neuroendécrino. H&E; a,
objetiva de 40x; b, objetiva de 100x; c e d, objetiva de 100x e aproximacao digital.

A caracteristica morfoldgica é ainda a mais importante ferramenta diagndstica destes

tumores (DELELLIS e OSAMURA, 2006).

Com a evolucdo da precisdo diagnostica, empregando-se técnicas de identificagdo dos
neuropeptideos principalmente pelo uso da imunoistoquimica na rotina, tornou-se um grupo
muito mais heterogéneo de doengas, pois incluiu algumas neoplasias anteriormente descritas
apenas como carcinomas indiferenciados em diversos orgdos (BARAKAT et al., 2004; VAN

EEDEN e OFFERHAUS, 2006).

A classificacdo destas neoplasias é muito controversa, devido a sua variabilidade
morfoldgica, mas principalmente, do comportamento biolégico. A exemplo, neoplasias por

vezes com a mesma nomenclatura, como um corticotropinoma — tumor produtor do hormonio
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corticotrépico, 0o ACTH — pode ser uma neoplasia pituitaria delimitada ou um tumor pulmonar
extenso. Mesmo entre tumores de morfologia similar aqueles descritos por Oberendorfer, os
carcinoides, ¢ possivel observar comportamentos bioldgicos diversos, como o0s benignos
carcinoides pulmonares quando comparados aos agressivos similares no timo ou em parte do

tubo digestorio, como o do ceco (DELELLIS e OSAMURA, 2006).

A controvérsia ¢ tanta que em recente trabalho de revisdo, dois dos editores

responsaveis pela classificagdo da OMS afirmam:

“Nao ha, talvez, outra area na patologia contemporanea que tenha gerado tanta
controvérsia como a classificagdo e nomenclatura dos tumores do sistema
neuroendécrino” (DELELLIS e OSAMURA, 2006).

A definicdo mais natural e abrangente de tumor neuroendocrino correlacionam a sua
origem nas células APUD. Nestes, incluem-se os carcindides e os tumores
gastroenteropancreaticos nao carcindides, como o insulinoma, gastrinoma, VIPoma; os
tumores secretores de catecolaminas, como os feocromocitomas, paragangliomas,
ganglioneuroblastomas, ganglioneuromas, neuroblastomas; carcinomas medulares da tiredide
e da mama; tumores cromofobos da pituitaria, tumores de pequenas células do pulmdo e das

células de Merckel da pele. (DELELLIS e OSAMURA, 2006)

E de senso comum que a nomenclatura carcindide ndo mais satisfaz o conceito
destas neoplasias, uma vez que ndo engloba o total das neoplasias com caracteristicas
neuroenddcrinas. Da mesma forma, o uso inadequado desta terminologia provocou
impropriedades ainda maiores para seu uso corrente (BARAKAT et al., 2004; OSAMURA et
al., 2000).

A Organizagdo Mundial da Satde - OMS - tem uma visdo ainda mais ampla dos
tumores neuroendocrinos, considerando ainda aqueles que tém expressdo neuroenddcrina no
perfil de imunomarcagao, a despeito da origem embrionaria dos mesmos (CAPELLA et al.,

1995; SOLCIA et al., 2000). Na segunda edi¢cdo de sua classificagdo, inclusive, abole o
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prefixo “neuro”, considerando estas neoplasias como endocrinas, consolidando a visdo de
equivaléncia e paralelismo morfofuncional entre células e tumores neurais e endocrinos. Para
fins de estudo pormenorizado e protocolos de tratamento, a OMS sugere classificagdes que

serdo tratadas a seguir.

2.2.2. Classificacao

Os tumores neuroendocrinos, historicamente, ndo eram classificados como um
grupo de neoplasias, e sim como formas de diferenciagdo distinta de adenomas e carcinomas
em varias topografias. Neoplasias como carcinoma medular de mama e tiredide, os
paragangliomas, tumores da medula adrenal e outros ndo eram, pela maioria das
classificagdes usualmente empregadas até entdo, considerados como neoplasias similares,
participando cada qual de uma familia diversa de neoplasias (DELELLIS e OSAMURA,

2006).

Um conceito unificador é que nos tumores neuroenddcrinos inexistem caracteristica
morfoldgica que os dicotomizem em neoplasia de comportamento bioldgico “benigno” ou
“maligno”. Assim, apenas a prova do comportamento maligno — a metastase, ¢ capaz de
distingui-los inequivocamente. Inclusive, esta permanece o Unico parametro aceito como
diagnéstico para malignidade dos feocromocitomas e paragangliomas extra-adrenais

(DELELLIS et al., 2003).

A evolugdo dos conceitos em neoplasias enddcrinas acabou por gerar uma série de
classificagdes cada vez mais apuradas, capazes de predizer, ainda que de maneira limitada, o
comportamento bioldgico em grupos destas neoplasias. A principal dificuldade ¢ graduar
estas neoplasias em estratos que possam ser transpostos para as demais topografias, por meio

de critérios facilmente reprodutiveis.

Entre algumas tentativas, ressaltam-se aquelas que contribuiram para a

classificagdo vigente da OMS. Nestas, o perfil fenotipico das lesdes é o critério de inclusao
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inicial, e portanto ndo excluem as neoplasias de origem comprovadamente nao-ectodérmica.
Desta forma, o conhecimento ainda incompleto da histogénese destes tumores (HELPAP e

KOLLERMANN, 2001) nao impede o seu estudo como bloco de doengas.

Estas classificagdes, que sdo baseadas em trabalhos anteriores de alguns dos
autores da classificagdo vigente da OMS (CAPELLA et al., 1994; 1995; TRAVIS et al.,

1998), fazem agora parte das classificagdes de tumores da OMS para 6rgaos especificos.

Baseado em trabalhos anteriores e sua propria casuistica, Travis e colaboradores
(TRAVIS et al., 1998) consolidaram uma classificagdo com a subdivisio dos tumores
pulmonares em trés graus. Esta classifica¢ao foi agregada pela OMS (SOLCIA et al., 2000) e
transposta aos demais tumores enddcrinos, apesar de ndo ser completamente aplicavel a todas

as topografias.

Mesmo ndo sendo totalmente abrangente, ¢ possivel fazer uma paralelismo entre as
mesmas, considerando os graus de prognoéstico, de forma comparada. Isolando o grupo das
neoplasias do intestino anterior primitivo - pancreas, pulmio e vias aéreas baixas, ¢ do
aparelho digestorio, ¢ possivel um paralelismo quase que perfeito, com quatro graus de
comportamento bioldgico presumivel por achados morfologicos (VAN EEDEN et al., 2002).
As demais topografias podem ser conceitualmente incluidas em um destes estratos, ainda que

arbitrariamente (DELELLIS e OSAMURA, 2006).

Sdo reconhecidos pela OMS como enddcrinos os tumores da pituitdria, os
paragangliomas e os tumores do sistema nervosos autonomo, carcinomas medulares da
tireoide; tumor de Merckel da pele; carcinoma neuroendécrino da mama, colo uterino e
vagina; teratomas monodérmicos do grupo carcindide, carcindides e carcinomas
neuroenddcrinos do trato gastrointestinal, pancreas, figado, prostata ¢ pulmao (SOLCIA et al.,

2000; TRAVIS et al., 2004).

Esta classificacdo usa, para discernir entre os graus, as caracteristicas

histopatologicas e bioldgicas, como o grau celular; o tamanho, localizagdo do tumor primario,
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marcadores de proliferagdo celular, invasividade local e vascular, e a produg¢do de substancias
biologicamente ativas. As trés faixas comparadas estdo sumarizadas na tabela 1. A Ultima

linha corresponde a classificagdo da OMS.

Tabela 1- Classificacdes comparativas dos tumores neuroendécrinos

Baixo Grau Grau intermediario Alto grau

Carcindide Carcindide atipico Carcinoma neuroendécrino de
pequenas células; de grandes
células

Tumor neuroenddcrino bem Carcinoma neuroenddécrino bem Carcinoma neuroendécrino pouco

diferenciado diferenciado diferenciado

Carcinoma neuroenddcrino grau | Carcinoma neuroenddcrino grau Il Carcinoma neuroenddcrino grau 1l

Tumor enddcrino bem diferenciado  Carcinoma endécrino bem Carcinoma enddécrino pouco

diferenciado diferenciado

Fonte: Adaptado de (DELELLIS e OSAMURA, 2006)

Ha ainda uma subclassificagdo muito conveniente ¢ usada em trabalhos cientificos.
Muitos tratam como tumores neuroenddcrinos apenas aqueles oriundos do intestino anterior
primitivo, por compartilharem provavelmente a mesma origem nos folhetos embrionarios.
Neste grupo estdo a maior parte dos trabalhos e, consequentemente, do conhecimento em

neoplasias neuroendocrinas (VAN EEDEN et al., 2002).

2.2.3 Epidemiologia

Como um grupo de neoplasias heterogéneo, o estudo de sua incidéncia na
populacdo geral ¢ também fragmentado a cada topografia. Sdo raros os estudos

epidemioldgicos para este tipo de neoplasia que o fazem de maneira mais abrangente.

Modlin e colaboradores (2003), utilizando-se a coorte do sistema de notificacao de
carcinomas norte-americano, calculou a taxa de incidéncia nos Estados Unidos variando entre
2,44 e 4,48 para cada 100.000 habitantes. Dentre estes casos, destacam-se a maior incidéncia
dos tumores gastrointestinais (62,5%), seguidos pelo pulmao (25.3%) e ovario (1,4%). Este

mesmo estudo mostra incidéncia discretamente mais elevada nos grupos de individuos do
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sexo masculino de raga negros (MODLIN et al., 2003).

Um estudo meta-analitico, utilizando-se de casos de 64 paises, revela perfil similar.
Neste, 64% dos casos sdo gastrointestinais ¢ 19,8% pulmonares, estando o restante
distribuidos nos diversos orgdos. Porém, por nio se tratar de um estudo de coorte, ndo ha
calculo de taxas de incidéncia. Neste estudo, ndo ha diferencas por sexo, ¢ nao afere raga na

sua metodologia (SOGA, 2003).

Quando estudados apenas os tumores dos sistemas gastroenteropancreaticos e
pulmonares, h4d dados mais concretos. Um estudo holandés indica que os tumores
neuroenddcrinos malignos sdo 0,5% de todas as neoplasias malignas, com prevaléncia de
2/100.000 habitantes (TAAL e VISSER, 2004). Neste trabalho verifica-se que o sitio de
predilegdo € o trato gastrointestinal, com 62 a 67%, seguido, do pulmao, com 22-27%. Quanto
a sobrevida em cinco anos, o trabalho estima 93% em doenca local, 74% nas com
acometimento regional e apenas 19% nas doencas com metastase a apresentacdo clinica. O
trabalho ainda afirma que, exceto pela correlagdo com a sindrome da neoplasia enddcrina

multipla tipo I, ndo sdo evidentes outros fatores preditivos ou associados.

A percepgdo do aumento na incidéncia deste tipo de neoplasia tem sido verificada.
Taal e Visser (2004) ponderam que, provavelmente, isto ¢ devido ao surgimento de novas
ferramentas — entre elas o exame imunoistoquimico ¢ o maior entendimento morfologico
destas lesdes — do que uma tendéncia secular. Este trabalho aponta uma ligeira
preponderancia em mulheres abaixo de 50 anos, devido a maior incidéncia nesta populagdo de
comprometimento do apéndice cecal. Este ¢ o unico dos trés trabalhos aqui citados que
conclui sobre faixa etaria, os demais apontam apenas a extrema raridade de casos em criancas

e adolescentes.

2.3. Os marcadores imunoistoquimicos

A técnica de imunoistoquimica vem sendo desenvolvida e aperfeicoada desde a
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década de 1960, e os métodos mais utilizados descendem de trabalhos pioneiros, destacando-
se a introdugdo da peroxidase na amplifica¢do da reagdo, tornando-a facilmente reprodutivel

em materiais emblocados em parafina (STERNBERGER et al., 1970).

Virios destes marcadores sdo utilizados em rotina e pesquisa para os tumores
neuroenddcrinos. A presente selecdo envolve critérios de disponibilidade comercial, além das

evidéncias cientificas de seu uso como marcadores diagnosticos ou prognésticos.

2.3.1. Sinaptofisina

A sinaptofisina ¢ uma glicoproteina da membrana celular, identificada nas
vesiculas pré-sinapticas de neurdnios e em células neuroendocrinas (WIEDENMANN et al.,
1986). Parte estrutural dos neurormonios, e provavelmente, um dos marcadores
imunoistoquimicos mais utilizados, a sinaptofisina vem sendo considerada um marcador
diagnéstico nos tumores neuroendocrinos, e dentre estes, 0 mais antigo em uso rotineiro em

laboratoérios assistenciais (ERICKSON e LLOYD, 2004).

Neste estudo, sera decisivo para critérios diagndsticos e confirmatério como

controle interno das reacdes.

2.3.2. Cromogranina A

Também chamada de secretogranina I, a Cromogranina ¢ uma proteina também
encontrada em neurdnios e células neuroendocrinas, intimamente ligada ao processo de
produgdo de catecolaminas. Nos primeiros estudos, sua expressdo a imunoistoquimica foi
considerada superponivel a presenga de catecolaminas no tecido analisado (WILSON e

LLOYD, 1984).

Esta proteina ¢ utilizada como marcador tumoral com utilidade em neoplasias

endocrinas, como feocromocitomas, carcindides, carcinoma medular da tirdide, adenoma
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hipofisario, carcinoma de células da ilhota do pancreas e na neoplasia endocrina multipla.
Existe ensaio sérico para a sua dosagem, e quando expressa por uma determinada neoplasia,

torna-se util no diagnostico diferencial e detecgdo de recidivas (CAMPANA et al., 2007).

2.3.3. Ki67

O Ki67 é uma proteina muito grande, com cerca de 395 kDa, que possui diversos
sitios de ligacdo especificos. Marcador de facil detecgdo, pode ser usado inclusive em tecidos

submetidos a eletrocauterizacao.

Este marcador ¢ um auxiliar extremamente importante para diagndstico, como
indicador prognostico, € como ferramenta de pesquisa. Isso deve-se ao fato de corresponder a
uma proteina que ¢ expressa durante a fase Gl do ciclo celular. Assim, mesmo
desconhecendo-se completamente sua exata fungdo no ciclo celular, é possivel correlacionar a
sua expressdo a células que estdo em proliferacdo celular, sejam elas normais ou tumorais

(BROWN e GATTER, 2002).

Sao numerosos os trabalhos que utilizam-se desta proteina investigando seu valor
prognodstico e diagnoéstico, inclusive para tumores neuroendocrinos (HELPAP e

KOLLERMANN, 2001; FERRARI et al., 2006; BOO et al., 2007).

2.3.4. c- Kit

O c-kit é uma proteina transmembranica, da familia das tirosino-cinases, a qual se
liga o fator de células-tronco (SCF), também conhecido como “kit-ligand”. Participa do
mecanismo de diferenciacdo celular das células tronco hematopoiéticas, nos passos que as

diferenciam em eritroblastos (ASHMAN, 1999).

H4 um medicamento - o mesilato de imatinib - capaz de aproveitar-se de sua
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caracteristica transmembranica, tratando especificamente as células neoplésicas. Inicialmente,
esta droga foi desenvolvida como tratamento para a leucemia mieldide cronica, por meio do
estudo de outra tirosinocinase, a ABL, mediada pelo gene BCR-ABL, intimamente

relacionado a principal alteragdo génica desta neoplasia.

Esta medicagdo foi também usada nos tumores estromais gastrointestinais, com
impacto muito significativo de prognostico dos doentes, justamente porque, aproveitando-se
da semelhan¢a morfofuncional entre os mediadores intracelulares c-kit ¢ ABL, a medicagao
funciona também nessa neoplasia (HIROTA et al., 1998; HEINRICH et al., 2003; GOLD e
DEMATTEO, 2006). A terapéutica combinada — cirurgia e imatinib — trouxe uma mudanca

significativa da histéria natural da doenga (GOLD e DEMATTEO, 2006).

A imunoistoquimica, cada vez mais abrangente ¢ popular, demonstra a expressao
destas proteinas em células de outros tecidos além dos hematopoiéticos, em especial aqueles
de diferenciacdo neural. Assim, foi também identificada em tumores neurais ou
fenotipicamente assemelhados — como os tumores estromais gastrointestinais, provavelmente
devido a sua caracteristica fenotipica similar a neural, pois supde-se que sua origem ¢

derivada das células constituintes do marcapasso cardiaco (HIROTA et al., 1998).

O c-kit, portanto, tornou-se uma das moléculas mais importantes para o novo ramo
emergente da patologia — a farmacopatologia — da qual podemos, através de um simples
exame imunoistoquimico, selecionar pacientes para tratamentos diversos. A experiéncia
positiva no tratamento das leucemias e dos GISTs fez a demanda para a pesquisa deste
marcador crescer, com varios autores identificando a expressdo do c-kit em neoplasias
diversas, como dentre outras, tumores pulmonares (HIROTA et al., 1998; ARAKI et al.,
2003), testicular (REYES et al., 2003), cutaineos (FEINMESSER et al., 2004) e ovarianos
(WILCZYNSKI et al., 2005), sempre com a particularidade da co-expressdao de marcadores
neuroenddcrinos. Ja existem séries de casos estudados em tumores neuroendodcrinos, que
sugerem valor prognéstico positivo, além de sugerir protocolos terapéuticos para este

subgrupo de tumores (KOSTOULA et al., 2005; FERRARI et al., 2006).
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2.3.5. VEGF

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ¢ um hormoénio de acdo
paracrina, expresso por células endoteliais quando da reparacgao tecidual por injurias diversas.
Entretanto, tal marcador é super-expresso em diversas neoplasias, ¢ mostra-se sempre com
importante valor prognodstico negativo, pois sua presenga indica maior angiogénese, €
portanto, preditivo de doenca metastatica. Na prostata, a relacdo foi previamente testada
(HARPER et al., 1996; BORRE et al., 2000), sendo também percebida como provavel em
tumores fenotipicamente diversos, e de diferentes localizagdes, como estdmago (ISHIKAWA

et al., 2003), colon e reto (MAEDA et al., 2003) e cavidade oral (SHINTANI et al., 2004).

2.3.6. E - caderina

A E-caderina ¢ uma proteina transmembranica importante na coesividade tissular,
estando presente nas membranas basolaterais das células da camada basal. Também ¢
importante na ativagdo transcricional, pois ancora-se nas cateninas, moléculas pertencentes a
sinalizagdo de processos transcricionais, ligadas as vias de proliferacdo celular (LI et al.,
2002). Como fazem parte de uma via responsavel pela arquitetura do citoesqueleto, a sua
expressdo anormal ou baixa expressdo do complexo E-caderina/cateninas estd ligada a
desdiferenciagdo tumoral e consequentemente, a pior prognostico (SALON et al., 2004;

PELOSI et al., 2005).

2.3.7. 34BE12

O marcador 34BE12 ¢ uma citoqueratina de alto peso molecular, normalmente
expressa em diversas células epiteliais. Dentre as citoqueratinas, ¢ uma das mais utilizadas em
imunoistoquimica por sua sensibilidade e especificidade para evidenciar células normais,
como as da camada basal prostatica, e auxilia no diagndstico diferencial do sitio primario de

entre neoplasias epiteliais (FREEMAN et al., 2002).
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Um artigo cientifico em imunoistoquimica de tumores neuroendocrinos pulmonares
definiu como inexistente a sua expressdo em células de diferenciacdo neuroenddcrina no
pulmédo, bem como em todo o espectro dos tumores a estas relacionadas (STURM et al.,
2003). Assim, ¢ um provavel controle negativo para os tumores neuroendocrinos, merecendo

tal assertativa ser testada nos tumores de outras topografias.

2.3.8. p53

O p53 ¢ uma proteina chave na supressdo da carcinogénese, pois ¢ um mediador
pré-apoptdtico, ativado quando ha dano ao DNA celular severo, induzindo a morte celular
(AYLON e OREN, 2007). Protegendo a proliferacao de células com danos ao DNA, o gene
que a codifica é considerado um gene de supressdo tumoral. Porém, este estd mutado em cerca
de 60% das neoplasias malignas. Nestas ¢ possivel detectar a expressdo da forma mutada da
proteina p53. Considerado um fator adverso de prognéstico em muitas neoplasias, tornou-se
assim dos provaveis alvos para as terapias génicas a serem desenvolvidas

(PAPAVASSILIOU, 2000).

2.3.9. CD99

O CD99 ¢ uma proteina transmembranica expressa em numerosos tipos de células
da linhagem hematopoiética. Esta relacionada ao mecanismo de migragdo monocitaria através
dos endoteliocitos (SCHENKEL et al., 2002). Independentemente de sua fungio, ¢ encontrada
hiperexpressa em células de neoplasias neuroectodérmicas primitivas, como no tumor
neuroectodérmico primitivo propriamente dito, no sarcoma de Ewing ¢ no tumor de Askin.
Nestes tumores, anticorpos anti-CD99 estao sendo empregados em ensaios pré-clinicos para

tratamento adjuvante, com resultados promissores (SCOTLANDI et al., 2000).

Por ser um marcador de membrana de excelente visualizacao nestes tumores, e alvo

terapéutico, foi testada a sua positividade nos prevalentes tumores neuroenddcrinos
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gastrointestinais e pulmonares. A expressao deste marcador parece ser um fator preditivo
independente de risco de metastase neste grupo de neoplasias, pois € expresso em neoplasias
neuroenddcrinas de baixo grau, sendo menos encontrado naquelas mais agressivas (PELOSI
et al., 2000; PELOSI et al., 2006). Assim, sugere-se que justamente as neoplasias menos

agressivas podem ser alvo da terapéutica usada nos tumores neuroectodérmicos primitivos.

2.3.10. S-100

As proteinas S-100 fazem parte de uma familia de proteinas acidas que se ligam ao
calcio. Por estarem intimamente ligadas ao metabolismo intracelular do célcio, as proteinas S-

100 tém multiplas fungdes, a depender da célula na qual se encontra e do subtipo da proteina.

Sao expressas em um amplo espectro celular, de células inflamatodrias a células de
histogénese neuroepitelial. Exemplificam-se, dentre outras, os macrofagos e neutrofilos,
astrocitos, melandcitos, ceratinocitos, células perineuriais e células neuroendocrinas.
Expressa-se também tumores presumidamente destes originados, como em carcinomas
basocelulares, condromas, cordomas e paracordomas, neoplasias anexiais da pele, tumores

malignos e benignos da bainha de nervos periféricos, € no melanoma (MCNUTT, 1998).

Apesar disso, sdo poucos os trabalhos correlacionando a expressdo desta proteina a
neoplasias neuroenddcrinas. Nestes, a expressdo parece estar associada ndo as células
proliferadas, mas em células que formam o seu arcabougo (DELELLIS e OSAMURA, 2006;

OSAMURA et al., 2006).



OBJETIVO DO ESTUDO



31

3. OBJETIVO DO ESTUDO

O presente estudo tem como objetivo verificar a freqiiéncia da expressdo dos
marcadores Sinaptofisina, Cromogranina, Ki67, p53, c- kit, VEGF, e- caderina, 34BE12,

CD99 e S100, por escores em dois e quatro niveis.

As diferengas de freqiiéncias serdo correlacionadas as diferencgas entre os grupos
conforme as variaveis idade, sexo, topografia das lesdes, e classificagdo histologica dos

tumores.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo ¢ retrospectivo, de casos seqlienciais em diversos laboratorios

localizados em Brasilia — DF, publicos e privados, a seguir:
- Centro de Anatomia Patologica do Hospital Universitario de Brasilia.
- Micra Laboratorio de Anatomia Patoldgica e Citopatologia LTDA.
- Laboratorio de Imunopatologia de Brasilia / Biopsia

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Médica da Faculdade de Medicina da

Universidade de Brasilia.

Os custos foram patrocinados pelo Laboratorio de Imunopatologia de Brasilia.

4.1. Critério de inclusao

Diagnostico histopatolégico de neoplasia neuroendocrina, em pegas cirurgicas,

conforme critérios vigente da OMS, no periodo de 1997 a 2006.

4.2. Critérios de exclusao

Discordancia diagnostica na revisao de laudo.

Material insuficiente para reacdo imunoistoquimica e/ou bloco de parafina

inadequado para cortes histologicos.

Impossibilidade de reaver o bloco de parafina do caso selecionado, por recusa do

paciente ou retirada prévia do mesmo do laboratério participante.
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4.3. Confirmacao diagndstica

Foram revistas pelo pesquisador as laminas histopatologicas originais cedidas pelos
laboratorios participantes do estudo, ou raramente em novos cortes caso necessario, como
quebra de laminas ou perda de definicdo da sua coloragdo. O padrdo de trabalho dos trés
laboratoérios ¢ muito similar, com cortes histologicos de 4 um, e coloracdo de rotina pelo
método de Hematoxilina e Eosina. Eventuais coloragdes especiais para diagndstico
diferencial, como PAS, ¢ Giemsa também foram examinadas. Tratam-se de colorag¢des as
quais as células neuroendocrinas e os tumores de fendtipo neuroendocrino nao apresentam

peculiaridades tintoriais (DELELLIS e DAYA, 1997).

Os critérios utilizados para a classificagdo correspondem aos da OMS (SOLCIA et
al., 2000). Utilizou-se, também, de uma classificagdo em dois estratos — benigno e maligno -
conforme as ponderagdes de reprodutibilidade desta classificagdo no trabalho de Travis e
colaboradores (TRAVIS et al., 1998). Este critério foi utilizado em uma tese de doutoramento

(PEREIRA, 2004), porém restrito a topografia broncopulmonar, e esta expresso na tabela 2.

Tabela 2 - Critérios histopatolégicos de classificaciio dos carcinomas neuroendocrinos, conforme a OMS

Tumor Didmetro da  Necrose Mitoses Contorno Nuclear Nucléolo
célula (um) (10 CGA)
Tumor 50-70 0 <2 Regular (0) Ausente (0)
Carcinodide
Benigno | Tipico
Tumor 40-50 +a++ 3a9 Irregular (+) Ausente/Presente
Carcindide (Oa+)
Atipico
Carcinoma de 40-60 ++a+++  >10 Irregular(+ a ++) Ausente/Presente
Grandes Células (+a+++)
/ Ca NE de
Maligno baixo grau
Carcinoma de 15-30 @ ++a+++ >10 Irregular (+++) Ausente/Presente
Pequenas (0a+)
Células / Ca NE
de alto grau

@ (apenas em topografia pulmonar
Adaptado de (TRAVIS et al., 1998; SOLCIA et al., 2000)

Nesta fase, foram escolhidos os blocos para as reagdes, sendo preferidos aqueles

com maior volume tumoral amostrado, um bloco por tumor, dos quais foram realizados cortes
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histologicos de 4 um, estes submetidos aos ensaios imunoistoquimicos.

4.4. Exame imunoistoquimico

Os fragmentos obtidos dos blocos de parafina foram colocados sobre laminas de
vidro previamente preparadas poli-L Lisina 0,1% (Sigma Diagnostics, EUA). Assim,
assegura-se que os fragmentos cortados ao microtomo se fixem firmemente a lamina, evitando

perdas durante a incubagdo antigénica.

Apos receberem os fragmentos microtomizados, as ldminas foram desparafinizadas
com trés banhos de xilol, por 5 minutos cada, seguida por hidratagdo por submersao em alcool
etilico absoluto com 3 banhos de 5 minutos, alcool 95% um banho de dois minutos, ¢ depois

em agua destilada e deionizada.

O bloqueio da peroxidase endogena foi feito pela lavagem das ldminas em peroxido
de hidrogénio a 3% em metanol (Vetec, Brasil), por 17 minutos. Segue-se de lavagem em
agua destilada, sucedida por incubag¢do em tampao citrato (Sigma Diagnostics, EUA), pH=6.2
e aquecimento a uma temperatura de 120°C sob pressdo, para exposi¢do antigénica, por 1

minuto e 30 segundos.

Apobs a exposicao antigénica, as ldminas permaneceram no tampao citrato por 30
minutos, em banho Maria a temperatura ambiente. A seguir as laminas foram incubadas com
soro de leite desnatado a 3% em tampao fosfato de sodio 0,05M, pH 7,2 a 7,4 (PBS) por 30
minutos, a fim de se obter o bloqueio das ligagdes protéicas inespecificas. As laminas foram
entdo secas e incubadas com os anticorpos primdrios, por 18 horas e mantidas na temperatura
de 4 °C. Os anticorpos que foram utilizados e suas respectivas dilui¢des estao especificados
na Tabela 3. Todas as dilui¢des foram realizadas utilizando PBS associado a soro albumina
bovina (PBS-BSA) a 1%. Todos os anticorpos sao provenientes do laboratorio Dako Denmark

A/S, divisdo dako Cytomation, sediado na Dinamarca.
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Tabela 3 — Rela¢do de marcadores utilizados, diluicdes e seus respectivos clones

Marcador Clone Dilui¢céo
Sinaptofisina policlonal 1:100
Cromogranina policlonal 1:100
Citoqueratina de alto peso molecular 34BE12 1:100
S100 policlonal 1:300
Ki67 MIB-1 1:75
p53 DO-7 1:100
VEGF AB-3 1:400
CD99 12E7 1:100
CD117 (c-kit) 104D2 1:100
E-caderina NCH38 1:100

Ap6s o periodo de 18 horas, realizaram-se as lavagens consecutivas e
posteriormente a incubagdo com os anticorpos secundarios anti-IgG  de
coelho/camundongo/cabra por 20 minutos, a temperatura de 22 a 25 °C, seguido pela
incubagao da streptoavidina marcada com peroxidase por 20 minutos, a temperatura ambiente

(kit DAKO LSAB+, Peroxidase- Universal- K0690, Dako Cytomation).

Posteriormente as lavagens consecutivas com PBS-BSA a 1%, procedeu-se a
revelacdo da reacdo utilizando o substrato 3.3-Diaminobenzidina pronto para uso (KIT
DAKO, Dako Cytomation). A revelagdo foi feita, por 15 minutos, a temperatura ambiente e
protegida da luz. A reagdo foi interrompida com agua destilada e as laminas contra-coradas

com hematoxilina de Mayer (Merck, Germany) por 10 minutos, a temperatura ambiente.

Novamente lavadas com agua destilada por mais duas vezes, as laminas foram
incubadas por mais 10 minutos em agua destilada, desidratadas com alcoois (95° e 100° GL),
clarificadas em xilol (3 vezes) e montadas com solu¢dao de resina ndo aquosa (Mikroskopie

Entellan, Merck, Germany).

Para controle positivo, utilizaram-se cortes de carcinoma neuroenddcrino de
pulmao, sabidamente positivo para Sinaptofisina, cromogranina, Ki-67, ¢ VEGF; este também
continha bronquio preservado, sabidamente positivo para E-caderina e 34BE12; e um tumor
gastrointestinal estromal para o marcador c-kit. Para controle negativo, os cortes foram

incubados com BSA, sem adic¢ao de anticorpo.
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4.5. Leitura das l1aminas

Todos os cortes histologicos foram examinados, usando-se os sistemas pré-
definidos de graduagdo. A reatividade nuclear, de membrana e/ou citoplasmatica foram
classificadas semiquantitativamente numa escala de 0 a 4, conforme os critérios de Sanino e
Shousha, padronizacdo sugerida pelo Manual de Imunoistoquimica, uma publicagdo oficial da

Sociedade Brasileira de Patologia, conforme tabela 4:

Tabela 4 - Intensidade de colora¢io 2 Imunoistoquimica, conforme a SBP.

Escore Caracteristicas

0 auséncia de coloragdo

1 células ocasionais e/ou coloragéo fraca

2 moderada ou forte em até 1/3 das células

3 moderada ou forte entre 1/3 e 2/3 das células, ou moderada mais de 2/3 e forte

em até 1/3 da células
4 forte em mais de 2/3 das células

Fonte: SANINO e SHOUSHA apud (ALVES et al., 1999)

A leitura € sempre orientada as células tumorais, e para cada marcador, observou-se

o padrao de expressao imunoistoquimica conforme a topografia intracelular esperada.

Para a fins de testes estatisticos, em pequenas amostras, também se utilizou de um
escore em dois niveis, agrupando os escores 0 e 1 como negativos, € 2, 3, e 4 como positivos.
Este escore ilustra casos onde ha imediata identificagdo da imunomarcag¢ao contra aqueles

onde esta ¢ nula, ou de dificil averiguacao.

4.6. Analise estatistica

Dada a natureza das variaveis em estudo, que sdo predominantemente ordinais e
semi-quantitativas, com algumas variaveis qualitativas, os dados obtidos foram analisados
pelos métodos do Qui-quadrado de Pearson para frequéncias. Em tabelas 2 x 2 de variaveis

qualitativas, utilizou-se o teste exato de Fisher.

Quando necessario comparar médias de idade usou-se ainda o teste t de Student e o
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teste ANOVA. Por tratarem-se de fenomenos bioldgicos, considerou-se como significativo
quando o valor de p fosse menor que 0,05, para todos os testes estatisticos realizados. A

ferramenta estatistica utilizada foi o SPSS verséo 13 (SPSS Inc, Illinois, EUA).

4.7. Adequaciao as normas

Esta dissertagdo estd de acordo com as seguintes normas técnicas em vigor da
ABNT — NBR 6023/2002 ¢ ABNT — NBR 10520/2002. As abreviaturas de titulos e
periddicos foram indexadas conforme o Index Medicus, listagem acessada no sitio da

Organizacao Mundial da Saude, em setembro de 2007.
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5.1. Da amostragem
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Foram selecionados 20 casos ndo seqiienciais dos 43 casos levantados nos

laboratérios participantes. Os casos ndo aproveitados foram excluidos conforme os critérios

previamente referidos, sendo a inadequagdo dos blocos de parafina para cortes histoldgicos

seriados o critério mais prevalente de exclusdo, seguida da impossibilidade de classificar a

lesdo conforme a OMS por falta de dados clinicos e/ou morfologicos.

A tabela 5 mostra os casos individualizados, com a neoplasia correspondente, sexo

e idade.

Tabela S - Casos selecionados para estudo, conforme laboratoério de origem, idade, sexo e doenca

Identificagdo  Origem Idade  Sexo  Neoplasia

02/1415 HUB 74 F CN cdlon

65133 LIB/Biépsia 51 M CN colon

38/06 HUB 48 M CN colon metastatico figado
61651 LIB/Biopsia 73 M CN intestino delgado
2123/01 HUB 74 F CN Reto

60993 LIB/Biépsia 44 F CN reto

65995 LIB/Biépsia 61 F CN de figado

05/7107 Micra 52 M Carcindide brénquico
04/8843 Micra 60 F Carcindide brénquico
05/7007 Micra 52 M Carcindide de pulméo
3119/02 HUB 53 F CN pulméao

2251/01 HUB 67 F CA pequenas células do pulmao
02/3470 Micra 58 M CA pequenas células do pulméo
2133/02 HUB 32 F CA medular tiredide

1083/01 HUB 50 F Ca medular de tiredide
65942 LIB/Biopsia 61 M Paraganglioma

1276/06 HUB 57 F Paraganglioma

1416/99 HUB 50 F CN em linfonodo

61521 LIB/Biopsia 90 M CN em linfonodo

00/6644 Micra 70 F CN colo uterino

CA = carcinoma; CN = carcinoma neuroenddcrino

A média de idade dos casos selecionados foi de 59,20 anos, com mediana em 57,50
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anos, ¢ desvio padrao de 12,903 anos. A distribui¢do das idades averiguadas acompanha uma

curva normal.

As freqliéncias de sexo e idade dos casos selecionados estao expressos conforme a

figura 3:

sexo

feminino masculino

— 90

— 80

—70

— 60

idade
apepl

— 50

— 40

— 30

Frequencia Frequencia

Figura 3 - Freqiiéncias em faixas de idade conforme o sexo

A freqiiéncia dos casos conforme a classificagdo dos tumores neuroenddcrinos da
OMS e a classificacdo em dois estratos, referidas nos métodos deste texto estdo expressas nas

figuras 4 e 5:



NUmero

W benigno

@ atipico

o maligno de baixo
grau

B maligno de alto grau

Figura 4 - Freqiiéncias percentuais dos tumores conforme a classificacio da OMS

0 T T
benigno maligno

Figura 5 - Freqiiéncias dos tumores conforme a classificacio em dois estratos

42
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As médias de idade ndo apresentam diferengas significativas quando tabuladas para
os grupos de neoplasias, nas classificagdes em 2 ou 4 niveis. Os valores do teste do Qui
quadrado mostram p de 0,299 e 0,338, respectivamente para o teste da idade para as

classificagdes de 2 e 4 niveis.

Para sexo, o valor do p no teste Qui quadrado para os 4 niveis foi de 0,280. Na
classificagdo em 2 niveis, utilizou-se o teste exato de Fisher por se tratar de uma tabela 2 x 2.

Este também ndo caracterizou diferencgas significativas, com p de 0,693.

Quanto a localizacdo, os tumores foram agrupados, como mostrado na figura 6:

40

30—

%

20—

outras sistema digestério sistema respiratério

Figura 6 — Freqiiéncias percentuais conforme a localizac¢io topografica tumoral

Também nao houve diferencas significativas no teste do Qui quadrado quando estas
freqliéncias foram tabuladas com idade (p = 0,173), sexo (p = 0,721) e classificacdo tumoral

(p =0, 240 para 2 niveis e 0,112 para 4 niveis).



44

5.2. Dos marcadores

A figura 7 sumariza as freqiiéncias das expressdes imunoistoquimicas para os

marcadores testados, quando considerada a estratificagdo em dois niveis, divididas conforme

0 escore maior que 1:

20—

15—

N

Escore>1
10—

I I I I I I I
ki67 p53 ckit E-cade VEGF CD99 S100
rina

34pe12

Cromo
granina

I
Sinap-
tofisina
Figura 7 - Freqiiéncias de positividade da reacio para os diferentes marcadores

A sinaptofisina teve freqliente marcagdo positiva, de padrdo citoplasmatico,

conforme exemplo na figura 8.
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w W .'\ ‘ 'd.r; o & ..i ' ]
Figura 8 - Carcinoma medular de Tireéide. Imunomarcagio escore 4, padrio citoplasmatico. Marcador
sinaptofisina, objetiva de 10x.

O marcador cromogranina teve igualmente marcacdo citoplasmatica,

universalmente presente, ¢ apenas um caso fracamente marcado. Esta ilustrado na figura 9.

Figura 9 - Carcino6ide bronquico. Imunomarcacio Escore 4. Marcador cromogranina, Objetiva de 40x.



46

O marcador S100 teve marcagdo positiva em diversos tumores dos testados, conforme

exemplificado na figura 10.

Figura 10 - Paraganglioma. Marcacio escore 3. Notar positividade em células do arcabouco estromal.
Marcador S100, objetiva de 20x.

A marcagdo para citoqueratinas de alto peso molecular foi positiva em apenas
dois casos. O padrao mais comum foi a positividade apenas em varios tecidos ndo tumorais

amostrados, e ndo nas células tumorais, conforme exemplificado na figura 11.

- w3
., -

Figura 11 - Carcinéide bronquico. imunomarcacio escore 0. Notar o controle interno fortemente positivo
em glandulas adjacentes a lesdo. Marcador 34Bel2, objetiva de 10x.
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O marcador ki-67 teve marcagdes variaveis nos diversos tumores testados, sendo
negativo em alguns destes. A exemplo, mostra-se um escore 3, de um tumor retal, na figura

12.

Figura 12 - Carcinoma neuroenddcrino do reto. Imunomarcacao escore 3. Marcador ki67, objetiva de 20x.

O marcador p53 obteve marcagdes positivas em seis dos 20 tumores testados. Na
figura 13, entretanto, estd exemplificado um caso de escore 1, com marca¢do de uma célula

isolada.

Figura 13 - Carcinoma neuroendécrino de pulméo. Imunomarcacéo escore 1. marcador p53, objetiva de
40x
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Os demais marcadores estdo exemplificados nas figuras 14, 15, 16 e 17. Estdo
presentes em pequenos subgrupos dos tumores examinados. Nao houve marcador

universalmente negativo aos protocolos de imunoistoquimica.

Figura 14 - Carcinoma neuroendocrino bronquico. Imunomarcagio escore 2. Marcador VEGF, objetiva
de 20x. Observar a negatividade em células inflamatorias.

Figura 15 - Paraganglioma. Imunomarcacio escore 3. Marcador E-caderina, objetiva de 40x.
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Figura 16 — Carcinoma meular de tire6ide. Imunomarcacio escore 3. Marcador c-kit, objetiva de 20x.

Figura 17 - Carcinoma de pequenas células do pulméo. Imunomarcacio escore 2. Marcador CD99,
objetiva de 20x

49
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5.3. Da correlagiao entre marcadores e demais variaveis

5.3.1. Testes estatisticos paramétricos

A tnica variavel escalar ¢ a idade, e portanto, a Unica variavel elegivel para testes
paramétricos. Para o presente estudo, o teste t de student ¢ o mais adequado, e pode ser
aplicado para comparar médias de dois grupos mesmo em amostras pequenas. Foi aplicado
para cada marcador, e quando utilizou-se os escores em dois niveis. O padrao de distribuigdo
consistentemente positivo para a Cromogranina impediu o célculo estatistico nesta analise.

Nenhum dos marcadores obteve resultado estatisticamente significativo.

O teste ANOVA ¢ também adequado para comparar as médias, em grupos
diversos. Foi aplicado para averiguar diferencas nas médias de idade quando os pacientes sdao
agrupados conforme os escores em quatro niveis, marcador a marcador. Igualmente, nao

houve nenhum marcador estatisticamente significativo.

A tabela 6 apresenta o valor de p para os testes acima descritos.

Tabela 6 - Valor de p para os testes paramétricos, das médias de idade em grupos conforme escores dos

marcadores

Teste t de Student ANOVA

(escores em dois niveis)  (para escores em quatro niveis)
p53 0,820 0,991
Ki67 0,508 0,713
Ckit 0,066 0,063
E-caderina 0,128 0,081
VEGF 0,668 0,596
CD99 0,205 0,308
S100 0,643 0,897
34bE12 0,188 0,191
Sinaptofisina 0,250 0,130
Cromogranina n/a 0,575

5.3.2. Testes estatisticos nio paramétricos

As demais varidveis sao nominais e ordinais, ¢ portanto podem ser submetidas aos
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teste do Qui-quadrado, que atesta a diferenca significativa nas freqii€ncias entre grupos. As

diversas variaveis de estudo foram tabuladas para cada um dos marcadores.

A tabela 7 mostra os valores de p, conforme o escore da imunomarcagio,
considerando as varidveis de estudo, e os niveis de escore utilizados. Em destaque, os valores

estatisticamente significativos.

Tabela 7 - Valores de p para o teste do Qui-quadrado (Pearson), entre as varidveis qualitativas de estudo e

marcadores.
Sexo Localizagao Tumor
2 niveis 4 niveis 2 niveis 4 niveis 2 niveis 4 niveis
c-Kit 0,798 0,684 0,355 0,554 0,230 0,380
E-caderina 0,125 0,308 0,038 0,161 0,230 0,380
VEGF 0,469 0,660 0,776 0,831 0,597 0,671
CD99 0,761 0,470 0,544 0,603 0,178 0,286
S100 0,714 0,634 0,121 0,251 0,092 0,176
34bE12 0,224 0,502 0,621 0,436 0,178 0,175
Sinaptofisina 0,456 0,430 0,850 0,363 0,837 0,655
Cromogranina 0,402 0,125 0,374 0,759 0,664 0,706
Ki67 0,199 0,344 0,249 0,406 0,396 0,050
P53 0,690 0,544 0,587 0,417 0,596 0,610

Estao reproduzidas nas tabelas 8 e 9 as tabulacdes estatisticamente significativas,
extraidas das tabelas de calculo do software utilizado. Na tabela 8, nota-se a auséncia de

escore maior que 1 nos tumores localizados nos tratos digestorio e respiratorio.

Tabela 8 - Freqiiéncia dos Escores da e-Caderina em dois niveis conforme localiza¢ao do tumor. p = 0,038

Localizagéo Total
Sistema sistema
outras digestorio respiratorio
e- caderina Escore 0 4 7 6 17
ou1
Escore > 1 3 0 0 3
Total 7 7 6 20

Na tabela 9, destaca-se a concentracao de casos negativos nos tumores benignos.



Tabela 9 - Freqiiéncia de Escores do marcador ki67 conforme classificacido da OMS. p = 0,050

Tumor
maligno de maligno de
benigno atipico baixo grau alto grau Total

ki67 Negativo 3 1 0 0 4

células ocasionais 0 0 4 3 7

até 1/3 células 0 0 2 3 5

até 2/3 moderado ou forte 0 0 2 1 3

intenso 0 1 0 0 1
Total 3 2 8 7 20

também foi aplicado o teste de Qui-quadrado correlacionando esta classificagdo a cada um

A variavel tumor foi também estratificada em 2 niveis — benigno e maligno, e

dos marcadores, obtendo os valores de p na tabela 10.

estatisticamente significativas, que sdo as diferencas entre a freqliéncia de positividade entre

0s escores em quatro niveis, para os tumores agrupados em malignos ou benignos.

Tabela 10 - Valores de p para o teste do Qui-quadrado (Pearson), para a variavel

benignidade/malignidade de tumores e reatividade a marcadores

Marcadores

conforme escores 2 niveis 4 niveis
c-Kit 0,718 0,601
E-caderina 0,718 0,601
VEGF 0,197 0,217
CD99 0,389 0,435
S100 0,069 0,140
34bE12 0,389 0,297
Sinaptofisina 1,000 0,935
Cromogranina 0,554 0,553
Ki67 0,191 0,0004
P53 0,573 0,440

A tabela 11 mostra as freqiiéncias consideradas para o calculo das tnicas diferengas
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Tabela 11 - Freqiiéncias de escores para ki67 conforme benignidade/malignidade dos tumores. p = 0,004.

Tumor
benigno maligho Total

ki67 Negativo 4 0 4

células ocasionais 0 7 7

até 1/3 células 0 5 5

até 2/3 moderado ou forte 0 3 3

forte em + de 2/3 1 0 1
Total 5 15 20

A varidvel localizacdo foi recodificada para detectar correlagdes da topografia dos
tumores e freqiiéncia da expressdo dos marcadores. Geraram-se duas novas variaveis —
topografia no sistema respiratério, e topografia no sistema digestério — cada qual dando
origem a dois grupos distintos. A diferenga na freqiiéncia da imunoexpressao dos marcadores

entre estes grupos foi entdo testada, e os valores de p estdo expressos conforme a tabela 12.

Tabela 12 - Valores de p para o teste do Qui-quadrado (Pearson), para as variaveis topograficas
recodificadas e marcadores

Marcadores Trato digestorio Trato respiratorio

conforme

Escores 2 niveis 4 niveis 2 niveis 4 niveis
c-Kit 0,948 0,692 0,219 0,469
E-caderina 0,168 0,387 0,219 0,469
VEGF 0,482 0,426 0,807 0,907
CD99 0,274 0,260 0,423 0,621
S100 0,043 0,063 0,201 0,381
34bE12 0,639 0,402 0,329 0,679
Sinaptofisina 0,035 0,209 0,690 0,578
Cromogranina 0,162 0,510 0,502 0,840
Ki67 0,423 0,372 0,095 0,213
P53 0,357 0,337 0,394 0,319

Seguem-se as tabulacdes das freqiiéncias destes grupos conforme os marcadores
cujo teste do Qui-quadrado atestou valor de p significativo. Na tabela 13, destaca-se a menor
freqliéncia de marcacdo para S100 no trato digestorio, enquanto nas localizagdo extra-

digestdrias apenas um caso foi negativo.
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Tabela 13 - Freqiiéncia de escores do marcador S100 em dois niveis, conforme a localizacio trato
digestorio. p=0,035.

S100
Escore 0
ou 1 Escore > 1 Total
Digestério  néo 8 5 13
sim 1 6 7
Total 9 11 20

A Tabela 14 mostra que mesmo quando utilizada a tabela de escores em quatro
niveis da SBP (ALVES et al., 1999), as diferencas entre os grupos de tumores localizados no

trato digestorio e extra-digestorio se diluem, com p ndo significativo.

Tabela 14 - Freqiiéncia de escores do marcador S100 em quatro niveis, conforme a localizacio trato
digestorio. p = 0,063.

S100
até 2/3
Negativo até 1/3 moderado ou Intenso
células forte Total
Digestério  Nao 8 1 2 2 13
Sim 1 2 0 4 7
Total 9 3 2 6 20

O marcador sinaptofisina, quando separando os tumores pelos mesmos grupos
digestorio e extradigestorio, teve diferengas de freqiiéncia apenas quando os resultados da
imunomarcagdo para a sinaptofisina foram agrupados em dois niveis. Nota-se maior
freqiliéncia de casos com escores maiores que 1 em tumores extradigestorios.

Tabela 15 - Freqiiéncia de escores do marcador Sinaptofisina em dois niveis, conforme a localizacio trato
digestorio.

sinaptofisina

Escore 0
ou 1 Escore > 1 Total
Digestorio  Néo 3 10 13
Sim 5 2 7
Total 8 12 20
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6. DISCUSSAO

A distribuicdo normal da idade, evidente pela proximidade entre a média e a
mediana, sem casos excepcionais, permite o calculo estatistico apresentado. Nota-se a
auséncia de diferencas nas médias de idade nos grupos divididos conforme os escores da
imunomarcagdo em todos os marcadores. A auséncia da excepcionalidade foi também
coincidente com os dados da literatura, conforme as trés melhores séries encontradas na
revisao bibliografica, onde ndo se relatam casos em criangas (MODLIN et al., 2003; SOGA,

2003; TAAL e VISSER, 2004).

A diferenca entre a distribuicao dos casos por sexo € provavelmente ao acaso, pois
ndo ha diferenca estatisticamente significativa na presente amostra, mesmo quando a variavel
¢ confrontada com as demais variaveis do estudo. A literatura é discordante neste assunto,
como visto nos resultados divergentes de Modlin e colaboradores (2003) e de Taal e Visser
(2004). O primeiro grupo afirma que a incidéncia ¢ ligeiramente predominante em homens e o
segundo, em mulheres. Apesar do presente estudo ndo ter o desenho necessario para a
verificagdo de incidéncia, pode-se considerar que ndo houve impacto desta variavel nos
resultados da presente andlise na expressdo dos marcadores testados. Nenhum marcador
mostrou diferencas quando agrupados por sexo. Assim como a idade, o sexo enquanto

variavel atesta a adequacgdo da amostra.

4

A distribuicdo dos casos conforme a localizagdo da neoplasia ndo € coincidente
com os achados da literatura, com maior nimero de casos de doenga do sistema respiratdrio, e
menor de doenga do sistema digestorio que o descrito na literatura. Soga (2003) mostra em
seu trabalho que a distribui¢ao ¢ diversa da encontrada, com predominio do trato digestorio
com 64% dos casos. Modlin (2003) e Taal e Visser (2005) também s3o concordantes,
mostrando igualmente o predominio no trato digestorio, seguidos do trato pulmonar, com
diferengas de poucos pontos percentuais. O presente achado, portanto, ndo pode ser creditado

ao acaso. Provavelmente, ha viés de selecdo por varios motivos. O primeiro ¢ a dificuldade
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diagnostica intrinseca a alguns destes tumores tenham induzido um relativo viés de
amostragem nos laboratorio participantes, pois um destes ¢ de referéncia em
imunoistoquimica, e concentra justamente um maior nimero de casos de diagndstico dificil a
morfologia, o que pode ter contribuido para o maior freqiiéncia de casos pulmonares e de

outros sitios que o descrito na literatura.

Esta fragilidade da amostra impede a imediata transposicdo da significancia
estatistica quando da localizagdo do tumor enquanto variavel, para cada marcador. A
possibilidade de erro estatistico do tipo II estd aumentada, ou seja, a impossibilidade de
discernir diferencas existentes entre os grupos. Assim, as conclusdes do presente estudo
poderdo e deverdo ser testadas em outros modelos experimentais, pois o erro do tipo I -
discernir diferengas onde nao existem — podem ser averiguadas conforme o valor do p, porém
as questdes inconclusivas como similaridades de médias e freqii€ncias entre grupos nao
podem ser descartadas como nulidades (DORIA FILHO, 1999). Para permitir calculos
estatisticos, a topografia foi melhor estudada com a recodificacdo da varidvel em outras duas,
conforme a localizagdo ou ndo nos sistemas digestorio e respiratdrio. Assim, as variaveis de

localizagdo ficam com dois grupos cada, facilitando a visualizacdo e comparagao.

Também por motivos de selecdo, a distribuicdo dos casos pela classificacio
tumoral também ¢é diversa a bibliografia referida. O presente estudo mostra a maioria dos
casos malignos conforme a estratificacdo em dois niveis, ¢ na classificagdo em quatro, os
casos concentram-se nos dois estratos de pior progndstico. Soga (2003) verifica que a
distribuicdo pende para casos de carcindide tipico, ou seja, de baixo grau, com 9430 casos
contra os 1374 atipicos e os 1038 variantes. Esta particularidade amostral pode ser explicada
pelo critério de inclusdo diferenciado, ndo aleatdrio, dos casos no presente estudo, muito
diferente ao carater revisional do estudo de Soga. Utilizaram-se apenas os casos de pecas
cirargicas, por necessidade logistica e €tica, no intuito de garantir a reprodutibilidade dos
exames ¢ 0 minimo prejuizo ao material examinado. O universo de pesquisa, portanto, inclui
apenas as lesdes grandes o suficientes para repeticdo dos exames, o que explica por si s6 a

tendéncia a concentragdao de neoplasias malignas na amostra obtida.
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A distribuicdo amostral pode também refletir a baixa detecgdo precoce de
neoplasias devido a caracteristicas sdcio-econdmicas e culturais locais. Este tipo de viés foi
previamente verificado e justificado pela variavel qualidade de acesso a servigos de saude da
populacio brasileira, quer seja esta assistida pelo Sistema Unico de Saude ou por servigos da
medicina complementar (KLIGERMAN, 2002). Em um estudo de estimativa de incidéncia de
cancer no Brasil, Klingerman (2002) concorda com a variabilidade da incidéncia regional.
Esta também foi encontrada no cancer infantil quando comparados a regidoes desenvolvidas
dentro ¢ fora do pais (BRAGA et al., 2002), ¢ no cancer de tiredide (COELI et al., 2005), que
mostra maior taxa de incidéncias naquelas regides onde ha maior cobertura da assisténcia
médica. Assim, a amostra examinada no presente estudo ndo reflete a distribuicdo da doenga,
e ndo pode ser considerada para fins de estimativas. Esta caracteristica amostral — um
subconjunto ndo aleatério de neoplasias do universo de pesquisa - que definiu as ferramentas
de calculo estatistico utilizadas no presente estudo, no intuito de evidenciar as diferencas entre

freqliéncias e médias de um grupo conforme um status qualitativo, ndo ponderado.

A imunomarcag¢do para Sinaptofisina mostrou-se muito prevalente na amostra, com
apenas um caso completamente negativo, porém sete de coloracdo fraca em células
ocasionais, consideradas negativas na estratificagdo em dois niveis. Quando comparada a
idade, sexo e classificacdo histoldgica, ndo apresenta diferencas estatisticas. A tabulacao
cruzada com a localiza¢do no trato digestorio ou fora do trato digestorio, entretanto, mostra
que ha freqliéncias estatisticamente diferentes da expressdo entre as neoplasias quando a
imunomarcagdo ¢ estratificada em dois niveis. Assim, pode-se inferir que a Sinaptofisina ¢
fortemente expressa no grupo extradigestorio, sendo pouco intensamente expressa nos casos
localizados no aparelho digestorio. Este achado difere de Ericksson e Loyd (2004), que
verificam a perda na positividade da cromogranina em tumores pouco diferenciados do trato
gastrointestinal, ndo verificando o mesmo para a sinaptofisina, que contém expressao variavel
ndo relacionada a topografia. Entretanto, o presente estudo foi incapaz de aferir esta diferenga
de expressdo entre os grupos quando utilizada uma escala em quatro niveis, o que pode

representar apenas a heterogeneidade da intensidade da reacdo e ndo da presenca da
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sinaptofisina nos tumores neuroendocrinos digestorios. Nas demais topografias ndo houve
diferengas estatisticamente significativas, ou seja, a freqii€ncia e intensidade da expressao da
sinaptofisina ndo ¢ diferente nos grupos de neoplasias do trato respiratorio e das demais
topografias. Apesar de discordar de critérios topograficos, quando agrupados como entidade,
o presente estudo mostra a imunomarcagao para a sinaptofisina em tumores neuroendocrinos
¢ prevalente porém heterogénea. Reflete, portanto, os achados pioneiros de Wiedenmann
(1986), pesquisador que descreveu este marcador, mesmo com expressdo heterogénea em
diversos tecidos e tumores, como diagnostico para células neuroendocrinas e correlato a sua

histogénese.

A Cromogranina foi expressa intensamente em todos os casos testados, exceto um,
onde ¢ fracamente positiva. A homogeneidade encontrada impede o calculo estatistico do
teste de t de Student, sem graus de liberdade suficientes para a distribui¢do da freqiiéncias em
grupos a comparar. Este fato assegura a certeza diagnostica nos casos selecionados para o
estudo, sem contaminagdes por ma selecdo. A alta freqiiéncia da imunomarcagdo para a
Cromogranina coincide com os achados da literatura, que a referem como o mais confiavel
marcador para o diagnostico de neoplasias neuroendécrinas (WILSON e LLOYD, 1984;
VAN EEDEN et al., 2002; TAUPENOT et al., 2003; CAMPANA et al., 2007). Erickson ¢
Lloyd (2004) verificaram menor expressao em neoplasias pouco diferenciadas, o que nao
pode ser averiguado em termos estatisticos no presente estudo, porém no unico caso onde
houve negatividade da marcagdo, considerando o escore em dois niveis, tratava-se de um
tumor pouco diferenciado. Ha, porém, marcagdo forte nos demais tumores pouco
diferenciados, nao constituindo diferencga significativa nos testes estatisticos para este fim,
conforme demonstrados na tabela 7, e por isso ndo abala a confianca neste marcador para o

diagnéstico de diferenciacdo neuroendocrina.

A proteina S-100 foi prevalente em mais da metade dos tumores examinados. Ha
freqliéncias diferentes em termos estatisticos, conforme mostrado nas tabelas 12 e 13, com
maior freqiiéncia de imunomarcacdo em tumores diversos ao sistema digestorio, e apenas um

caso positivo para S100 pertencente ao mesmo. Tal marcador ja havia sido descrito em células
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sustentaculares dos tumores medulares de tiredide e paragangliomas, mas nido nas células
tumorais principais, o que sugere a sua pouco adequagdo para uso em diagnoéstico diferencial
(ERICKSON e LLOYD, 2004). Estudando apenas neoplasias de cabega ¢ pescogo, ndo se
encontrou positividade para S100 nos tumores de Merckel, a neoplasia neuroenddcrina da
pele (BATTIFORA e SILVA, 1986). Parece portanto, que a positividade encontrada nestes
tumores depende da histogénese da lesdo, ou ainda de outra caracteristica intrinseca a
topografia, e ndo do fendtipo neuroenddcrino, o que € pode ser verificado nesta diferenga aqui
detectada. Esta freqiiéncia maior da negatividade em células tumorais nos tumores
neuroenddcrinos de topografia digestoria pode ser também interpretado como um obstaculo

do uso deste marcador para a defini¢do diagnostica em neoplasias neuroenddcrinas.

O clone 34BE12 para citoceratinas de alto peso molecular foi expresso em apenas
duas neoplasias diferentes, um carcinoma neuroenddcrino em figado, e em um
paraganglioma. Erikson e Lloyd (2004) encontraram apenas 4% de positividade para este
clone em tumores pituitarios, e o consideraram 1til para diagnéstico diferencial por ser
provavelmente negativo nas neoplasias neuroenddcrinas. A presenca desta marcagdo em
alguns tumores evidencia que a mera negatividade deste marcador ndo exclui a possibilidade
da doenga ter diferenciagdo neuroenddcrina. Apesar disto, Sturm e colaboradores (2003)
verificaram que a positividade para 34BE12 pode excluir todo o espectro das proliferagdes
neuroenddcrinas pulmonares. O presente trabalho, porém, verifica que esta afirmacdo nao ¢
valida para neoplasia no figado e nas proliferagdes do sistema nervoso autdbnomo. Ha
portanto, achado similar com os das neoplasias da pituitaria verificados por Erikson e Lloyd
(2004). A utilidade pratica deste marcador nos tumores do trato respiratdrio, portanto, nao

deve ser transposta para as demais topografias.

O Ki67 mostrou diferengas estatisticamente significativas em relagdo a
classificagdo tumoral da OMS. Isto era previsto, pois tal marcador ¢ considerado fator
prognostico isolado (VAN EEDEN et al., 2002), além de auxiliar no diagnodstico diferencial
de neoplasias atipicas e de tumores neuroenddcrinos de alto e baixo grau. Nao se demonstrou

no presente estudo diferencas significativas quando as neoplasias foram estratificadas em dois
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niveis — malignas e benignas. Essa aparente incongruéncia ¢ também, de certa forma,
esperada, uma vez que o marcador ¢ positivo em quaisquer lesdes proliferativas,
independentemente da agressividade de seu comportamento biologico (BROWN e GATTER,
2002). Assim, a estratificacdo em dois niveis de positividade para o marcador ki67 parece
inadequada para fins diagndsticos, pois ndo ¢ coincidente com os achados morfologicos
associados a classificagio da OMS. Indices com valores escalares para este marcador ja foram
previamente correlacionados a prognéstico em diversos tumores, tornado-se um dos mais
populares marcadores em pesquisa oncologica, sendo utilizado em mais de 600 trabalho
indexados por ano (BROWN e GATTER, 2002). Nas neoplasias neuroendodcrinas gastricas,
Boo e colaboradores (2007) sugerem a inclusdo deste marcador como padrio para
determinag@o do progndstico agressivo. Portanto, parece adequada a inclusdo deste marcador
na propedéutica imunoistoquimica em tumores neuroendocrinos, € como perspectiva futura,
que se somem formas quantitativas de medicdo da imunomarcagdo, para fins diagnosticos e

de predigdo prognostica.

O produto da mutacdo do gene p53 foi demonstrado em cerca de 1/3 dos casos
estudados. Esperava-se que esta proteina fosse mais frequentemente expressa nas neoplasias
mais agressivas, com possivel correlacdo com as classificagdes prognosticas utilizadas.
Entretanto, conforme os testes estatisticos aplicados, ndo houve diferenca entre os grupos de
escore e quanto a positividade das reagdes quando correlacionadas as demais variaveis.
Assim, a correlag@o entre o mecanismo de dano ao anti-oncogene p53 ¢ as classificagdes aqui
utilizadas dos tumores neuroenddcrinos, bem como idade, sexo ¢ localizagao do tumor nao
puderam ser aferidas no presente método experimental. Pereira (2004) verificou a existéncia
de correlacdo da expressdo do p53 com o potencial metastatico em tumores neuroendocrinos
pulmonares, além de uma publicagdo japonesa ter considerado o p53 como provavel marcador
de malignidade em neoplasias do apéndice, inclusive nas neuroendocrinas. (YAJIMA et al.,
2005). Nestes dois estudos, os critérios de inclusdo eram menos amplos que no presente, o
que sugere como provavel causa da inexisténcia de correlagdo das freqiiéncias do p53 com as

variaveis ¢ da natureza intrinseca destes tumores — sua multiplicidade patogénica e
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histogenética. O subconjunto das neoplasias neuroendocrinas de imunomarcagao positiva para

p53 foi novamente verificado, porém nao pdde ser caracterizado na metodologia adotada.

O marcador c-kit teve um comportamento similar ao p53, pois também foi pouco
presente, sendo positivo em trés casos. Confirma-se a presenca de um grupo de neoplasias
neuroendocrinas onde a presenga do c-kit foi demonstrada, como previamente descrito
(ARAKI et al., 2003; CASALI et al., 2004; FEINMESSER et al., 2004; KOSTOULA et al.,
2005; LANKAT-BUTTGEREIT et al., 2005; FERRARI et al., 2006). O foco destes trabalhos
sdo os tumores pouco diferenciados, seja dicotomizando grupos ou apenas comparando-os
com outros tumores. Nos tumores neuroendocrinos ovarianos, verificou-se 35% de marcagao
positiva para o c-kit (WILCZYNSKI et al., 2005), o que ndo pode ser averiguado dada a
auséncia destes tumores na amostra aqui estudada. Em tumores neuroendécrinos pulmonares
pouco diferenciados, de grandes e de pequenas células, também foi encontrada elevadas
freqiiéncias de expressdo, com respectivamente 55% e 46% (ARAKI et al., 2003). Ao
comparar tumores neuroendocrinos bem diferenciados e pouco diferenciados de topografias
diversas, Ferrari e colaboradores (2006) encontraram maior expressdo deste marcador em
tumores bem diferenciados, 8 em 11 tumores testados, enquanto dos 24 bem diferenciados
analisados, apenas 3 foram c-kit positivos. Este achado ¢ proximo ao encontrado no presente
estudo, porém a expressdo do c-kit ndo se correlacionou com as varidveis propostas que
incluiam a diferenciagdo tumoral. As caracteristicas amostrais diferentes entre os trabalhos
foram a provavel causa da ndo confirmacdo dos resultados destes estudos. E novamente, o
subconjunto de neoplasias neuroenddcrinas ndo pode ser caracterizado conforme as variaveis

de estudo pela metodologia utilizada.

O hormonio VEGF compartilhou de aspectos similares ao marcadores p53 e c-kit,
sem particularidades estatisticas quando comparado as demais variaveis de estudo. Apesar de
presente em cerca de um quinto dos tumores estudados, ndo se evidencia nenhuma
distribuicdo relativa. A literatura verifica nos adenocarcinomas de prostata que possuem
células co-expressando marcadores de diferenciagdo neuroenddcrina e o VEGF t€m maior

agressividade, com maior tamanho e desdiferenciagdo, e menor sobrevida (BORRE et al.,
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2000). Foi também descrito como fator preditivo de metastase em adenocarcinomas do célon
e do reto, tendo o grupo onde este marcador foi positivo, comportamento diverso do grupo
onde este foi negativo, mesmo quando o estadiamento patologico ¢ similar (MAEDA et al.,
2003). H4 um entendimento similar quando estudados adenocarcinomas géstricos precoces,
onde foi verificada o maior potencial metastatico nas neoplasias que expressavam VEGF,
independentemente de seu estadiamento patologico. A expressdo deste hormonio também foi
correlacionada a maior densidade capilar nos tecidos tumorais e peritumorais, o que
provavelmente é o fator determinante do pior progndstico (ISHIKAWA et al., 2003). Para os
tumores neuroendocrinos, sdo necessarios estudo complementares neste sentido — comparar
neoplasias de estadiamento patologico similar conforme a positividade para este marcador,
pois demonstra-se neste estudo que existem estes subgrupos. O acréscimo de variaveis
morfologicas, como a quantificagdo da microvasculatura estromal — e clinicas, como
estadiamento ou sobrevida devem ser utilizadas para a verifica¢ao do significado da expressao

deste hormonio, além do porque de um subconjunto que o expressa.

A E-caderina foi expressa em apenas trés das neoplasias estudadas. Apesar da
amostra ser muito pequena, hd uma caracteristica intrigante - foi positiva apenas em
neoplasias ndo localizadas nos aparelhos digestorio e respiratorio — dois carcinomas
medulares de tiredide e um paraganglioma. Estas neoplasias s3o bem diferenciadas, e
esperadamente E-caderina positivas. Nao foi observada a positividade de marcagdo nos
tumores pulmonares e gastrointestinais, mesmo nos bem diferenciados, ao contrario do
previamente descrito (LI et al., 2002; SALON et al., 2004; PELOSI et al., 2005). Nestes
trabalhos, a E-caderina tem freqliéncias decrescentes conforme a diminui¢do da diferenciacao
tumoral, o que nao foi observado neste experimento. Na topografia gastrointestinal, um estudo
refere que a perda da expressdo da e-caderina pode ser considerada como fator progndstico
negativo, por associar-se a metastases linfonodais (BOO et al., 2007). A maior perda da
expressao deste marcador pode estar relacionada a caracteristica amostral com predominio de
lesdes nos estratos menos diferenciados conforme a classificagdo da OMS. O presente modelo

experimental foi, portanto, adequado para discernir um aspecto da imunomarcacdo da e-
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caderina. H4 alguma caracteristica fenotipica ou histogenética nos tumores neuroendocrinos
gastrointestinais e respiratorios que tornam a perda da expressdo da E-caderina mais freqiliente
que nas demais topografias estudadas. Afinal, sdo exatamente estes tumores, somados aos
pancreaticos, que vem sendo agrupados para estudo dada a provavel histogénese em comum,
no intestino primitivo anterior (VAN EEDEN et al., 2002). O achado, portanto, sugere
estudos pormenorizados a fim de excluir falhas amostrais e também para incluir outras

variaveis de estudo para a sua melhor caracterizacio.

O marcador CD99 foi apenas fracamente positivo em dois casos, marcando
também células ocasionais em outros dois. A freqiiéncia da positividade a este marcador em
tumores neuroendocrinos foi previamente descrita como decrescente conforme a
desdiferenciagdo tumoral (PELOSI et al., 2006). Um trabalho anterior, do mesmo autor
principal (2000), relata 25% de positividade para este marcador em tumores neuroenddcrinos
gastrointestinais e pulmonares. Por ser alvo da moderna terapéutica com anticorpos
especificos, ¢ possivel que algum subconjunto de doentes possam se beneficiar da inclusao
deste marcador nos protocolos de imunoistoquimica para fatores progndsticos. Além disso,
Pelosi (2000, 2006) também refere como provavel a associagdo entre a adesdo celular ¢ a
regulagdo para menos da proliferacdo celular com este marcador. A auséncia da sua expressao
significa perda da ancoragem celular ¢ maior proliferagdo e, consequentemente, a lesdao
adquire maior potencial metastatico, que a torna a perda da expressdo do CD99 um fator
prognoéstico adverso. Com marcagdo presente em 20% dos tumores estudados, a presente

amostra entretanto ndo € correlata a quaisquer outras varidveis em estudo.
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7. CONCLUSAO

Os marcadores Cromogranina ¢ Sinaptofisina sdo tUteis na caracterizagdo dos
tumores neuroenddcrinos em imunoistoquimica. O marcador S100 ¢é também util,

principalemente quando localizado nos sitios do trato digestorio.

O marcador 34BE12 ¢ util na caracterizacdo fenotipica dos tumores
neuroenddcrinos em imunoistoquimica, sendo inespecifico para os tumores neuroendécrinos.
A positividade para este marcador desfavorece porém ndo exclui a possibilidade de

diferenciag¢do neuroendocrina.

O marcador ki67 ¢ mais freqiiente e intensamente presente nas neoplasias
neuroenddcrinas de alto grau conforme a classificacio da OMS. Deve ser incluido na rotina
de estudo em tumores neuroendocrinos por sua utilidade diagnostica e prognostica. Os
achados sugerem novos protocolos de pesquisa com estudo quantitativo da sua expressao,

para a melhoria da interpretagdo prognostica deste marcador.

A perda da expressdo da E-caderina nos tumores digestorios e respiratorios ¢ maior
que nas demais localidades, merecendo posterior caracterizacdo em estudos orientados a

variaveis correlatas ao prognostico e histogénese.

Os marcadores prognodsticos p53, c-kit, VEGF, e CD99 sdo expressos em
subconjuntos dos tumores neuroenddcrinos, nao correlatos com o sexo, idade, localizagdo do
tumor, e classificagdo tumoral. Sdo perspectivas de estudo a inclusdo, dentre outros dados,
informagdes sobre estadiamento clinico e patologico, densidade e invasividade vascular, de
sitio primario ou metastatico, para que o potencial metastatico seja variavel prognostica a ser

estudada ou predita com o auxilio destes marcadores.
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9.1. Tabela completa dos resultados
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Paciente  Origem Idade  Sexo  Neoplasia Ki67 P53 ckit e-cad VEGF CD99 S100  34bE12  sinap Cromo
1 LIB/Biopsia 61 F CN de figado ++ - - - + - ++++ ++ + +++
2 LIB/Bi6psia 73 M CN intestino delgado ++ - - - - - ++++ - ++++ ++++
3 LIB/Biopsia 90 M CN em linfonodo +++ ++++ - - - - - - ++ ++++
4 LIB/Biopsia 44 F CN reto ++++ ++ - - - - - - ++ S+
5 LIB/Biopsia 61 M Paraganglioma ++ - - - - - - - + o+
6 LIB/Biopsia 51 M CN colon +++ ++++ ++ - ++ - ++++ - + ++
7 HUB 50 F Ca medular de tiredide ++ - - ++ + - - - 4+ Tt
8 HUB 50 F CN em linfonodo +++ + - - - - - - +++ 4+
9 HUB 57 F Paraganglioma - - ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++++ ++++
10 HUB 53 F CN pulmao + +++ - - + - - - + e+
11 HUB 67 F CA pequenas células do + - - - - - +++ - ++ +++
pulméo
12 HUB 74 F CN Reto + + - - - - ++ - - +
13 HUB 32 F CA medular tiredide + +4+4++ ++ +++ - + ++++ + 4+ 4+
14 HUB 48 M CN colon metastatico + - - - + - ++ - + 4+
figado

15 HUB 74 F CN cdlon + ++ - - +++ - ++++ - ++ ++++
16 Micra 70 F CN colo uterino - - - - - - - - ++ ++++
17 Micra 52 M Carcindide brénquico - - - - ++ + - - 4+ ++++
18 Micra 60 F Carcindide bronquico - - - - ++ + - - 4+ 4+
19 Micra 52 M Carcinoide Pulmao - - - - - - - - + ++
20 Micra 58 M CA pequenas células do ++ + - - - ++ ++++ - ++ +4+++

pulméo
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9.2. Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de consentimento livre e esclarecido

Nome do paciente:

Autorizo o empréstimo de blocos de parafina, a coleta e utilizagdo de dados clinicos do
paciente identificado acima, para o médico Gustavo Henrique Soares Takano, responsavel sobre a
pesquisa cientifica intitulada “Perfil imunoistoquimico dos tumores neuroenddécrinos”. Esta pesquisa
sera realizada no laboratério de imunopatologia da Universidade de Brasilia, como parte do programa
de pds-graduagdo em Ciéncias Médicas, obedecendo a critérios pré-estabelecidos no projeto de
pesquisa, e aprovado no comité de ética médica.

Reconhecgo a natureza cientifica do procedimento, e com isso a auséncia de 6nus ou ganhos
para minha pessoa, bem como nao serdo subtraidos ou acrescentados dados ao meu prontuario
médico. Reconhego que a pesquisa sera realizada apenas em material previamente analisado, ndo
sendo necessaria coleta ou outros procedimentos envolvendo minha pessoa.

O pesquisador compromete-se a retornar o material ao término da pesquisa com o minimo de
prejuizo para a posterior repeticao de laminas histopatoldgicas dos blocos analisados, bem como

manter o anonimato do paciente e o sigilo das informacdes obtidas.

Nome:

Assinatura:

Parentesco (se pertinente):

22 via paciente
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9.3. Anexo 3 - Termo de compromisso para uso de dados em arquivo

Termo de compromisso para uso de dados em arquivo

Titulo do projeto: Perfil imunoistoquimico dos tumores neuroenddécrinos

Pesquisadores: Gustavo Henrique Soares Takano
Floréncio Figueiredo Cavalcanti Neto

Os pesquisadores do projeto acima identificado assumem o compromisso de :
Preservar a privacidade dos pacientes cujos dados serao coletados.
2. Que as informagdes serao utilizadas unica e exclusivamente para a execucédo do projeto em
questao
3. Que as informagdes somente serdo divulgadas de forma anénima, ndo sendo usadas iniciais ou

quaisquer outras indicagbes que possam identificar o sujeito da pesquisa.

Brasilia, outubro de 2006

Gustavo Henrique Soares Takano
(pesquisador responsavel)

Floréncio Figueiredo Cavalcanti Neto
(orientador)
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9.4. Anexo 4 - Autorizacdo para empréstimo de blocos de parafina para

pesquisa cientifica

Autorizagdo para empréstimo de blocos de parafina para pesquisa cientifica

Autorizo o empréstimo de blocos de parafina, a coleta e utilizagdo de dados clinicos, sob
guarda deste laboratério, para o médico Gustavo Henrique Soares Takano, responsavel sobre a
pesquisa cientifica intitulada “Perfil imunoistoquimico dos tumores neuroenddcrinos”. Esta pesquisa
sera realizada no laboratério de imunopatologia da Universidade de Brasilia, como parte do programa
de pds-graduagdo em Ciéncias Médicas, obedecendo a critérios pré-estabelecidos. A pesquisa so
tera inicio quando aprovada pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina da UnB.

O pesquisador compromete-se a retornar o material retirado apds as reagdes sem prejuizo

para a posterior reprodutibilidade de lAminas histopatoldgicas do caso analisado.

=1 oYo] =1 (o] 1 [0 1A

ReSPONSAVEl TECNICO: ... e e e e e e e e e e enanes



9.5. Anexo 5 — Parecer FM/UnB

Universidade de Brasilia

. Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

Campus Universitario, Asa Norte — CEP 70910-9000 — Brasilia, DF - Tel.: (061) 3307-2520 / 3273-4069

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de projeto: ~ CEP-FM 078/2006

Titulo:  Perfil imunofenotipico de tumores neuroendocrinos

Pesquisador responsavel: Gustavo Henrique Soares Takano

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragéo de
Responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido,
cronograma, bibliografia pertinente e curriculo(s) de pesquisador(es)

Data de entrada:  06/12/2006

Proposigéo do(a) relator(a)
( x ) Aprovagdo
( ) Nao aprovacio

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UnB: 3ﬁ101f2007
Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB:  31/01/2007

PARECER

Com base na Resolugdo CNS/MS N° 196/96, que regulamenta a matéria, o Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR, na reunido ordinaria de 31/01/2007, conforme parecer do(a) relator(a), o

projeto de pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

1 — Modificagdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificacéo

imediata de eventos adversos graves;

2 — O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatorios periddicos do andamento da

pesquisa ao CEP-FM.
. Brasilia, 01de fevereiro de 2007.
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