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Cada pessoa brilha com luz prépria, entre todas as outras.
Nao existem duas fogueiras iguais. Existem fogueiras
grandes e fogueiras pequenas e fogueiras de todas as cores.
Existe gente de fogo sereno, que nem percebe o vento e
gente de fogo louco que enche o ar de chispas. Alguns fogos,
fogos bobos, n&o alumiam nem queimam; mas outros
incendeiam a vida com tamanha vontade que impossivel
olhar para eles sem pestanejar e quem chega perto pega
fogo.

Eduardo Galeano
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Resumo:

Introducdo: Tumores estromais gastrintestinais (GISTs) perfazem cerca de 70%
dos tumores mesenquimais do trato gastrintestinal. Tém uma incidéncia de 1 a
2/100.000/ano sendo a forma esporadica observada em adultos, a mais comum.
Para o diagnostico definitvo de GIST € necessaria a confirmacao
imunoistoquimica, sendo 90 a 95% dos casos positivos para o marcador CD117.
Os GISTs apresentam comportamento biologico incerto e a classificagdo em
categorias de risco (tamanho tumoral e indice mitético — NIH) tem sido validada
em in0meras séries. Fatores angiogénicos como a DMV (densidade
microvascular) e VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) tem importancia
fundamental no crescimento e na progressédo tumoral em algumas neoplasias e o
seu significado nos GISTs ainda nao esta estabelecido.

Objetivo: relacionar a expressdo da densidade microvascular (DMV) e do
marcador angiogénico VEGF com a curva de sobrevida dos pacientes portadores
de GISTs.

Material e Métodos: foram selecionados 79 casos diagnosticados como GIST, do
Servico de Patologia do Hospital de Clinica de Porto Alegre, no periodo de janeiro
de 1.993 a dezembro de 2.009. Realizada a técnica da imunoistoquimica para
avaliacdo do VEGF e do CD31 para avaliacdo da DMV. Os “hot spots” foram
identificados em cada caso e a DMV avaliada através do método Chalkley
computadorizado.

Resultados: dos 79 casos, 14 foram obtidos através de bidpsias e 65 de pecas
cirdrgicas. Todos os casos foram diagnosticados como GISTs esporadicos sendo
42 casos do sexo masculino e 37 do sexo feminino, com uma média de idade de
58,9 anos. A localizacdo gastrica foi a mais frequente (45,6%) seguida pelo
intestino delgado (38,0%). O tipo histolégico predominante foi o fusocelular
presente em 72,2% dos casos. GISTs classificados na categoria de risco muito
baixo foram 15,4%, baixo risco 13,8%, risco intermediario 23,1% e alto risco
47,7%. Todos o0s casos apresentaram positividade para o VEGF, sendo que
27,8% foram considerados fracos positivos e 72,2% forte positivos. Na avaliagcédo
da DMV, 67 casos 84,8% apresentaram uma média de menos de 6 vasos
marcados com CD31 e 15,2% apresentaram uma média de mais de seis vasos
marcados. Houve diferenca estatisticamente significativa na sobrevida de
pacientes com DMV < 6 vasos (meédia=11,2; IC 95%: 10,1 a 12,4) com os DMV= 6
vasos (média=2,4, IC 95%: 1,67 a 3,17), com P=0,001.

Conclusdes: 79 casos de GISTs diagnosticados no HCPA foram caracterizados do
ponto de vista angiogénico. Houve associacdo da DMV com a sobrevida dos
pacientes. O VEGF e a DMV nao apresenta associagao significativa com sexo,
faixa etaria, tipo histologico, categoria de risco, localizacdo e metastases.
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Abstract:

Introduction: Gastrointestinal stromal tumors (GISTs) are the most common
mesenchymal tumors of the gastrointestinal tract, representing 70% of these
neoplasias, having an annual incidence of 1 to 2/100.000. They are mostly
sporadic and occurring mainly in adults. GISTs are tumors of relative unknown
behavior and a score of risk stratification was developed based on two criteria:
maximum tumor size and mitotic index according to the National Institutes of
Health (NIH) consensus, validated by several authors. Angiogenic factors such as
the MVD (microvessel density) and VEGF (vascular endothelial growth factor) may
play an important role in growth and tumor progression, and its significance in
GISTs remains unclear.

Objective: to study the MVD and VEGF expression in GISTs and its correlation
with the survival rate of these patients.

Material and Methods: 79 cases of GISTs were diagnosed by the Pathology
Service at the HCPA (Hospital de Clinicas de Porto Alegre) from January 1993 to
December 2009 and submitted to immunohistochemical analysis for VEGF and
CD31. For the MVD study,” hot spots” (CD31 positive vessels) were initially
identified and the MVD evaluated by computational Chalkley method.

Results: out of 79 GISTs, 14 cases were achieved from biopsies and 65 from

surgical resections. All cases were diagnosed as sporadic GISTs, 42 male and 37
female with an average age of 58,9 years. GISTs were predominately located in
the stomach (45,6%) followed by the small intestine (38,0%). Spindle cell
morphology was present in 72, 2% of these tumors. According to the NIH
classification, 15,4% GIST were classified as very low risk category, 13,8% low risk
category, 23,1% intermediate risk category and 47,7% belonged to the high risk
category. VEGF expression was seen all cases, 27, 8% were considered weakly
positive and 72, 2% strongly positive. 67(84, 8%) GISTs showed an average of
less than six vessels stained by CD31 (MVD) and 15, 2% GISTs an average of
more than six vessels stained by CD31. A statistically significant difference was
observed between the survival rate of patients having GISTs and the MVD: < 6
vessels (mean=2,4, Cl 95%: 1,67 a 3,17) and = 6 vessels (mean=2,4, Cl 95%: 1,67
a 3,17), p=0,001.
Conclusions: 79 cases of GISTs diagnosed at the HCPA were studied for
angiogenic factors. There was a statistically significant difference between MVD
and the survival rate for these patients. No association for VEGF and MVD was
seen when related to sex, age, histological type, risk category, location and
metastasis.

13



1 INTRODUCAO

Tumores estromais do trato gastrointestinal (GISTs) sdo tumores
conhecidos por diferentes terminologias e agrupados, mais recentemente, sob
esta denominacdo. Cerca de 80% das neoplasias mesenquimais do trato
gastrintestinal sdo GISTs, e estes representam de 1% a 4% de todos os tumores
gastricos, 14% dos tumores de intestino delgado e 0,1% dos tumores
colénicos(1,10-13).

Estudos recentes sugerem que a sua origem esté relacionada a célula de
Cajal ou a uma célula em comum mais primitiva. A célula de Cajal é a célula
marca passo do trato gastrintestinal, responsavel pela coordenacdo da sua
motilidade (2-4).

GISTs tém uma incidéncia estimada de 14,5 casos por 1 milhdo de
habitantes e ocorrem principalmente em pacientes adultos entre 40 e 80 anos de
idade (média de 60 anos)(1,12-13). A forma esporadica € sua apresentacdo mais
comum, embora raros casos possam ser familiares (4-5). N&o existe uma
predominéncia importante em relacdo ao sexo, mas alguns paises mostram uma
discreta prevaléncia pelo sexo masculino (11). A localizagcdo gastrica € a mais
frequente, compreendendo cerca de 50% a 70% dos casos. A seguir, aparecem
0s casos localizados no intestino delgado (20% a 25%), es6fago, célon e reto
(10%). GISTs sdo pouco frequentes em omento, mesentério, apéndice cecal e
retroperiténio (1,9,16-19).

A sintomatologia depende do tamanho, da localizagdo e do comportamento
biolégico da neoplasia. Os principais sintomas sdo: sangramento, alteracbes da
motilidade do trato gastrintestinal e, menos frequentes, quadros obstrutivos. Sua
via de metastase mais comum € hematogénica, sendo o figado e peritbnio os
sitios mais acometidos. Os linfonodos regionais geralmente ndo estdo

comprometidos. O tratamento indicado € o cirdrgico, com remo¢ao completa da
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lesdo e margens cirdrgicas livres, ja que os GISTs nao respondem bem a
radioterapia ou a quimioterapia convencional. A recorréncia esperada ocorre de
29% a 54% dos casos (9,11).

Uma caracteristica dos GISTs é apresentar um comportamento biologico
incerto. LesbBes pequenas e primarias com menos de 2,0 cm de diametro e com
baixo indice mitotico podem eventualmente evoluir de forma agressiva (1,9-11).
Muitos autores como Fletcher e colaboradores, relacionaram o tamanho da lesao
e a contagem mitética a agressividade da neoplasia (44). Em 2002, o National
Institutes of Health (NIH) passou a usar estes dois fatores para classificar GISTs
em categorias de risco que serdo descritas mais adiante. A localizagdo também
parece influenciar no comportamento biolégico destas lesGes. GISTs do intestino

delgado podem ser malignos em mais de 40% dos casos (26).

Atualmente, o diagnéstico de GIST é sugerido em exame
anatomopatologico  convencional e confirmado por imunoistoquimica.
Macroscopicamente, sdo lesdes geralmente nodulares, Unicas, ndo encapsuladas
e bem definidas. Na histologia, 70% dos casos apresentam células de aspecto
fusocelular, 20% de aspecto epiteliide e 10% podem apresentar os dois

componentes celulares (26,27).

Na imunoistoquimica, de 90% a 95% dos GISTs sao positivos para a
proteina KIT (CD117), com marcada positividade citoplasmética ou em area
correspondente a zona de Golgi (1,44). Outro marcador de interesse diagndstico é
0 CD34, também presentes em células precursoras hematopoiéticas, positivo em
60% a 70% dos casos. A actina pode ser focalmente positiva em até 40% dos
casos. Raramente essas neoplasias sdo positivas para a proteina S100 (menos de
5%) ou desmina (menos de 2%) (3-4). Em 2006, os marcadores
imunoistoquimicos recomendados por um grupo multidisciplinar internacional de
estudos em GISTs foram: CD117, CD34, vimentina, actina, proteina S100 e

desmina (1). A realizacdo do painel imunoistoquimico recomendado pode ainda
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esclarecer duavidas em relacdo aos principais diagnosticos diferenciais:
leiomiomas, leiomiossarcomas, tumores desmoides, fiboromatoses e schwannomas
(37).

A angiogénese em GISTs pode ter grande importancia no crescimento e
progressado. Inamura et al em trabalho realizado em 2006 associou 0 aumento da
expressao de marcadores angiogénicos em neoplasias mais agressivas (57). A
atividade angiogénica pode ser avaliada através de fatores angiogénicos como a
Densidade Microvascular (DMV) e o Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) e ter um importante papel na resposta ao tratamento quimioterapico e

radioterapico.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histoérico

Neoplasias estromais do trato gastrintestinal foram classificados durante
varias décadas como provenientes da musculatura lisa da parede gastrintestinal e
denominados, na sua grande maioria, como leiomiomas, leiomiossarcomas ou
leiomioblastomas. No final dos anos 60, com o advento da microscopia eletronica,
sua origem em tecido muscular foi questionada, pois poucas neoplasias
apresentaram caracteristicas ultra-estruturais de fibra muscular lisa (1). Na década
de 80, com o difusdo da técnica da imunoistoquimica, verificou-se que esses
tumores estromais raramente apresentavam positividade para marcadores de
tecido muscular liso. Mazur e Clark em 1983(2), baseados em achados
imunoistoquimicos e ultraestruturais, sugeriram terem estas neoplasias origem em
células do plexo mioentérico, provavelmente nas células intersticiais de Cajal
(CIC). Estes autores propuseram a utilizacdo de uma terminologia mais geral:
tumor estromal do trato gastrintestinal (GIST). Em 1994, o CD 34, marcador
imunoistoquimico hematopoiético, se mostrou extremamente Uutili para a

identificacdo de GISTs apresentando alta sensibilidade. A hipGtese de que os
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GISTs teriam sua origem relacionadas as CIC, células marca-passo do plexo
mioentérico, se fortaleceu, uma vez que estas sdo também fortemente positivas
para o CD 34 (3,4). Em 1998, Hirota e cols. identificaram o CD 117, proteina KIT,
como marcador diagnéstico universal para os GISTs, com uma sensibilidade de
94% em uma série de 49 casos. Nesta mesma série, cinco entre seis casos
analisados apresentaram mutacdes para o gene c-kit (5). Heinrich e cols. em 2003
encontraram mutacdes no receptor alfa do fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGFRA) em alguns casos de GISTs (6). Atualmente, este conjunto de
marcadores imunoistoquimicos (CD 117 e CD 34) e moleculares (c-kit e PDGFRA)

sdo 0s mais estudados em GISTs(7,8,9).

2.2 Epidemiologia

Estima-se que os GISTs correspondam a 0,2% dos tumores do trato
gastrintestinal, com um montante de 5.000 novos casos por ano nos Estados
Unidos e 20.000 novos casos anuais em todo o mundo (10). Segundo estudos de
Nilsson et al (11) GISTs tém uma incidéncia estimada de 14,5 casos por 1 milhdo
de habitantes, e uma prevaléncia de 129 casos por 1 milhdo de habitantes.
Steigen e cols. observaram uma incidéncia maior de GISTs em paises nordicos,
de 19 casos por milhdo de habitantes (12,13).

Embora relativamente raro, os GISTs representam 80% dos tumores
mesenquimais do trato digestivo (14). Ocorrem predominantemente, entre 40 e 80
anos, sendo a média em torno dos 60 anos. Sua ocorréncia em idades extremas é
muito rara. Alguns estudos mostram uma leve predominancia em individuos do

género masculino (14,15).

2.3 Localizacao
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Ja em 1965, Skandalakis & Gray, em um estudo multicéntrico, avaliaram
2.507 casos de neoplasias estromais do trato gastrintestinal, analisando sua
distribuicdo topografica e encontrando a proporcéo de 15% de lesdes no eséfago,
45% no estbmago, 30% no intestino delgado e 10% no célon e reto. Assim,
observa-se que o estbmago e o intestino delgado s&o responsaveis por 75% dos
tumores estromais do trato gastrintestinal, sendo o estbmago o sitio mais
frequente. Por outro lado GISTs representam apenas 1 a 4% de todas as
neoplasias géstricas (16,17,18,19).

Liegl e Fletcher em 2010 (68) verificaram que o local mais comum €é o
estbmago (60%), seguido por jejuno e ileo (30%), duodeno (5%) e reto (4%). Os
GISTs sé&o mais raramente encontrados no es6fago e apéndice(46)

A distribuicdo topogréafica dos tumores estromais no estdbmago se da de
forma diferente da observada nos adenocarcinomas, em que se observa um
predominio das lesdes no terco distal. Os GISTs gastricos tém uma localizacdo
predominantemente em terco médio, seguido do terco proximal e menos

frequentemente comprometem o terco distal (16,20,21,22,23,24).

GISTs no intestino delgado tém uma localizacdo preferencial em jejuno e
ileo (25).

2.4 Aspectos clinicos

A sintomatologia depende do tamanho, localizacdo e comportamento
biolégico da neoplasia. Aproximadamente 70% dos casos de GISTs apresentam
sintomas clinicos, 10 a 20% séo assintomaticos e 10 a 20% relacionados a
achados incidentais (26). Entre 15 a 47% dos casos apresentam doenca

metastatica no momento do diagnostico (12,27,28,29).
GISTs sao neoplasias essencialmente intra-abdominais, tendo como

achados clinicos principais: fadiga relacionada a anemia, saciedade precoce e

flatuléncia. Lesdes com ulceracdes da mucosa podem se manifestar por

18



sangramento (hematémese, melena, enterorragia, anemia crénica normocitica ou
hipocrémica). Uma minoria de GISTs, geralmente tumores maiores, podem ser

palpados ou apresentar um quadro obstrutivo (28,29).

O diagnostico por imagem pode ser feito atraves de tomografia
computadorizada, ressonancia magnética ou tomografia de emissao de pésitrons
(29). Exames endoscopicos podem ser de ajuda diagndstica assim como também

a puncdao aspirativa (30,31)

O tratamento indicado é essencialmente cirdrgico, com remocao completa
da lesdo e margens cirurgicas livres. A recorréncia esperada é de 29 a 54%
(14,25,32). As metastases mais frequentemente se localizam no figado e peritonio,
sem acometimento de linfonodos regionais. Metastases pulmonares, ésseas e em
partes moles sdo menos frequentes e ocorrem em situacbes mais tardias. A
maioria das metastases ocorre nos primeiros cinco anos apos ressecc¢ao cirdrgica,
mas existem relatos da presenca de metastases apdés 20 anos do diagndstico
inicial de GIST. Portanto, um acompanhamento clinico por longos periodos de
tempo esta indicado, uma vez que lesdes consideradas inicialmente benignas
podem evoluir por anos a apresentar, posteriormente, um comportamento

biolégico mais agressivo (9,28).

2.5 Diagnéstico

O diagndstico é realizado através do exame anatomopatoldgico e
confirmado pelo estudo IHQ das lesfes. (33). Na hematoxilina-eosina (HE) os
GISTs apresentam trés tipos morfologicos: fusocelular (70% dos casos),
epitelidide (20%), e os 10% restantes apresentam um padrao misto (fusocelular e
epitelidide)(25).

O principal marcador diagnéstico IHQ é o CD 117, que expressa a proteina

KIT, positivo em 95% dos GISTs. A proteina KIT € um receptor tirosina quinase
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da membrana celular codificada pelo proto-oncogene c-kit, localizado no
cromossomo 4 (4g11-12). A proteina KIT atua como fator regulador do
crescimento celular ou formador de colbnia, essencial no desenvolvimento de
melandcitos, eritrocitos, mastécitos, células germinativas e da célula intersticial de
Cajal (34,35).

GISTs também apresentam grande sensibilidade para o marcador CD 34,
sendo positivo em até 60 a 70% dos casos. O antigeno CD 34 é uma
glicoproteina da superficie celular presente em células precursoras do tecido

mielbide e linféide da medula 6ssea (5,35).

A actina, a proteina S100 e a desmina sao os principais marcadores de
diagnostico diferencial em GISTs. Podem apresentar positividade focal em até
40% para actina, 10% para a proteina S100 e menos de 5% para a desmina
(36,37,38,40,47,48).

Os principais diagnésticos diferenciais do trato gastrintestinal em relacao
aos GISTs sao: leiomiomas, leiomiossarcomas, schwannomas, tumores fibrosos

solitarios, polipos inflamatorios gastricos e tumores desmoides. (38)

Alguns autores atestam que uma neoplasia para ser classificada como
GIST, deve, obrigatoriamente expressar o CD 117, tornando assim, obrigatoria a
sua realizacdo para o diagndstico de certeza (31). Recentemente, Miettinen e
cols.(38) publicaram um estudo comparando a sensibilidade do marcador CD 117
com a do marcador Discovered On GISTs (DOG 1.1) e encontraram percentuais
semelhantes 94,4% e 94,7%, sendo a resposta ao DOG1.1 superior em GISTs
gastricos epitelidides com mutacdo PDGFRA(39). Liegl, em 2009, concluiu que o
DOG1.1 podera ter um importante papel diagndéstico, especialmente em GISTs
negativos para o CD 117 (68).
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2.6 MutacbGes do gene c-kit e do gene PDGFRA (receptor alfa derivado do
fator de crescimento plaquetario)

Evidéncias mostram que mutagdes puntiformes em c-kit sdo eventos
principais na oncogénese dos GISTs, ocorrendo em estagios precoces do seu
desenvolvimento (41,42,49). GISTs apresentam mutacdes em cerca de 80 a 90%
dos casos. Sendo que, 80% ocorrem no gene c-kit: 70% no éxon 11 e 5 a 10% no
éxon 9. O percentual de mutacdes presentes no PDGFRA é bem menor, 5 a 10%
dos casos, e ocorrem predominantemente nos éxons 18 e 12. Cerca de 10% dos
casos, ndo apresentam as mutacdes comumente observadas nos genes c-kit e no
gene PDGFRA , sdo conhecidos como GISTs do tipo selvagem, wild type. As

mutacdes para o gene c-Kit e PDGFRA séo excludentes (25).

Essas diferencas mutacionais possuem importancia clinica e terapéutica.
Ha evidéncias de que tumores com mutacdes localizadas na regido regulatéria do

éxon 11 do gene sejam mais sensiveis ao STI 571 (mesilato de imatinibe) (41,42).

2.7 Categorias de risco
Enquanto o comportamento biolégico da maioria das neoplasias
humanas pode ser caracterizado como benigno e maligno baseado em suas
caracteristicas histologicas (atipia e pleomorfismo nuclear, perda de maturacéo,
invasdo de parede, dentre outros), para os GISTs isso nao é verdadeiro, coloca-
se, assim, a necessidade de estudar outras variaveis: o numero de figuras de
mitose por 50 campos de grande aumento (CGA), tamanho do tumor, necrose
tumoral, ploidia do DNA e a profundidade da leséo (35,43). Tumores maiores do
que 5,0 cm tém um progndstico reservado, enquanto que lesdes menores do que
5,0 cm apresentam melhor evolucdo, com melhores indices de sobrevivéncia em
cinco anos(24).
Em 2002 Fletcher et al. (44) criaram um sistema para avaliar a categoria de
risco dos GISTs, levando em consideracdo o tamanho da neoplasia e o numero
de mitoses por 50 CGA (Quadro 1). Nesse mesmo ano, o National Institutes of

Health (NIH) aprovou o uso destas duas varidveis para classificar os GISTs em
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categorias de risco. Esta classificacdo € também conhecida por NIH Risk

Stratification Categories.

Quadro 1 - Potencial de malignidade do tumor estromal

Tamanho indice mitético
RISCO MUITO BAIXO <2,0cm <5/50 CGA
RISCO BAIXO 2,0-50cm <5/50 CGA
RISCO INTERMEDIARIO <5,0 cm 6-10/CGA
50-10,0CM <5/50 CGA
RISCO ALTO >5,0 cm >5/50 CGA
>10,0 cm qualquer indice
qualquer tamanho >10/50 CGA

(Modificado de Fletcher et al, 2002)

A localizacdo do tumor também apresenta influéncia nos parametros
preditivos. Em geral, como descrito por Miettinen et al (26), os limiares de diametro
para os tumores intestinais tendem a ser menores do que para 0S tumores

gastricos (Quadro 2).

Quadro 2 — Tamanho do tumor e atividade mitética como indicadores de

malignidade nos GISTs

Provavelmente benignos

Intestinais: didmetro méximo <2,0 cm e contagem mitética <5 mitoses/50 CGA

Gastricos: didmetro maximo <5,0 cm e contagem mitética <5 mitoses/50 CGA

Provavelmente malignos

Intestinais: diametro maximo >5,0 cm ou contagem mitética >5 mitoses/50 CGA

Gastricos: diametro maximo >10,0 cm ou contagem mitética >5 mitoses/50 CGA

Comportamento incerto ou baixo potencial de malignhidade

Intestinais: diametro maximo >2,0 cm e <50 cm e contagem mitética <5
mitoses/50 CGA
Gastricos: didametro maximo >5,0 cm e < 10,0 cm e contagem mitética <5
mitoses/50 CGA

(Modificado de Miettinen et al, 2002)
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Trabalhos mais recentes basearam a classificacdo dos GISTs em relacéo

ao risco de progressao de doenca, localizagdo, indice mitético e tamanho tumoral

(9,38,45,46,47)(Quadro 3).

Quadro 3 — Risco de progressao da doenca em GISTs de acordo

mitotico, tamanho e sitio primario da neoplasia

com indice

Parametros Tumorais

Risco de Progresséo da Doenca (%)

Tamanho Géstrico Duodeno Jejuno/ileo | Reto
£2cm 0 0 0 0
indice >2<5cm | Muito
Mitético baixo Baixo (8,3) | Baixo (4,3) | Baixo (8,5)
(1.9)
<5 por >5< 10 cm | Baixo (3.6) | Dados Moderado | Dados
50 CGA Insuficientes | (24) Insuficientes
>10cm Moderado | Alto (34) Alto (52) Alto (57)
(10)
<2cm 0 Dados Alto Alto (54)
Insuficientes
indice >2<5cm | Moderado | Alto (50) Alto (73) Alto (52)
Mitético (16)
> 5 por >5<10cm | Alto (55) Dados Alto (85) Dados
50 CGA Insuficientes Insuficientes
>10cm Alto (86) Alto (86) Alto (90) Alto (71)
(Liegl, 2009)

Contudo as classificacfes iniciais de Fletcher e de Miettinen sdo as mais

utiizadas em diferentes séries de GISTs e validadas como importante fator
prognostico (9,26,38,44,45,46,47).
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2.8 Marcadores angiogénicos

Angiogénese é definida como a formacdo de novos vasos sanguineos a
partir da vascularizacado pré-existente (93), sendo um evento essencial para o
desenvolvimento normal e a homeostase dos tecidos. Em condicdes fisiologicas
atua na embriogénese, no desenvolvimento tecidual, na ovulagao, na formacéao do
corpo lateo e no processo de cicatrizagdo (94-95). A angiogénese patoldgica, por
sua vez, ocorre em uma variedade de transtornos, sejam eles caracterizados por
neovascularizacdo, como observado na retinopatia proliferativa, regeneracéo
macular relacionada com a idade, artrite reumatoide, psoriase, diabetes mellitus,
crescimento tumoral e disseminacdo mestastatica (96-97). A angiogénese
contribuiria para o processo metastético facilitando o desprendimento das células
neoplasicas no interior dos vasos sanguineos neoformados. Em contraste com o
processo ordenado, regulado e autolimitado, a angiogénese patolégica é um
processo onde a multiplicacdo vascular ocorre de modo descontrolado e continuo
(98). A angiogénese constitui um importante mecanismo no desenvolvimento
tumoral, sendo responsavel pelo aporte nutricional as células neoplasicas em
proliferacdo e estabelecendo condicdes favoraveis para a disseminacao
mestastatica (99-100).

Véarias moléculas estimuladoras da angiogénese ja foram caracterizadas,
entre elas o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), fatores de
crescimento & heparina, fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF),
fatores de necrose tumoral (TNF alfa e TNF beta), o fator de transformacao de
crescimento (TGF alfa) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (101-
104).

O estimulo angiogénico é acompanhado da supressédo dos inibidores locais

de angiogénese, denominados de fatores anti-angiogénicos, que protegem o

endotélio vascular do estimulo proliferativo. Varios sdo esses fatores ja descritos:
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fator plaquetario 4 (PF4), fator de transformacdo de crescimento (TGF-beta),

interferon alfa (alfa-IFN), endostatina, interleucina 10 (IL 10), entre outros (95).

Dentre todos os fatores envolvidos na angiogénese, o VEGF desempenha

um papel essencial tanto nos processos fisiolégicos como patolégicos.

O VEGF atua através de sua ligagdo a receptores especificos tirosina
quinase, promovendo uma cascata de eventos intracelulares, que incluem a
proliferacédo, invasdo e atividade quimiotatica endotelial. Recentemente, estudos
baseados no mecanismo molecular dessas vias de ativacdo e inativacdo dos
fatores de crescimento tumoral, que utilizam receptores do tipo tirosina quinase

tém demonstrado uma promissora possibilidade terapéutica (54,55).

Quanto ao estudo de novos e mais precisos marcadores angiogénicos,
ajuda-nos o entendimento da farmacologia das drogas inibidoras de receptores de
tirosina quinase, especialmente os mais usados no tratamento clinico de GISTs: o
mesilato de imatinibe e o maleato de sunitinibe. Nao ocorrendo a sinalizagao por
inibicdo dos receptores de tirosina quinase, cessa o0 estimulo mitético e a massa
neoplasica estabiliza-se ou diminui de tamanho. O tratamento com imatinibe
nesses pacientes aumenta a concentracdo plasmatica de SCF (stem cell factor,
ligante do KIT, presente em condi¢cdes ndo neoplasicas) e diminui a de KIT soltvel
(aumentado em cerca de duas vezes em pacientes com GISTs). Nesse grupo de
pacientes, o VEGF (vascular endothelial growth factor), intimamente ligado a
angiogénese tumoral, diminui ao longo do tratamento. Em ensaio in vitro realizado
com células tumorais da linhagem GISTs-T1, o mesmo imatinibe suprime tanto a
transcricdo quanto a traducdo do VEGF dosado no meio intracitoplasmatico de

modo dependente a dose (50,51).
O sunitinibe tem-se mostrado Util no tratamento de GISTs , sobretudo por

ter uma afinidade maior para receptores de VEGF, agindo, basicamente, de modo

a impedir a neoangiogénese tumoral (52). Usado por administracdo sistémica,
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diminui a concentracdo plasmatica de receptores soluvel de VEGF. O VEGF atua
principalmente através do VEGFR-2 (receptor 2 do VEGF) presente em niveis
elevados nas células endoteliais (53,54,55). A diminuicdo da concentracdo de
VEGFR sollveis parece se relacionar com a resposta ao tratamento em pacientes
com carcinoma de células renais (54). Um aumento do VEGF plasmatico e do
VEGF expresso pelas proprias células tumorais podem estar relacionados a
angiogénese, a progressao e a agressividade tumoral (55,56). Um aumento da
expressdo de VEGF em GISTs pode ser um fator preditor independente de

mortalidade em 10 anos (57).

Através da quantidade de estruturas marcadas com o anti-CD 31 pode se
observar a densidade microvascular através dos neovasos da lesao tumoral(59). A
densidade microvascular (DMV) é dada pela contagem de vasos por campo. Para
auxiliar esta analise, pode-se utilizar a técnica de Chalkley e imagem

computadorizada(72).

De acordo com Hansen e cols. (2000)(69) a técnica de Chalkley € consenso
para prognosticos em tumores de mama. Na mesma linha, Rocha e cols.
(2009)(70) verificaram uma associacdo entre a DMV e a curva de sobrevida
através da utilizacdo da técnica de Chalkley para contagem de vasos em

carcinomas de vesicula biliar.
Outros autores como Birlik et al. (2006)(71), demonstraram que a DMV
apurada pelo método de Chalkley, correlacionam-se significativamente com uma

menor sobrevida pos operatéria por analise univariada em astrocitomas adultos.

A revisdo referida nas bases bibliograficas néo identificou estudo da
angiogénese em tumores GISTs através da técnica de Chalkley.
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2.9 Tratamento

A resseccdo cirargica completa com margens livres € o tratamento padrédo
para GISTs, pois € a Unica modalidade capaz de proporcionar a cura. A resseccao
RO (auséncia de doenca residual) representa uma das influéncias mais
importantes para o resultado do tratamento (intervalo livre de doenca e sobrevida),
sendo alcancada em torno de 40 a 60% dos GISTs(14,61). Em caso de recidivas
locais ou de lesGes metastaticas, nova cirurgia podera ser planejada (62). Nao ha
necessidade de disseccdo linfonodal, pois assim como os sarcomas do tecido
conjuntivo, os GISTs raramente acometem linfonodos disseminando-se

usualmente por via hemética (43).

A descoberta de mutacdes na génese e progressédo dos GISTs permitiu o
uso de drogas anti-moleculares especificas para essas neoplasias (63). Um
primeiro paciente, com GISTs irressecével e metastético, previamente tratado com
quimioterapia convencional, sem sucesso, recebeu o imatinibe. Houve uma
resposta marcante, iniciando uma nova era para o tratamento dos GISTs (64). O
STI-571 ou mesilato de imatinibe, foi estruturalmente desenvolvido para bloquear
a tirosina quinase resultante da mutagéo t29-22 (Cromossomo Philadelphia) da
Leucemia Miel6ide Crbnica, com impacto marcante no tratamento dessa
doenca(65) .Em 2002, o imatinibe foi aprovado para o tratamento de GISTs com

doenca avancada (66).

Mais recentemente novas moléculas, inibidoras da tirosina quinase, tem
surgido e entre elas, o sunitinibe mostrou possuir também importante atividade
anti-angiogénica, inibindo a acdo dos fatores de crescimento do endotélio
vascular. O sunitinibe atualmente € indicado em casos de doenca avancada
refrataria ao tratamento com imatinibe ou em casos de intolerancia ao mesmo
(25,74).
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3 JUSTIFICATIVA

A angiogénese tem uma importancia fundamental no crescimento e na
progressao tumoral. Sua atividade pode ser avaliada através da expressao de
fatores angiogénicos como: DMV e VEGF. Vérios estudos sugerem que a
avaliacdo angiogénica possa ter um papel importante na resposta ao tratamento
quimioterapico e radioterapico. Recentemente um anticorpo monoclonal, o anti-
VEGF, foi aprovado para o tratamento de cancer coloretal e cancer de pequenas
células de pulméo (53,55,67). H& consideraveis evidéncias experimentais que
indicam que o crescimento tumoral € dependente da angiogénese. Deste modo,
apos um novo tumor ter obtido um pequeno tamanho de poucos milimetros em
didmetro, seu novo crescimento requer a inducdo de novos capilares sanguineos
(68). Além disso, a angiogénese tem sido relacionada com a capacidade de
metastatizacdo e o prognostico em neoplasias malignas em diversos sitios
anatémicos (77). Portanto € importante o estudo da angiogénese através da DMV

e do VEGF em neoplasias estromais do trato gastrintestinal.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

- Relacionar a densidade microvascular (DMV) e expressdao do marcador

imunoistoquimico VEGF em GISTs com a sobrevida dos pacientes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Relacionar a densidade microvascular (DMV) de GISTs com sexo, faixa
etaria, tipo histolégico, tamanho do tumor, indice mitético, metastase, localizacéo e

categoria de risco.
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2 — Relacionar a expresséao imunoistoquimica de VEGF em GISTs com sexo, faixa
etaria, tipo histolégico, tamanho do tumor, indice mitético, metastase, localizacéo e

categoria de risco.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostra

Foram utilizadas amostras teciduais de todos os pacientes com diagnostico
de GISTs confirmados por HE e IHQ, obtidas do acervo do Servico de Patologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre no periodo de janeiro de 1993 a dezembro
de 2009. O material biolégico disponivel para esse trabalho consiste de tecido
tumoral excisado cirurgicamente e biépsias emblocados em parafina. O ndmero

de casos de nossa amostra é de 79.

5.2 Delineamento

Estudo de coorte retrospectivo.

5.3 Critérios de inclusao

Todos os casos de GISTs diagnosticados no Servico de Patologia do
Hospital de Clinica de Porto Alegre (HCPA) no periodo de 01/01/1993 a
31/12/20089.

5.4 Critérios de exclusao

Auséncia ou escassez de material emblocado em parafina.

5.5 Procedimentos

5.5.1 Selecao de casos
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O banco de dados foi montado através da revisdo de todos os exames
anatomopatologico dentro do periodo do estudo. Todos os casos de neoplasia
estromal do trato gastrintestinal diagnosticados por diferentes terminologias como:
tumor mesenquimal, tumor de células fusiformes, neoplasia estromal, leiomioma,
leiomiossarcoma, neoplasia epitelidide do trato gastrintestinal, tumor desmadide e
fiboromatoses foram inicialmente selecionados submetidos a um novo exame por
HE e um painel imunoistoquimico complementar. Dentro do periodo do estudo
foram confirmados 85 casos de GIST pertencentes ao Servico de Patologia do
HCPA.

5.5.2 Diagnéstico histologico

Foram considerados GISTs e incluidos neste estudo, casos em que a
histologia (HE) foi compativel com neoplasia mesenquimal associado a: (1) nitida
positividade para CD 117 a imunoistoquimica; ou (2) nitida positividade a
imunoistoquimica para o CD 34 com marcadores sistematicamente negativos
para HHF35 (actina), proteina S100 e desmina (92).

Os GISTs também foram classificados de acordo com sua morfologia em

trés subtipos: fusocelular, epiteliéide e misto ( fusocelular e epitelidide).

5.5.3 Dados clinicos e seguimento

Os dados clinicos foram obtidos a partir dos prontuarios disponibilizados
pelo SAMIS (Servico de Arquivo Médico de Informacdo e Saude) do HCPA. Para
cada caso formam pesquisados 0s seguintes dados: idade, sexo, data do

diagnéstico de GIST, sintomatologia e localizacdo do tumor. Para andlise do
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seguimento foram registrados os seguintes dados: recorréncia local, presenca de
metastases, localizacdo das mesmas, tratamento com mesilato de imantinibe, data
da ultima consulta, 6bito por GIST ou Obito conseqiiente de outras causas. O

banco de dados se encontra no Anexo |.

O tamanho tumoral considerado foi o0 maior diametro da massa neoplasica
e esse dado foi obtido através da descricdo macroscopica do laudo
anatomopataldgico emitido pelo Servico de Patologia do HCPA.

5.5.4 Categorias de risco

As categorias de risco foram avaliadas levando-se em consideragdo o
tamanho tumoral e a contagem do nimero de mitoses por 50 CGA corados por
HE. A classificacdo utilizada foi a de Fletcher e cols. 2002, assim dividida: risco

muito baixo, baixo risco, risco intermediario e alto risco (44).

5.5.5 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

A partir do material emblocado foram realizados cortes histolégicos com
quatro micrémetros de espessura e realizada a técnica da IHQ para VEGF. Foi
utilizado o anticorpo anti-VEGF na diluicdo de 1:200 proveniente da Santa Cruz

Biotechnology .

A técnica da IHQ constam das principais etapas: desparafinizacao,
hidratac&o, recuperacao antigénica (foi realizada por meio da irradiagdo em forno
microondas de uso domeéstico durante 20 minutos. Durante essa etapa, as laminas
ficaram submersas em 100 mL de tampédo citrato pH 6.0 e logo apds o
esfriamento do material por 20 minutos foram realizados trés lavagens de cinco
minutos cada em PBS, sob agitacéo), bloqueio da peroxidase enddgena, blogueio
das reacdes inespecificas (foi colocada nas laminas uma solucéo de leite em pé

desnatado a 10% em PBS por 30 minutos), adicdo do anticorpo primario, adicéo
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do anticorpo secundario, revelacdo e contracoloracdo realizada com a

hematoxilina de Harris.

5.5.6 Avaliacao da densidade microvascular (DMV)

Para avaliacdo da DMV foi utilizado a técnica IHQ para anticorpo CD31. A

diluicdo de 1:100 (DAKO, USA) em cortes de quatro micrometros.

A técnica da IHQ constam das principais etapas: desparafinizacao,
hidratac&o, recuperacao antigénica (foi realizada por meio da irradiagcdo em forno
microondas de uso doméstico durante 20 minutos. Durante essa etapa, as laminas
ficaram submersas em 100 mL de tampéo citrato pH 6.0 e logo ap6s o
esfriamento do material por 20 minutos foram realizados trés lavagens de cinco
minutos cada em PBS, sob agitacéo), bloqueio da peroxidase enddgena, blogueio
das reacdes inespecificas (foi colocada nas laminas uma solucéo de leite em pé
desnatado a 10% em PBS por 30 minutos), adicdo do anticorpo primario, adicéo
do anticorpo secundario, revelacdo e contracoloragdo realizada com a

hematoxilina de Harris.

Em seguida, foi realizado uma busca das areas mais vascularizadas, o0s
“hot spots”. A partir dos “hot spots” foi realizado a contagem em 200X dos vasos
marcados com o anticorpo CD31 de acordo com a técnica de Chalkley
computadorizada (72). Foi colocado uma matriz com 25 pontos sobre a imagem
do campo computadorizada através do programa QCapture Pro. A partir dessa
matriz foi realizada a contagem dos vasos coincidentes com o0s pontos. A
contagem foi realizada em 10 campos e considerada a média de vasos de cada
caso. (59,60).
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5.6 Analise Estatistica

As variaveis quantitativas para a propor¢cdo das células marcadas com o
anticorpo anti-VEGF e a densidade microvascular foram analisadas através de
média e desvio padrdo em caso de distribuicdo normal. Em caso de assimetria,
foram utilizadas mediana e amplitude interquartilica. As variaveis categoricas

foram descritas através de frequéncias absolutas e relativas.

Para relacionar a sobrevida dos pacientes com GIST com os marcadores
categorizados por seus respectivos pontos de corte foi aplicado o Teste Qui-
quadrado de Log-rank através da estimacdo das curvas pelo método de Kaplan-
Meier.

Para relacionar a densidade microvascular e expressdo de VEGF com o
tamanho tumoral, contagem mitética e indice de positividade para o Ki-67 (92) foi
aplicada a correlacgéo linear de Pearson, caso seja simétrica a distribuicdo dessas
variaveis admitindo-se um erro alfa de 5%. Em caso de assimetria, foi aplicada a
correlacdo de Spearman. As analises foram realizadas no programa SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences), verséo 17,0.

Os exames foram realizados por dois patologistas experientes,
individualmente, e pelo pesquisador, e os casos discordantes foram analisados
conjuntamente em um microscopio de mudltipla observacdo, chegando os

observadores a um diagnostico consensual.
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5.7 Consideracdes Eticas

Foi assinado termo de compromisso para a utilizacdo de dados dos

pacientes e para a utilizagdo de material biologico.

Projeto aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do HCPA.
Numero de Registro: 09-248.

O projeto foi financiado pelo FIPE e pelo pesquisador.

6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas da amostra

Dos 85 casos iniciais de GISTs, seis (7,05%) foram descartados por
escassez/auséncia de material. Dos 79 casos restantes 17,7% foram obtidos em
material de bidpsia e em 65 (82,3%) o material foi proveniente de pecas cirurgicas.
Entre os 79 pacientes, 42 (53,2%) foram do sexo masculino e 37 (46,8%) do sexo
feminino. A média de idade foi de 58,9 anos + 13,9 com uma variacao entre 17 e
99 anos. O numero de pacientes com mais de 60 anos, foi 40 (50.6%). Em
nenhum dos nossos casos, durante a revisdo dos prontuarios, foi registrada a

possibilidade de GIST familiar ou GIST associado a uma sindrome genética.
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Figura 1 — Fluxograma da selecao da amostra.

6.2 Aspectos clinicos

Todos os casos de GISTs desta série sdao de pacientes distintos, ndo
havendo a repeticdo dos mesmos. Os principais sinais e sintomas clinicos foram
associados a sangramentos e dor abdominal. Em 11 casos (13,9%), o GIST foi
descrito como um achado transoperatério incidental. Trinta e seis (45,6%) dos
casos eram gastricos, seguida do intestino delgado, presente em 30 (38,0%)
casos, retroperitbnio em cinco (6,3%) casos, mesentério em quatro (5,1%) casos e
reto e colon com dois (2,5%) casos em cada uma dessas localizacdes. Nao
identificamos nenhum caso de GIST esofagico. Apenas nove (11,4%) casos
evoluiram com metastases, tendo como sitios mais frequentes o figado e a

cavidade peritoneal.
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6.3 Tipo histologico
O tipo histolégico fusocelular foi o mais frequente, observado em 57
(72,2%) dos casos, o misto (fusocelular e epiteliéide) identificado em 14 (17,7%)

casos e o epiteliode identificado em 8 (10,1%)

& v P Mgt R % ks

Figura 2: GIST padrao fusocelular (HE 100X)

6.4 Tamanho tumoral, indice mitético e categorias de risco (NIH)

Na avaliacdo do tamanho tumoral foi considerada a sua maior dimensao,
gue variou entre 0,5 cm e 25 cm com mediana de 4,8 cm. A contagem do namero
de mitoses dos 79 casos avaliados em cortes corados pelo método HE mostrou,
em 40 (50,6%) casos um valor < a 5 mitoses por 50 CGA (tabela 1).

A classificacdo em categorias de risco nas pecas cirargicas (n=65),
segundo os critérios de Fletcher e cols., mostrou que 10 (15,4%) foram
classificados como sendo de risco muito baixo, 9 (13,8%) de baixo risco, 15
(23,1%) de risco intermediario e 31 (47,7%) de alto risco (tabela 1)
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Tabela 1 — GIST: contagem mitética, tamanho do tumor e categoria de risco

Caracteristicas

Contagem mitética
<5

6-10

> 10

Tamanho do tumor
<5

6-10

> 10

Categoria de risco
Muito baixo

Baixo
Intermediario

Alto

40 (50,6%)
11 (13,9%)
28 (35,4%)

33 (50,8%)
17 (26,2%)
15 (23,1%)

10 (15,4%)
9 (13,8%)
5 (23,1%)

31 (47,7%)

79

65

65

6.5 Aspectos imunoistoquimicos

6.5.1 Marcadores diagndsticos

(Cerski, 2010)

O principal marcador imunoistoquimico diagnéstico, o CD117, foi positivo

em 78 (98,8%) casos, apresentando positividade citoplasmatica difusa. Foram

considerados fraco-positivos 0os casos com 5 a 25% das células tumorais

marcadas e forte positivos os casos com mais de 25% das suas células tumorais

marcadas. Nos casos com positividade menor que 5%, a imunoistoquimica foi

repetida para o CD117 e reavaliada antes de classifica-las como negativa. O Unico

caso negativo para o CD117 e incluido no nosso estudo como GIST apresentou

um quadro histologico compativel, positividade para o CD34 em mais de 30% das
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células tumorais e imunoistoquimica negativa para a proteina S100, desmina e
actina. Nos demais casos o CD34 foi positivo em 59 (74,7%) casos. Positividade
focal foi observada em 27 (34,2%) casos para a proteina S100, 51 (64,6%) casos
para actina e 16 (20,3%) casos para a desmina(92).

Tabela 2 — Marcadores Imunoistoquimicos diagndésticos

Marcadores (positividade) n=79

n (%)
Diagnostico
CD117 78 (98,8%)
CD34 58 (73,5%)
Actina 51 (64,6%)
Desmina 16 (20,3%)
S100 27 (34,2%)

(Cerski, 2010)
Em casos com menos de 5% das ceélulas marcadas, a imunoistoquimica foi

repetida antes de considera-los negativos.

6.5.2 Marcadores angiogénicos

Para o VEGF foram considerados fraco-positivos os casos com 5 a 25%
das células tumorais marcadas e forte positivos 0os casos com mais de 25% das
suas células tumorais marcadas. Nos casos com positividade menor que 5%, a
imunoistoquimica foi repetida para o VEGF e reavaliada antes de classifica-lo
como negativo. Fraco-positivos foram 22 (27,8%) casos e fortes positivos foram 57
(72,2%) casos.

38



Em nossa série ndo houve associacdao do VEGF com sexo, faixa etaria, tipo
histolégico, tamanho do tumor, indice mitético, metastases, localizagéo, categoria

de risco e curva de sobrevida.

Figura 3: VEGF aumento de 100X

Para a densidade microvascular, nos casos em que nédo se verificou células
endoteliais marcadas pelo CD31, repetiu-se a técnica de imunoistoquimica. A
mediana foi de 2,6 (0 — 17,4). 67 (84,8%) casos apresentaram menos de 6 vasos
marcados com o CD31 na média das contagens e 12 (15,2%) casos apresentaram
mais de 6 vasos marcados com o CD31 na média das contagens.
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Figura 4: CD31 aumento 100X
Na série estudada ndo houve associacado da densidade microvascular com
sexo, faixa etaria, tipo histolégico, tamanho do tumor, indice mit6tico, metéstases,

localizac&o, categoria de risco.

6.6 Curva de Sobrevida

A curva mostrou um tempo meédio de seguimento de 2,5 anos (+¥2,8) e
mediana de 1 ano e meio. O tempo médio de sobrevida foi de 10,3 anos (IC 95%:
8,9 a 11,6%). Dos 12 pacientes com CD31 = 6, 3 pacientes (25%) foram a 6bito e
dos 67 com CD31 <6, 3 pacientes (4,5%) faleceram, com diferenca

estatisticamente significativa (P=0,042).
Houve diferenga estatisticamente significativa na sobrevida de pacientes

com CD31 < 6 (média=11,2; IC 95%: 10,1 a 12,4) com os CD31 = 6 (média=2,4;
IC 95%: 1,67 a 3,17), com P=0,001.
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Figura 5: Curva de sobrevida em relacdo a densidade microvascular (DMV)

7. DISCUSSAO

Tumores estromais do trato gastrintestinal tém baixa incidéncia mas
perfazem cerca de 70% dos tumores mesenquimais dessa localizacdo. Para o
diagnéstico definitivo se faz necessario além do exame anatomopatologico de
rotina, uma complementacdo imunoistoquimica, principalmente através do
marcador CD117. Dos 79 casos analisados, 65 (82,3%) casos foram provenientes

de pecas cirargicas e 14 (17,7%) casos foram provenientes de biopsias realizadas.

Nossa série foi constituida por 42 homens e 37 mulheres, ndo encontramos
uma predominancia significativa em relacdo ao sexo. Ja Lopes e cols.(73) em um
estudo publicado em 2008 com 513 casos de GIST encontrou uma predominancia

do sexo feminino nas categorias de baixo risco ou muito baixo risco, achado esse
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ndo observado em nossa série. A média de idade em nosso estudo foi de 58,9
anos + 13,9, estando de acordo com a literatura, onde a média de idade € em
torno dos 60 anos. Apenas 5 dos nossos pacientes apresentaram idade inferior a
40 anos.

A localizacdo preferencial géastrica seguida da localizacdo no intestino
delgado, principalmente jejuno e ileo, tem sido achado frequente na literatura (10-
11,41). Em nossa série, 45,6% estavam localizados no estdbmago e 38% no
intestino delgado. O tipo histolégico predominante foi o fusocelular presente em 57
(72,2%) casos nesta série, percentual este observado na maioria dos estudos de
GIST (10,41,59). Em nossa série, tivemos um percentual um pouco maior de
casos com padrdo morfolégico misto, 14 (17,7%) casos, 0 que pode estar
associado ao fato de termos tido um numero maior de GISTs localizados em
mesentério e retroperitonio (11,4%), onde o padrdo misto acontece com mais

frequéncia (41).

Com relacéo a classificacdo nas diferentes categorias de risco, de acordo
com o NIH (quadro 1), tivemos um percentual mais elevado de GIST classificados
na categoria de alto risco (47,7%) em comparacdo a outros trabalhos publicados
na literatura (1,5,45). Entretanto, Joenssu e cols. em 2006, revendo seis estudos
de GIST, todos com uma amostragem superior a 100 casos, observaram um
percentual que variou entre 26 a 54,8% para as neoplasias classificadas na

categoria de alto risco (média 44%), resultado compativel com nosso estudo (29).

O diagnéstico definitivo destas neoplasias € feito através da realizacao de
um painel imunoistoquimico, onde o principal marcador diagndstico é o CD117,
positivo entre 90 e 95% dos casos. Neste estudo, o CD 117 foi positivo em 78
(98,8%) casos. Um caso negativo foi incluido por ter apresentado aspectos
histol6gicos compativeis com GIST, além de CD34 positivo em mais de 50% das

células examinadas e imunoistoquimica negativa para S100, actina e desmina.
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As neoplasias séo por definicdo hipdxicas. (58,59). A hipoxia tecidual pode
induzir fatores de crescimento e desequilibrar o processo normal de ajustes entre
fatores pro e antiangiogénicos, que se ligam a receptores especificos de células
endoteliais, as quais proliferam, migram e transformam-se em vasos capilares. O
VEGF é um fator angiogénico potente e especifico e € secretado em gquase todos

os tumores solidos. (75-76).

Du e cols,(81) em estudo com 59 casos de carcinoma de es6fago e 80
casos de adenocarcinoma gastrico, observaram a expressao do VEGF em 81,3%
das amostras esofagicas e 67,5% das gastricas. Maeda e cols(79) associou a
expressao do VEGF com a curva de sobrevida.

Inamura e cols em 2007 relacionou a expressdo de VEGF com o tempo
livre de doenca, com diferenca estatistica entre fraco positivos com os forte
positivos, com P=0,0302 em GISTs. Essa diferenca nao foi observada no nosso
estudo (57).

Contrariamente a tais resultados, Tanigawa e cols,(83) em estudo com 163
pacientes com cancer gastrico, mostraram que tumores que expressaram mais
intensamente o VEGF apresentavam sobrevida e prognostico melhor. Ikeguchi e
cols,(84) em estudo de 97 pacientes com invasao de serosa gastrica porém sem
linfonodos comprometidos, demonstraram que os indices de proliferacdo tumoral e
0 prognostico ndo estavam relacionados com a expressao do VEGF. Da mesma
forma, Kido e cols (85) ndo encontraram relacdo progndstica nos pacientes que
apresentavam alta expresséo da interleucina-8, fator pré angiogénico conhecido
no adenocarcinoma gastrico, e a expressao do VEGF. Erenoglu e cols(80)

também nao associou a expressao forte do VEGF com a curva de sobrevida.
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Em nossa série ndo observamos associacdo da expressdao VEGF com a
curva de sobrevida dos pacientes, sexo, idade, categorias de risco, localizacéo e

metastases.

A DMV tem sido considerada como um indicador progndstico em uma
variedade de neoplasias humanas e 0 seu aumento representa correlacdo com a
menor sobrevida global e tempo livre de doenca (56). Weidner e cols (77) foram os
primeiros autores a relatar o valor prognostico da estimativa da angiogénese e
seccOes histologicas de 49 canceres primarios de mama, in situ ou invasivos.
Neste estudo, propuseram um método quantitativo simples e reprodutivo para
quantificar a DMV através do uso da imunoistoquimica em que demonstraram a
relacdo entre a DMV e o risco de desenvolver metastases. A maioria dos
investigadores apGia uma correlagdo inversa entre DMV e prognéstico (77-78,82),
porém alguns autores ndo dao suporte a esta afirmacao (Tanaka e cols, Offersen
e cols)(86-87). Amar e cols (88) ndo encontraram diferenca significativa na DMV
entre carcinomas de lingua metastaticos e ndo metastaticos, enquanto que
Shivakumar e cols (89) mostraram haver relagdo significativa somente nos
estagios precoces de carcinoma de mama. Yao e cols (90) mostraram haver

correlacéo entre a DMV e a sobrevida pdés operatdria em astrocitomas.

Em estudos com astrocitomas em pacientes adultos, Birilik et al demonstrou
que a DMV através do método de Chalkley tem correlac&o significativa com a pior
sobrevida pés operatéria. Da mesma forma, a faixa etaria e histologia de alto grau
também tiveram correlagdo com sobrevida menor. A DMV mostrou ser um

indicador independente de progndstico em astrocitomas adultos (71-77-78).

A DMV determinada por marcadores imunoistoquimicos correlaciona-se
inversamente com a sobrevida global em pacientes com carcinoma gastrico, mas
tem expressdes distintas em lesdes gastricas benignas(91) . Mineo e cols (78)

demonstraram que a expressao elevada de DMV é um bom marcador de
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angiogénese e esta significativamente relacionada a uma taxa de sobrevida

menor.

Estudos publicados na literatura (57) apontam diferencas estatisticamente
significativas da DMV em relac&o ao sexo, localizacdo do tumor, tamanho da lesao
(P=0,0399, P=0,0422, P=0,0006, respectivamente). A relacdo forte entre MVD e
VEGF é observada em varios trabalhos, porém essas diferengas ndo foram

observadas em nossa série.

Houve diferenca estatisticamente significativa na sobrevida de pacientes
com DMV< 6 (média=11,2; IC 95%: 10,1 a 12,4) com os DMV = 6 (média=2,4; IC
95%: 1,67 a 3,17), com P=0,001.

Ao melhor de nosso conhecimento, o método Chalkley computadorizado

para a analise da DMV em tumores GISTs ainda nao foi descrito na literatura.

A relagédo da densidade microvascular com a curva de sobrevida pode
contribuir para um maior entendimento do comportamento bioldgico incerto das
neoplasias GISTs. Essa relacdo, através do método de Chalkley, € um novo
achado em GISTs.

8 CONCLUSOES

1. Houve uma associacao estatisticamente significativa entre a DMV e a
curva de sobrevida dos pacientes com GISTs. Esta associacdo nao foi observada

em relacdo ao marcador VEGF.
2. A DMV e a expressao de VEGF nao apresentaram uma associacao

estatisticamente significativa com sexo, idade, tipo histologico,categoria de risco,

localizacdo e metastases.
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ANEXO | - BANCO DE DADOS

55



Caso | obito | datadiag datafim Sexo | Idade | Local | incidental | metastase | Diagnéstico Tamanho | biopsy | tipohist | Mit50 | Ki67 | risco | P16 | tempo | cd31 | vefg

1( 0,00 09-jul-1993 27-jan-2001 | Masc | 71 EST Nao Nao tumor de musculo liso 13,0 Néo FUS 4 0,05 |A POS | 7,56 5,90 | MOD/FORTE

2| 1,00 22-mai-1994 | 22-mai-1994 | Masc | 75 EST N&o Néo leiomiossarcoma 20,0 N&o FUS 16 2,00 |[A NEG | 0,03 1,60 | MOD/FORTE

3 0,00 14-out-1994 24-abr-1995 | Fem |71 ID N&o N&o neoplasia mesenquimal maligna de células fusiformes | 10,0 N&o FUS 1 0,05 |I POS | 0,53 1,80 | MOD/FORTE

4| 0,00 17-fev-1994 17-dez-1996 | Fem | 55 EST Nao Nado tumor de musculo liso benigno 5,5 Na&o FUS 10 0,05 || NEG | 2,83 7,30 | MOD/FORTE

5| 0,00 28-abr-1995 15-jul-2004 | Masc | 51 EST Nao Nao tumor de musculo liso epitelidide 15,0 Nao EPI 5 500 |A POS | 9,22 1,10 | MOD/FORTE

6| 0,00 30-abr-1995 04-mar-1996 | Masc | 55 1D Nao Néao neoplasia de muisculo liso compativel com leiomioma | 5,0 Nao FUS 29 0,05 |A POS | 0,85 3,20 | MOD/FORTE

7 0,00 01-jun-1995 | 25-mai-2002 | Fem | 66 EST N&o Néo leiomioma 3,0 Nao FUS 7 1,00 |1 NEG [ 6,99 |[2,80 | MOD/FORTE

8| 0,00 25-jul-1995 21-jun-1996 | Masc | 60 Célon | Sim Néao leiomiossarcoma metastatico 3,0 Nao MISTO | 77 12,00 | A NEG | 0,91 0,00 | MOD/FORTE

91| 0,00 20-out-1995 25-jun-1996 | Fem | 57 EST Nao Nado leiomiossarcoma 25,0 Né&o FUS 17 2,00 |A NEG | 0,68 2,40 | AUS/FRACO
10| 0,00 27-nov-1995 | 04-mar-2008 | Masc | 81 EST Néo N&o leiomioma Sim FUS 9 1,00 POS | 12,28 | 1,80 | AUS/FRACO
11 | 0,00 01-mai-1996 09-mai-1996 | Masc | 71 EST Nao Nado leiomiossarcoma 23,0 Nao FUS 5 0,05 |A NEG | 0,02 1,60 | MOD/FORTE
12 | 0,00 | 08-mar-1996 | 08-nov-1999 | Fem |70 ID N&o Néo tumor de musculo liso histologicamente benigno 25 Nao FUS 8 0,05 |I POS | 3,67 1,20 | MOD/FORTE
13 | 0,00 11-mar-1996 28-abr-1998 | Fem | 51 1D Nao Nao leiomioma 2,5 Néo FUS 9 0,05 |1 POS | 2,13 0,90 | MOD/FORTE
14 | 0,00 01-jan-1996 10-abr-1996 | Fem | 70 EST N&o Néo leiomiossarcoma 4,0 N&o FUS 34 150 |A POS | 0,27 [ 7,00 | MOD/FORTE
15| 0,00 | 01-mar-1996 | 01-mar-1996 | Masc | 17 ID Néo N&o tumor mesenquimal 1,3 Néo FUS 3 0,05 [MB | POS |0,33 |0,00 | MOD/FORTE
16 | 0,00 01-jan-1996 01-jan-2000 | Fem | 73 1D Nao Nado neoplasia maligna de células fusiformes Sim MISTO | 14 0,05 POS | 3,50 5,40 | MOD/FORTE
17| 0,00 07-out-1997 25-0ut-1997 | Fem | 46 ID Nao Nao neoplasia mesenquimal maligna 6,8 Nao MISTO | 27 45,00 [ A POS | 0,05 2,50 | MOD/FORTE
18| 0,00 22-0ut-1997 21-nov-1997 | Masc | 62 1D Nao Néao tumor estromal com diferenciacao neural 3,5 Nao FUS 1 0,05 |B POS | 0,08 2,60 | MOD/FORTE
19 | 0,00 28-0ut-1997 18-nov-1997 | Masc | 99 ID N&o Néo tumor estromal borderline 55 Nao FUS 2 1,00 |1 POS | 0,06 1,80 | AUS/FRACO
20| 0,00 10-dez-1997 29-jul-1998 | Masc | 26 Retrop | Ndo Sim neoplasia de células fusiformes 2,5 Nao FUS 2 10,00 | B POS | 0,63 8,70 | MOD/FORTE
21| 0,00 19-fev-1998 19-abr-2008 | Fem | 67 1D Nao Nado sarcoma de células fusiformes 7,0 Né&o MISTO | 80 12,00 | A NEG | 10,17 | 1,20 | MOD/FORTE
22 | 0,00 01-jan-1998 Masc | 49 Retrop | Nao N&o neoplasia fusiforme Sim FUS 24 25,00 NEG | 0,33 [3,20 | MOD/FORTE
23 | 0,00 07-ago-1998 Fem |62 1D Nao Nado tumor estromal benigno 3,0 Nao FUS 1 1,00 |B POS | 0,33 1,00 | MOD/FORTE
24 | 0,00 29-dez-1998 14-jul-2008 | Fem | 47 EST N&o Néo tumor estromal Sim FUS 2 0,05 NEG | 9,55 1,00 | MOD/FORTE
251 0,00 15-dez-1998 14-jul-2008 | Masc | 60 EST Nao Néao tumor estromal géstrico 1,7 Nao MISTO | 13 8,00 | A POS | 9,59 5,70 | MOD/FORTE
26 | 0,00 07-abr-1999 15-abr-1999 | Masc | 62 ID N&o Néo tumor estromal fusiforme 3,0 Nao FUS 0 005 |B NEG | 0,02 4,80 | AUS/FRACO
27| 1,00 01-out-1999 07-abr-2003 | Masc | 68 ID Néo N&o sarcoma 11,0 Néo FUS 37 500 [A POS | 3,52 | 3,00 | AUS/FRACO
28 | 0,00 21-dez-1999 06-ago-2002 | Fem | 53 EST Nao Nado tumor estromal gastrointestinal borderline 5,5 Né&o FUS 5 1,00 || NEG | 2,63 3,50 | MOD/FORTE
29| 0,00 26-jan-2000 | 08-mar-2000 | Masc | 86 ID Nao Nao tumor estromal Gl 1,7 Nao FUS 2 0,05 |MB [POS |0,12 2,10 | AUS/FRACO
30 | 0,00 28-jul-2000 03-set-2000 | Masc | 76 reto Nao Sim tumor estromal gastrointestinal Sim MISTO | 117 7,00 NEG | 0,10 2,00 | MOD/FORTE
31| 0,00 23-mar-2000 03-jun-2008 | Fem | 56 EST N&o Sim tumor maligno do estroma géstrico 15,0 Nao FUS 16 0,05 |A POS [ 8,20 | 2,30 | AUS/FRACO
32 | 0,00 14-abr-2000 14-jul-2008 | Fem | 49 Retrop | Ndo Néao neoplasia mesenquimal Sim FUS 6 5,00 POS | 8,25 2,10 | MOD/FORTE
33| 1,00 | 01-mar-2000 05-abr-2004 | Fem | 61 EST Néo Sim GIST 6,5 N&o FUS 16 090 |A NEG | 4,10 1,00 | AUS/FRACO

Mes-
34| 0,00 19-jul-2001 09-jun-2008 | Fem | 26 reto Nao Nado GIST com diferenciacdo neural e muscular 10,0 Né&o MISTO | 24 0,05 |A NEG | 6,90 1,30 | MOD/FORTE
35| 0,00 25-mai-2002 02-jun-2002 | Fem | 88 ID N&o Néo sarcoma fusocelular pleomérfico grau IlI 2,4 Nao EPI 114 [90,00 | A NEG | 0,02 | 3,60 | MOD/FORTE
36 | 0,00 13-ago-2002 10-fev-2005 | Fem | 74 1D Nao Nao GIST 1,4 Nao FUS 0 0,05 | MB POS | 2,50 10,40 | MOD/FORTE
37| 0,00 23-nov-2001 24-jul-2006 | Fem | 41 ID N&o Néo GIST com diferenciacgéo neural 32 Nao MISTO | 8 0,50 |I POS | 4,67 |[2,60 | MOD/FORTE
38| 0,00 01-jul-2002 27-jun-2008 | Fem | 40 Retrop | Ndo N&o compativel com GIST 15,2 Néo EPI 2 0,05 [A POS | 5,99 |3,50 | MOD/FORTE
39| 0,00 12-nov-2002 15-mai-2007 | Masc | 77 EST Nao Nado neoplasia mesenquimal Sim FUS 1 0,05 POS | 4,51 3,10 | MOD/FORTE
Mes-

40 | 0,00 08-nov-2002 12-jun-2008 | Fem | 48 reto Nao Sim GIST com diferenciagdo muscular e neural 7,0 Nao EPI 27 50,00 | A POS | 5,60 1,20 | MOD/FORTE
41| 0,00 05-ago-2004 | 16-mai-2008 | Fem | 60 EST N&o Néo GIST 9,5 Nao FUS 16 050 |A POS [ 3,78 [2,20 | MOD/FORTE
42 | 0,00 08-dez-2003 15-mai-2008 | Masc | 57 EST Sim Néao consistente com tumor estomal gastrointestinal 1,2 Nao FUS 1 0,10 | MB POS | 4,44 3,40 | MOD/FORTE
43| 0,00 | 30-mar-2009 22-abr-2009 | Fem | 33 ID Néo Néo GIST 5,0 N&o FUS 39 30,00 | A POS | 0,08 |[2,00 | MOD/FORTE
44 | 0,00 22-mar-2004 | 17-mai-2007 | Masc | 65 ID Sim N&o GIST, adenocarcinomas gastrico e esofagico 2,0 N&o MISTO | O 050 |B POS [ 3,15 [6,90 | AUS/FRACO
45| 0,00 08-fev-2004 29-fev-2008 | Masc | 41 EST Nao Nado neoplasia de células fusiformes compativel com GIST | 1,8 Nao MISTO | 3 2,00 | MB | POS | 4,06 1,10 | MOD/FORTE
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46 | 0,00 31-jan-2004 17-fev-2004 | Fem | 61 ID N&o Néo tumor desmoide 12,0 Nao FUS 1 1,00 |A POS | 0,05 17,40 | MOD/FORTE
47 | 0,00 01-mar-2007 13-mar-2008 | Fem | 62 EST Nao Nao GIST 4,8 Néo FUS 6 1,00 |1 NEG | 1,04 4,40 | MOD/FORTE
48 | 1,00 03-jan-2004 | 26-ago-2004 | Masc | 55 Mes-re | N&o Néo possivel GIST 2,3 Né&o FUS 68 45,00 | A POS | 0,65 |6,00 | MOD/FORTE
Caso | obito | datadiag datafim Sexo | Idade | Local incidental | metastase | Diagndstico Tamanho | biopsy | tipohist | Mit50 | Ki67 | risco | P16 | tempo | cd31 | vefg
49 | 0,00 25-jun-2009 07-jul-2009 | Fem | 58 Coélon | Nao N&o GIST 4,0 Né&o FUS 0 8,00 [B POS | 0,08 |0,10 | AUS/FRACO
50 | 0,00 09-jul-2006 Fem |70 EST N&o N&o GIST Sim FUS 0 0,05 NEG | 0,33 [ 2,60 | MOD/FORTE
51| 1,00 27-out-2004 08-dez-2004 | Masc | 55 EST Sim Sim tumor estromal gastrointestinal maligno 15,0 Na&o FUS 26 500 |A NEG | 0,12 10,80 | MOD/FORTE
52 | 0,00 11-jan-2005 15-jan-2008 | Fem | 68 ID Sim Sim GIST sem atipias Sim FUS 0 0,10 POS [ 3,01 |[7,90 | MOD/FORTE
53 | 0,00 07-mai-2007 17-nov-2008 | Masc | 60 Retrop | Ndo Nao GIST 8,0 Néo MISTO | 4 1,50 || POS | 1,50 2,80 | MOD/FORTE
54 | 0,00 26-ago-2005 01-jul-2008 | Masc | 37 EST N&o N&o GIST Sim FUS 1 50,00 NEG | 2,85 |2,40 | MOD/FORTE
55 [ 0,00 01-fev-2005 18-jul-2008 | Masc | 52 1D Nao Nao GIST 5,0 Néo FUS 11 0,05 |A POS | 3,46 2,40 | MOD/FORTE
56 | 0,00 13-dez-2005 16-mai-2008 | Masc | 58 reto Nao Nado GIST Sim FUS 1 0,50 POS | 2,42 2,70 | MOD/FORTE
57 | 0,00 29-jul-2004 09-jan-2007 | Fem | 58 EST N&o N&o possivel GIST 7,0 N&o MISTO | 1 2,00 |1 POS [ 2,45 |[0,10 | AUS/FRACO
58 | 0,00 13-set-2006 19-jun-2008 | Masc | 68 EST Né&o N&o GIST Sim EPI 1 0,05 POS | 1,77 1,50 | MOD/FORTE
59 | 0,00 28-nov-2006 01-jul-2008 | Masc | 57 EST N&o N&o GIST e LMC 2,7 N&o FUS 9 2,00 |1 POS | 1,59 |2,30 | AUS/FRACO
Mes-
60 | 0,00 05-set-2006 18-jul-2008 | Fem |71 reto N&o N&o GIST 6,0 N&o FUS 40 500 [A POS | 1,87 |4,90 | AUS/FRACO
61 | 0,00 01-set-2003 16-jul-2008 | Fem | 52 EST N&o N&o compativel com GIST 16,5 N&o FUS 12 0,05 |[A POS | 4,88 1,30 | MOD/FORTE
62| 0,00 14-abr-2008 14-jul-2009 | Masc | 63 ID Sim N&o GIST 0,8 N&o FUS 1 0,05 [MB |POS |1,25 |2,00 | MOD/FORTE
63 | 0,00 23-jun-2008 29-jun-2009 | Fem | 72 ID Sim N&o GIST 15 N&o FUS 2 300 |[MB |POS 100 |[3,10 |MOD/FORTE
64 | 0,00 10-ago-2007 12-jul-2009 | Masc | 48 EST Nao Nao GIST 3,0 Néo FUS 3 360 |B POS | 1,92 10,10 | AUS/FRACO
65| 0,00 19-out-2007 03-jun-2009 | Masc | 63 EST N&o N&o GIST 12,0 N&o FUS 1 2,60 [A NEG | 1,67 1,50 | MOD/FORTE
66 | 0,00 18-fev-2009 13-jul-2009 | Masc | 56 1D Nao Nao GIST 17,0 Nao EPI 43 30,00 | A POS | 0,42 4,20 | MOD/FORTE
67 | 0,00 16-abr-2008 10-jul-2009 | Fem | 63 ID Sim N&o GIST 0,5 N&o FUS 0 0,05 [MB |POS |1,25 |5,20 | MOD/FORTE
68 | 0,00 03-jun-2009 16-jun-2009 | Fem | 45 ID N&o Sim GIST 10,0 N&o EPI 15 25,00 | A POS [ 0,04 |[1,40 | AUS/FRACO
69 | 0,00 18-ago-2008 13-jul-2009 | Masc | 72 EST N&o N&o GIST 3,5 N&o FUS 10 5,00 || POS | 0,92 1,30 | AUS/FRACO
70| 0,00 13-ago-2008 02-jun-2009 | Masc | 57 EST N&o N&o GIST 4,5 N&o FUS 3 3,00 [B POS |1 0,83 |2,50 | AUS/FRACO
71| 0,00 22-dez-2008 13-jul-2009 | Masc | 77 EST Nao Nao GIST 4,0 Néo FUS 5 5,00 |I POS | 0,58 1,00 | AUS/FRACO
72| 0,00 10-dez-2008 06-fev-2009 | Masc | 53 ID Sim N&o GIST 0,5 N&o FUS 0 0,05 [MB | NEG |0,17 |2,90 | MOD/FORTE
73| 0,00 09-jan-2009 09-jul-2009 | Masc | 53 EST Sim N&o GIST 4,8 N&o FUS 6 6,00 |I NEG | 0,50 |[2,80 | MOD/FORTE
74| 0,00 09-jan-2009 07-abr-2009 | Fem | 60 ID N&o N&o GIST 8,0 N&o MISTO | 18 15,00 | A POS | 0,25 |2,60 | AUS/FRACO
75| 0,00 22-abr-2009 10-jul-2009 | Masc | 45 ID N&o Sim GIST 35 N&o MISTO | 50 40,00 | A NEG | 0,25 |[5,60 | AUS/FRACO
76| 0,00 01-jun-2004 27-jun-2008 | Fem | 49 EST Nao Néao sugestivo de tumor estromal gastrointestinal 5,0 Nao FUS 5 0,50 |B POS | 4,07 2,10 | MOD/FORTE
771 1,00 31-mai-2005 07-jan-2008 | Masc | 49 EST Sim Néo compativel com GIST histologicamente benigno Sim FUS 0 0,05 POS [ 2,61 |7,80 | MOD/FORTE
78 | 0,00 15-jun-2009 13-jul-2009 | Masc | 51 EST Nao Nao GIST 1,7 Néo EPI 2 0,05 | MB NEG | 0,08 9,60 | AUS/FRACO
79| 0,00 28-nov-2006 29-out-2007 | Masc | 61 EST N&o N&o GIST Sim FUS 3 0,05 NEG | 0,92 |5,40 | AUS/FRACO
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Abstract:

Introduction: Gastrointestinal stromal tumors (GISTs) are the most common
mesenchymal tumors of the gastrointestinal tract, representing 70% of these
neoplasias, having an annual incidence of 1 to 2/100.000. They are mostly
sporadic and occurring mainly in adults. GISTs are tumors of relative unknown
behavior and a score of risk stratification was developed based on two criteria:
maximum tumor size and mitotic index according to the National Institutes of
Health (NIH) consensus, validated by several authors. Angiogenic factors such
as the MVD (microvessel density) may play an important role in growth and
tumor progression. Objective: evaluation of the MVD (modified Chalkley
method) in a series of 79 cases of GISTs diagnosed by the Pathology Service
at the HCPA (Hospital de Clinicas de Porto Alegre) from January 1993 to
December 2009. Material and Methods: 79 cases of GISTs were submitted to
immunohistochemical analysis for CD31, an endothelial marker, to analyze
MVD. Hot spots were identified for each case, and the mean numbers of
stained blood vessels collected through Chalkley count, with the use of a 25
point grid, placed onto a scanned image. Images were analysed through a
image analysis system. We used a cutoff of six vessels. Results: our series
was composed of 42 male and 37 female and presented an average age of
58.9 years. GISTs were predominately located in the stomach (45.6%) followed
by the small intestine (38.0%). Sixty seven GISTs (84.8%) showed an average
of less than six vessels stained by CD31 (MVD) and 12 (15.2%) GISTs an
average of more than six vessels. A statistically significant difference was
observed between survival rate of patients having GISTs with MVD of < 6
vessels (mean=2.4, Cl 95%: 1.67 a 3.17) and patients having GISTs with MVD
of = 6 vessels (mean=2.4, Cl 95%: 1.67 a 3.17), p=0.001. No association for
MVD was observed related to sex, age, histological type, risk category, location
and metastasis. Discussion: Chalkley method is an important tool to evaluate
angiogenesis and prognosis of patients in different kinds of neoplasias such as:
astrocytomas, renal tumors, prostate carcinoma, breast and gastric cancers.
We propose the use of Chalkley method for GISTs.

Conclusions: 79 cases of GISTs diagnosed at a single center in South Brazil
were studied for MVD (Chalkley method). There was a statistically significant
difference between MVD and the survival rate for these patients. The use of
Chalkley method in GISTs may be helpful to evaluate clinical outcome.
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Microvessel density (Chalkley method) in a series of 79

Gastrointestinal Stromal Tumors

INTRODUCTION

Gastrointestinal stromal tumors (GISTs) are the most common stromal
tumors of the gastrointestinal tract, with an annual incidence of nearly
2/100.000/ year (1-4). They affect males and females similarly and most
patients are between 50 and 60 years of age (1-5). GISTs represent 2% of all
gastric tumors, 14% of small intestine tumors and 0.5% of colonic tumors (5).
They are thought to arise from interstitial cell of Cajal, a pacemaker cell found in
the myoenteric plexus (6-7). Macroscopically, GISTs are non-encapsulated,
well-defined, intra-abdominal nodular lesions, which can cause a bulging in the
lumen of the gastrointestinal tract (3-8). On histology, about 70% of GISTs are
composed of spindle-cells, while epithelioid cells comprise a further 20% and
remaining 10% of tumors are of mixed cell types (2,8-11).

The tyrosine kinase receptor, CD117, is present in 90 to 95% of GISTs,
usually with diffuse cytoplasmic expression (12-16). The protein is considered
the main diagnostic marker for GISTs, along with CD34, a hematopoietic stem
cell marker, present in up to 70% of GISTs (5,17-20). Some authors, notable
Fletcher et al., have reported that lesion size and mitotic count can be important
predictors of GISTs potential malignancy (10-11,13-14,17,21-22). These
characteristics are used to classify tumors into different risk categories for
aggressive behavior, (3,10-11,17,22)

Angiogenesis, formation of new blood vessels, plays a central role in
cancer survival, local tumor growth and development of distant metastasis
(23,24, 25). Tumor blood supply is directly related to an imbalance between pro-
angiogenic and anti-angiogenic factors (26-27). The mainstay of the
assessment of tumor vascularity has been counting the number of
immunohistochemical identified microvessels in vascular hot spots (27).
Microvessel density (MVD) has been studied as a prognostic marker in different
kinds of human cancer (24,28,29,30). Techniques including Chalkley counting,

vascular grade and the use of image analysis systems are described to
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evaluate angiogenesis (27) Dornelles et al. measured angiogenesis using a

method combining MVD, Chalkley grid and image analysis systems(31).

MATERIALS AND METHODS

Seventy-nine cases of GISTs diagnosed at the Department of Pathology
of Hospital de Clinicas de Porto Alegre from January 1993 to December 2009
were submitted to immunohistochemistral analysis for CD31, (1:10 by DAKO),
an endothelial marker, for MVD analysis. Procedures were made according to
manufacturer’s instructions. For antigenic recovery we used citrate buffer with
pH 6.0 and microwave oven. Initially, 3 to 5 microscopic fields (200x) showing
the highest microvascular density (hot spots) were identified, with the use of
CD31 antibody (Figure 1). The mean number of stained blood vessels was
collected through Chalkley count, where a 25-point grid was placed onto a
scanned image and all points coincided with the marked vessels were counted.
Three to five images were used and the mean value was obtained with the
number of counted vessels in each image (31).

Clinical information and follow-up were obtained from medical records of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre: age, mounth/year of diagnosis, tumor
location. In the retrospective follow-up analysis we looked for local recurrence,
metastases, site of metastases, use of adjuvant therapy with tyrosine kinase
inhibitors, date of the last medical appointment and death as a consequence of

disease activity or other causes.
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RESULTS

Demographic data

The sample composed of 79 cases, 42 male and 37 female presented an
average age of 58, 9 years £13. Forty patients were over 60. All our cases were
considered sporadic GISTs. Eleven cases (13.9%) were described as an
incidental finding during surgery. GISTs were predominately located in the
stomach (45.6%) followed by the small intestine (38.0%) and (26.4%) were
located in omentum and mesenterium. We have not identified any case of

esophageal GIST.

Histological findings

Spindle cell morphology was present in 72.2% of these tumors. Tumor size
varied, ranging from 0.5 to 25.0cm, with median of 4.8cm. According to the NIH
classification, 15.4% GIST were classified as very low risk category, 13.8% low
risk category, 23.1% intermediate risk category and 47.7% belonged to the

high risk category.

Immunohistochemical findings and statistical analysis

CD117 was strongly expressed in 78 cases. Only one case was negative for
CD117, but strongly positive for CD34, and negative for S-100 protein, desmin
and actin (previous data not published). Microvessel density evaluation,
through Chalkey method using scanned images, showed an average of less
than six vessels (stained by the anti-CD31 antibody reaction) in 67 cases
(84.8%), and a average of more than six vessels in 12 cases (15.2%). Out of 12
patients with a mean of MVD= 6 vessels, 3 died (25.0%) and out of 67 patients
having a mean of MVD< 6 vessels, 3 died (4.5%). A statistically significant
difference was seen when these findings were related to survival rates: MVD< 6
vessels (mean=2.4, Cl 95%: 1.67 a 3.17) and MVD= 6 vessels (mean=2.4, ClI
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95%: 1.67 a 3.17), p=0.001 (Figure 2). No association for MVD was observed
related to sex, age, histological type, risk category, location and metastasis.

Follow-up

Our patients were followed for a mean time of 2.5 + 2.8 years (median 1.5
years). Nine patients developed metastasis, five involving liver and four
peritoneal cavity. Three patients received adjuvant therapy with tyrosine kinase

inhibitors for a period not longer then 3 months.

DISCUSSION

Seventy-nine cases of GISTs from a single center in South Brazil were
analysed for MVD to evaluate angiogenesis. Our series was composed of 79
cases, 42 male and 37 female with an average age of 58, 9 years +13. GISTs
were predominately located in the stomach followed by the small intestine,
omentum and mesenterium. 15.4% GISTs were classified as very low risk
category, 13.8% low risk category, 23.1% intermediate risk category and 47.7%
high risk category (NIH classification).

Our patients were followed for a mean time of 2.5+2.8 years (median 1.5
year). Many cases were diagnosed and added to this study in the last three
years, thus impairing follow-up time. Only nine cases (11.4%) have progressed
to metastasis, involving liver and peritoneal cavity. Other GISTs series with a
longer follow-up time, observed metastases in 27.0% to 54.0% of their cases.
The low incidence of metastasis in our series is probably related to the short
follow-up time (16). Only three patients where treated with anti-molecular
therapy, 400mg/daily, for a period not longer than 3 months, considered
insufficient (35).

A high MVD may indicate poor prognosis in different kinds of human
neoplasias such as prostate carcinoma, adult astrocytoma, gastric and breast
cancer. These same correlation was not observed for lung and bladder cancers
and cerebellar medulloblastoma (24,29-30,32-33).

MVD appeared to be an important independent factor of poor prognosis
by multivariate analysis for adult astrocytomas (P=0.001) (32). The study of
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MVD in renal cell carcinoma suggested that for these tumors, MVD was
inversely associated with micro vascular invasion, metastasis and patient
survival (34). Another series of 67 gastric cancer samples showed a
significantly association between high MVD, and poor survival (24).

Imamura et al. investigating angiogenesis in 95 GISTs, evaluated MVD
through CD31 immunochemicalstaining. In his series multivariate analysis
identified MVD and tumor grade as being two independent factors of worse
prognosis (P=0.0007, 0.0152 respectively), suggesting that the study of MVD
may be a useful predictor of aggressive biologic behavior for GISTs. (23)

In our series microvessel density evaluation, through Chalkley method
using scanned images, showed an average of less than six vessels (stained by
the anti-CD31 antibody reaction) in 67 cases (84.8%) and an average of more
than six stained vessels in 15.2%. Out of 12 patients with a mean of MVD= 6
vessels, 3 died (25.0%) and out of 67 patients having a mean of MVD< 6
vessels, 3 died (4.5%). A statistically significant difference was seen when
these findings were related to survival rates: MVD< 6 vessels (mean=11.2, ClI
95%: 10.1 - 12.4) and MVD= 6 vessels (mean=2.4, Cl 95%: 1.67 - 3.17),
P=0.001. Histological quantification of tumor vascularity may be a significant
prognosticator in GISTs. No association for MVD was observed related to sex,
age, histological type, risk category, location and metastasis in the present
work.

Angiogenic activity may be measured by MVD , but other factors such as
the vascular endothelial growth factor (VEGF), VEGF receptors (VEGFR-
1,VEGFR-2), cell adhesion molecules, proteases and other cytokines markers
may also be involved in the process. Future analysis for more information on

the biology of tumor angiogenesis may be necessary( 26-27,30).
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CONCLUSION

Seventy-nine cases of GISTs diagnosed at a single center in South Brazil were
analyzed for MVD (Chalkley method). There was a statistically significant
difference between MVD and survival rates for these patients. The use of

Chalkley method in GISTs may be helpful to evaluate clinical outcome.

)

Figure 1: CD31 antibody in GIST (200X).
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Figure 2: Survival functions in relation to MVD (CD31). Out of the 12 patients
with MVD=2 6 vessels, 3 died (25.0%) and out of 67 with MVD< 6 vessels, 3 died
(4.5%).
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