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Resumo: \Y
Introducdo: GIST 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 diagnodstico definitivo de GIST ¢é necessaria a confirmag¢do imuno-
histoquimica, sendo que 90 a 95% dos casos sdo positivos para o marcador CD117. Os GIST
apresentam um comportamento bioldgico incerto e a classificacdio em categorias de risco
(tamanho tumoral e indice mitético - NIH) tem sido validada em intimeras séries. Marcadores
imuno-histoquimicos prognosticos t€ém sido pesquisados amplamente principalmente o Ki67 e o
pl6 ™A Estudos genéticos mostram um percentual alto de mutagdes em GIST, sobretudo para
as mutagdes localizadas no exon 11 do gene c-Kit.

Objetivo: caracterizar todos os casos de GIST diagnosticados no Servico de Patologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre de 01/01/1993 a 31/07/2009 do ponto de vista anatomopatoldgico,
imuno-histoquimico, clinico e molecular.

Material e Métodos: os casos foram selecionados a partir do estudo das laminas no HE e pelo
seguinte painel imuno-histoquimico: CD117, CD34, S100, desmina e actina. Foram testados dois
marcadores imuno-histoquimicos prognésticos: o Ki67 e o p16 N**. Os casos cirtrgicos foram
classificados em categoria de risco segundo os critérios de Fletcher e cols. (NIH). O estudo
molecular incluiu: extracdo do DNA, PCR ¢ analise mutacional.

Resultados: a série ¢ composta por 45 homens e 40 mulheres com uma média de idade de 58,4
anos. A localiza¢do géstrica foi a mais frequente (45,9%) seguida da intestinal (37,6%). O tipo
histologico predominante foi o fusocelular presente em 74,1% dos casos. GIST classificados na
categoria de risco muito baixo e baixo risco foram 28,2%, na categoria de risco intermediario,
23,9% e na categoria de alto risco, 47,9%. O marcador CD117 (proteina KIT) foi positivo em
97,6% dos casos de GIST. Entre os 85 casos, o marcador p16 ™*** apresentou positividade em
64,7% e Ki67> 3% foi observado em 32,9%. Houve associagdo significativa entre as categorias
de risco classificadas como alto e ndo alto risco com o Ki67>3% (p = 0,001) e do Ki67 >3% com
o indice mitotico (rs=0,526; p<0,001). Em 60 casos foi possivel o sequenciamento do exon 11 do
gene c-Kit. Foram encontradas 29 mutagdes para este exon: 12 mutagdes de ponto, 10 delegdes,
04 duplicacdes e 03 mutagdes duplas (delecao associada a mutagdo de ponto). A maioria das
mutagdes foi observada entre os codons 550 e 560, “hot spot” descrito em estudos prévios. A
curva de sobrevida mostrou um tempo de seguimento de 2,5 anos (+2,8) e mediana de 1,5 anos, e
foi estatisticamente significativa quando associada as metastases (p=0,025) e ao indice mitdtico
(p=0,002). Os fatores associados com a probabilidade de Obito através da Regressdo de Cox
foram o indice mitdtico e o Ki67 > 3%.

Conclusdes: os 85 casos de GIST do HCPA foram caracterizados do ponto de vista
anatomopatoldgico, imuno-histoquimico, clinico e molecular. Negatividade para p16 ™* e Ki67
> 3% mostrou associagdo com um tempo de sobrevida mais curto. Houve associagdo entre o
Ki67>3% e GIST classificados na categoria de alto risco. Nao houve evidéncia de associa¢ao
entre as mutagdes ou os tipos de mutagdo com as categorias de risco ou com a curva de
sobrevida. Das varidveis que compdem a categoria de risco, o indice mitdtico apresentou
associacdo significativa com a sobrevida, sendo que os pacientes com mais de 10 mitoses em 50
campos de grande aumento apresentaram maior risco para Obito na andlise multivariada. A
contagem mitotica e o Ki67 sdo importantes marcadores prognosticos em pacientes portadores de
GIST.




Abstract VI
Introduction: Gastrointestinal stromal tumors (GIST) 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/year. They are mostly sporadic and occurring mainly in adults. GIST 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. Prognostic immunohistochemical biomarkers are
mostly investigated, especially Ki67 and pl6 ™ **. GIST have a high incidence of mutations
affecting mainly exon 11 of the c-Kit gene.

Objective: the aim of this work was to study the anatomopathological, immunohistochemical,
clinical, and molecular aspects of all GIST diagnosed by the Pathology Service at the HCPA
(Hospital de Clinicas - Porto Alegre), from 01/01/1993 to 31/07/20009.

Material e Methods: diagnosis of GIST was confirmed after HE analysis and submission to the
following immunohistochemical profile: CD117, CD34, S100, desmin and actin. Two prognostic
immunohistochemical biomarkers were also analysed: Ki67 and p16 ™<**. Surgical cases were
classified according to their risk stratification (NIH). Molecular study included: DNA extraction,
PCR and mutational analysis.

Results: from a total of 85 cases, 45 were male and 40, female and the mean average age was 58.
4 years. GIST were predominately located in the stomach (48.9%) followed by the small intestine
(37.6%). Spindle cell morphology was present in 74.1% of these tumors. According to the NIH
classification, 28.2% GIST were classified as very low or low risk category; 23.9% as
intermediate risk and 47.9% belonged to the high risk category. CD117 (KIT protein) was
expressed in 97.6% of all GIST in this study. From a total of 85 cases, 64.7% showed positivity
for p16 ™ ** and 32.9% had a Ki67 >3% index. There was a clear association between high risk
category and non high risk category with Ki67>3% (p=0,001) and between Ki67>3% and a high
mitotic index (>10 mitoses in 50 HPF), r=0,526; p<0,001. Eighty-three cases were submitted to
molecular genetic analysis and 60 samples were successfully amplified and sequenced for exon
11 of the c-Kit gene. Out of the 29 mutations found for this exon 12 were point mutations, 10
were deletions, 04 were duplications and 03 were double mutations (deletion plus point
mutation). Most of these mutations were present between codons 550 and 660, “hot spots”
described in previous studies. The mean survival follow up period was 2.5 years (£2,8) having a
median time of 1.5 years. Survival rates were statistically significant when associated to
metastases p=0.025 and to a high mitotic index (p=0.002. The multivariate Cox Regression
analysis showed two independent risk factors indicating a poor prognosis: Ki67>3% and a high
mitotic index.

Conclusions: anatomopathological, immunohistochemical, clinical and molecular aspects of 85
GIST were studied in this series. Negativity for p16 ™** and a Ki67 >3% were associated to a
shorter survival time. Ki67>3% was associated to GIST belonging to the high risk category
group. No significant associations were seen concerning presence of mutation or type of mutation
in relation to survival rate or risk categories. A high mitotic index (more than 10 mitoses in 50
HPF), one of the NIH risk criteria, was strongly related to a shorter survival time and was also
seen as an independent factor for poor prognosis in GIST on multivariate analysis. Mitotic count
and Ki67 are important predictors of outcome in patients with GIST.




1) Introducao

Tumores estromais do trato gastrintestinal (GIST) sdo tumores conhecidos por diferentes
terminologias e agrupados, mais recentemente, sob esta denominagdo. Cerca de 70% das
neoplasias mesenquimais do trato gastrointestinal sdo GIST, e estes representam 2% de todos os
tumores gastricos, 14% dos tumores de intestino delgado e 0,1% dos tumores colonicos [1].

Estudos recentes sugerem que a sua origem esteja relacionada a célula de Cajal ou a uma
célula em comum mais primitiva. A célula de Cajal ¢ a célula marca-passo do trato
gastrointestinal, responsavel pela coordenagao da motilidade [2-3].

GIST tém uma incidéncia de 1 a 2 casos/100.000/ano e ocorrem principalmente em
pacientes adultos entre 40 e 80 anos de idade (média de 60 anos) [1, 4-5]. A forma esporadica ¢ a
apresentagdo mais comum, embora raros casos possam ser familiares [4-5]. Ndo existe uma
prevaléncia importante em relacdo ao sexo, mas algumas séries mostram uma discreta
predominéncia no sexo masculino [6]. A localizagdo géstrica ¢ a mais frequente, compreendendo
cerca de 50 a 70% dos casos. A seguir, aparecem os casos localizados no intestino delgado (20%
a 25%), esofago, colon e reto (10%). GIST sdo pouco frequentes em omento, mesentério,
apéndice cecal e retroperitonio [4, 7].

A sintomatologia depende do tamanho, da localizacdo e do comportamento bioldgico da
neoplasia. Os principais sintomas sdo: sangramento, alteracdes da motilidade do trato
gastrointestinal e, menos frequentemente, quadros obstrutivos. Sua via de metastase mais comum
¢ a hematica, sendo o figado e o peritonio os sitios mais acometidos. Os linfonodos regionais
geralmente ndo estdo comprometidos. O tratamento indicado € cirtirgico, com remog¢ao completa
da lesdo e margens cirurgicas livres, ja que os GIST nao respondem bem a radioterapia ou a
quimioterapia convencional. A recorréncia esperada ocorre em cerca de 29 a 54% dos casos [8].

Uma caracteristica dos GIST ¢ apresentar um comportamento biologico incerto. Lesoes
pequenas e primarias de menos de 2,0 cm de diametro e com baixo indice mitotico podem
eventualmente evoluir de forma agressiva [9-11]. Muitos autores como Fletcher e colaboradores,
relacionaram o tamanho da lesdo e a contagem mitdtica a agressividade da neoplasia [10]. Em
2002, o NIH (National Institutes of Health) passou a usar estes dois fatores para classificar os

GIST em categorias de risco, descritas mais adiante. A localizacdo também parece influenciar no



comportamento bioldgico destas lesdes. GIST do intestino delgado podem ser malignos
emaproximadamente 40% dos casos [11].

Atualmente, o diagnostico de GIST ¢ sugerido em exame anatomopatoldgico convencional
e confirmado por imuno-histoquimica. Macroscopicamente, sdo lesdes geralmente nodulares,
unicas, nao encapsuladas e bem delimitadas. Na histologia, 70% dos casos apresentam células de
aspecto fusocelular, 20% de aspecto epitelioide e 10% podem apresentar os dois componentes
celulares [7, 11]. Além do tamanho e do indice mitdtico, outros fatores como invasdo da mucosa,
necrose tumoral e profundidade da lesdo podem indicar um comportamento mais agressivo [11-
14].

Na imuno-histoquimica, cerca de 90% a 95% dos GIST sao positivos para a proteina KIT
(CD117), com marcada positividade citoplasmatica ou em area correspondente a zona de Golgi
[1, 10, 14-15]. Outro marcador de interesse diagnostico ¢ o CD34, também presente 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 proteina S100
(menos de 5%) ou desmina (menos de 2%) [10, 15-16]. Em 2006, os marcadores imuno-
histoquimicos recomendados por um grupo multidisciplinar internacional de estudos em GIST
foram: CD117, CD34, vimentina, actina, proteina S100 e desmina [1]. A realizagdo do painel
imuno-histoquimico recomendado pode ainda esclarecer duvidas em relacdo aos principais
diagnosticos diferenciais: leiomiomas, leiomiossarcomas, tumores desmoides, fibromatoses e
schwanomas [17-19].

Entre os principais marcadores imuno-histoquimicos de interesse prognostico se encontram
os marcadores de proliferagdo celular como o Ki67. Muitos estudos apontam o marcador Ki67
como sendo um fator independente de mau prognostico para GIST [20-24]. Outras proteinas do

6 ™ ¢ 0 p27 tendem a ter a sua expressdo diminuida em GIST mais

ciclo celular como o pl
agressivos [24-26]. Marcadores angiogénicos também tem sido descritos e a sua expressividade
aumentada esta associada as neoplasias mais agressivas [27-28].

Hirota e cols., em 1998, foram os primeiros pesquisadores a descreverem mutagdes no gene
c-Kit nestas neoplasias [29]. Desde entdo, inimeros estudos genéticos vem sendo realizados [30-
41]. O percentual de mutagdes esperadas para o gene c-Kit em GIST ¢ em torno de 50 a 88%,

localizadas principalmente nos exons 11 e 9, sendo as do exon 11 as mais freqiientes [34-41].

Heinrich e cols., em 2003, descreveram mutagdes para os GIST, em um gene com fun¢do similar



ao c-Kit, 0o PDGFRA (receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaqueta) [42]. Mutagdes
no PDGFRA em GIST sao esperadas em torno de 10 % dos casos, ocorrendo predominantemente
nos exons 18 e 12. GIST que ndo apresentam as mutagdes descritas para os genes c-Kit e
PDGFRA sao classificados como GIST do tipo selvagem “wild type”. Estudos realizados até a
presente data concordam serem essas mutacdes excludentes, isto é, pacientes que apresentam
mutacdes em c-Kif ndo apresentam mutagao em PDGFRA [36-37, 40].

A classificacdo dos GIST em categorias de risco, a identificagdo de marcadores imuno-
histoquimicos progndsticos e a analise mutacional t€ém um papel relevante, pois permitem
identificar pacientes que se beneficiariam com o uso de quimioterapicos moleculares especificos

como o mesilato de imatinib ou outros similares [12, 36, 40-45].

2) Revisao Bibliografica

2.1) Dados histéricos e origem

Tumores estromais do trato gastrintestinal foram classificados durante varias décadas como
provenientes da musculatura lisa da parede gastrointestinal e denominados, na sua grande
maioria, como leiomiomas, leiomiossarcomas ou leiomioblastomas. Com o advento da
microscopia eletronica, no final da década de 60, sua origem em tecido muscular foi questionada,
uma vez que poucas neoplasias apresentaram caracteristicas ultra-estruturais de fibra muscular
lisa [45]. Na década de 80, com o advento da imuno-histoquimica, observou-se que estes tumores
estromais raramente apresentavam positividade para marcadores de tecido muscular liso. Em
1983, Mazur e Clark, com base nos achados imuno-histoquimicos e ultraestruturais, sugeriram
terem estas neoplasias sua origem em células do plexo mioentérico, provavelmente nas células
intersticiais de Cajal (CIC). Estes autores propuseram a utilizagdo de uma terminologia mais
genérica: tumor estromal do trato gastrintestinal (GIST) [46]. Em 1994, o CD34, marcador
imuno-histoquimico hematopoiético, se mostrou extremamente util para a identificagdo de GIST
apresentando alta positividade. A hipotese de que os GIST teriam a sua origem relacionada as
CIC, células marca-passo do plexo mioentérico, se fortaleceu, uma vez que estas sdo também
fortemente positivas para o CD34 [47-48]. Em 1998, Hirota e cols. identificaram o CDI117,

proteina KIT, como marcador diagnostico universal para os GIST, com uma positividade de 94%



em sua série de 49 casos. Nesta mesma série, cinco entre seis casos analisados apresentaram
mutagdes para o gene c-Kit [29]. Em 2003, Heinrich e cols. encontraram muta¢des no PDGFRA
(receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas) em alguns casos de GIST [42].
Atualmente, este conjunto de marcadores imuno-histoquimicos (CD117 e CD34) e moleculares

(c-Kit e PDGFRA) sao os mais estudados em GIST [30][40] [41].

2.2) Epidemiologia

Cerca de 70 a 80% dos tumores de origem mesenquimal do trato gastrintestinal sdo GIST e
estes representam 5% de todos os sarcomas [8]. Estudos populacionais realizados na Suécia e
Irlanda mostram uma incidéncia de 11-14,5 /1.000.000/ ano [5, 49]. Uma incidéncia maior, de 20
casos/1.000.000/ano foi observada na Noruega [50]. Nos Estados Unidos a prevaléncia ¢ de 5000
a 6000 casos novos/ano [5, 49-50]. Nao existem dados quanto a incidéncia no Brasil. Nao ha uma
nitida predomindncia em relagdo ao sexo; mas alguns estudos mostram uma discreta
predominancia no sexo masculino [5-6].

Os pacientes em geral t€m uma média de idade de 60 anos [5, 49-50]. GIST ocorrem muito
raramente em pacientes com menos de 40 anos. Formas pediatricas sdo esperadas em 1 a 2% dos
casos [51-52]. Existem ainda raros casos de GIST hereditarios, GIST associados a
neurofibromatose tipo 1 e a triade de Carney [53-54]. A localizagdo géstrica ¢ a mais frequente,
seguida do intestino delgado, colon, reto, esofago e menos frequentemente outras localizagdes
como: omento, mesentério, retroperitonio, apéndice e vesicula biliar [10] Tumores mesenquimais
primarios esofagicos, em sua grande maioria, apods estudos imuno-histoquimicos sdo
diagnosticados como leiomiomas.

GIST como um achado incidental, “fumorlet”, tem sido descrito em varias séries [55-58].
Agaimy e cols., em 2007, publicaram um artigo em que foram observados GIST incidentais em
25% dos individuos com idade acima de 50 anos em material de necropsia. Mutagdes no gene c-
Kit foram identificadas na maioria desses casos [55]. Liszka e cols., encontraram GIST
incidentais em cerca de 26,8% dos casos na presenca de outras neoplasias, sendo que 11% foram

coexistentes com carcinoma colo-retal [58].



2.3) Apresentacao clinica

A sintomatologia depende do tamanho, localizagdo e comportamento bioldgico da
neoplasia. Aproximadamente 70% dos casos de GIST apresentam sintomas clinicos, 15% sao
assintomaticos e 15%% relacionados a achados incidentais[11]. Entre 15 a 47% dos casos, no
momento do diagndstico, apresentam doenca metastatica [49-50, 59-60].

GIST sao neoplasias essencialmente intra-abdominais, tendo como achados clinicos
principais: fadiga relacionada a anemia, saciedade precoce e flatuléncia. Os principais achados
relacionados a presenga de sangramento sdo hematémese, melena, enterorragia, anemia cronica
normocitica ou hipocromica. Uma minoria dos GIST, geralmente tumores maiores, pode ser
palpada e apresentar um quadro obstrutivo [59-60].

O diagnostico por imagem pode ser feito através de ecografia, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética ou tomografia com emissao de positrons [59]. Exames
endoscopicos podem ser de ajuda diagndstica e puncgao aspirativa para fins diagndsticos, tem sido
descrita em alguns estudos [61-62].

O tratamento indicado ¢ essencialmente cirirgico, com remog¢dao completa da lesdo e
margens cirurgicas livres. A recorréncia esperada ¢ em torno de 29 a 54% [8, 12, 63]. As
metastases mais frequentemente se localizam no figado e peritonio, sem haver um acometimento
dos linfonodos regionais. Em adultos, metastases pulmonares, dsseas e em partes moles sdo
menos frequentes e ocorrem em situagcdes mais tardias. A maioria das metastases ocorre nos
primeiros cinco anos apoOs ressec¢do cirtrgica inicial, mas existem relatos da presenca de
metastases apos 20 anos do diagndstico inicial de GIST. Portanto, um acompanhamento clinico
por longos periodos de tempo estd indicado, uma vez que lesdes inicialmente benignas podem
evoluir por anos e apresentarem, posteriormente, um comportamento bioldogico mais agressivo

[41] [59].

2.4) Aspectos morfologicos

Macroscopicamente, GIST s3o lesdes nodulares, ndo encapsuladas, bem delimitadas,

altamente vascularizadas e localizadas na parede do trato gastrintestinal. Tumores grandes podem



apresentar areas de hemorragia, degeneracdo cistica e/ou necrose, mesmo na auséncia de
tratamento quimioterapico prévio [41, 59].

A distribuigd@o topografica dos tumores estromais no estdmago se da de forma diferente da
observada nos adenocarcinomas, em que se observa um predominio das lesdes no tergo distal.
GIST gastricos t€ém uma localizacdo predominantemente em ter¢co médio, seguido do tergo
proximal e menos frequentemente comprometem o tergo distal [64].

Microscopicamente, 70% dos casos apresentam células de aspecto fusocelular, 20% de
aspecto epitelioide ¢ 10% podem apresentar ambos componentes celulares [10]. Miettinen e
Lasota, em um estudo de 1765 casos de GIST gastricos, subdividiram os GIST em oito subtipos:
4 subtipos fusocelulares e 4 subtipos epitelioides. Os GIST fusocelulares foram subdivididos em:
variante esclerosante, variante palicada—vacuolizada, variante hipercelular e variante
sarcomatosa. Os GIST epitelioides também foram subdivididos em: variante esclerosante
epitelioide, variante discoesiva, variante hipercelular e variante sarcomatosa [13].

Subtipos histoldgicos de localizagdo intestinal também foram descritos: variante
esquenoide “skenoid fibers”, variante epitelioide, variante com dreas anucleadas e variante
sarcomatoide. A variante intestinal “skenoid fibers” envolvendo jejuno e ileo tem um interesse
especial, pois cursa com um melhor prognostico [13]. Os aspectos morfologicos, no conjunto,
ndo tiveram impacto importante quando relacionados ao prognostico dos pacientes. A contagem
mitética e o tamanho da neoplasia foram as varidveis prognosticas mais importantes [13, 35].

Miettinen e Lasota, em 2006, publicaram um artigo correlacionando os subtipos
histolégicos de GIST com os aspectos patologicos e prognosticos especificos para diferentes
localizagdes [65].

GIST intestinais podem ser malignos em cerca de 40% dos casos [10-11]. Entre os
marcadores morfoldgicos de maior agressividade da lesdo podemos citar: invasdo da mucosa,

presenca de necrose, ulceragdo, ruptura tumoral e profundidade da lesao [60].



2.5) Aspectos imuno-histoquimicos

2.5.1) Marcadores imuno-histoquimicos diagnosticos

A proteina KIT (CD117) ¢ o principal marcador diagnostico, positivo em 90 a 95% dos
GIST. Sua positividade estd expressa no citoplasma celular ou em éarea correspondente a zona de
Golgi [12-14, 41]. A proteina KIT atua como fator regulador do crescimento celular ou formador
de colonia, essencial no desenvolvimento de diversos tipos celulares, entre eles a célula
intersticial de Cajal [7, 31]. KIT ¢ um receptor do tipo tirosina quinase, codificada pelo proto-
oncogene c-Kit, mapeado no cromossomo 4 (4q11-12). A proteina KIT possui 145-160 kD e esta
expressa em células tronco hematopoiéticas, mastocitos, células basais da pele, melandcitos,
c€lulas epiteliais da mama, células germinativas e células intersticiais de Cajal .Esta proteina atua
como receptor do fator de célula tronco “stem cell factor” e, quando ativada, leva a fosforilacao
da proteina desencadeando processos celulares associados a diferenciacao e a proliferacao celular
[31, 45]. Sua expressdo ¢ uma caracteristica tumoral, independente de haver ou ndo mutagdo no
gene c-Kit. GIST negativos para CD117 (2 a 10% dos casos) geralmente tém uma localiza¢do
preferencial géastrica e morfologicamente um padrao epitelioide ou misto [35, 65].

O CD34, marcador de células endoteliais, ¢ uma proteina transmembrana glicosilada com
110 kD, codificada no cromossomo 1, com fun¢do de adesdo celular e apresenta positividade em
cerca de 80 a 85% dos GIST gastricos e em 50% dos GIST de intestino delgado. O CD34 ¢
principalmente positivo nos GIST de localizacdo esofégica e retal (95-100%) [44]. Entre os GIST
gastricos a variante morfoldgica fusocelular tem uma maior positividade para o CD34 (90%)
quando comparada a variante epitelioide (58%) [65].

Em 2006, os marcadores imuno-histoquimicos recomendados por um grupo
multidisciplinar internacional de estudos em GIST foram: KIT (CD117), CD34, vimentina,
actina, proteina S100 e desmina [1]. A actina (alfa actina de musculo liso) tem uma positividade
focal esperada em 20% dos GIST géstricos e em 35 a 40% dos de intestino delgado. Positividade
para a actina tem sido correlacionada a um prognostico mais favoravel [13, 35, 41, 65]. S100, um
marcador neural, raramente € positivo em GIST géstricos e positividade para o S100 nesta
localizagcdo pode estar associado a um pior prognostico. Cerca de 14% dos GIST intestinais

podem apresentar areas de diferenciacdo neural e menos de 2% dos GIST apresentam



positividade focal para a desmina [5, 41, 47, 65]. GIST sdo sistematicamente positivos para a
vimentina, marcador mesenquimal [1, 10].

A realizagdo do painel imuno-histoquimico recomendado pode esclarecer duvidas em
relacdo aos principais diagnosticos diferenciais (leiomiomas, leiomiosarcomas, schwanomas,
tumores fibrosos solitarios, polipos inflamatorios géstricos e tumores desmoides) [18-19, 65].
Leiomiomas e leiomiosarcomas sdo uniformemente negativos para CD34 e CD117 e positivos
para marcadores musculares como actina e desmina. Os schwanomas sdo negativos para o CD34
e para o CD117 e fortemente positivos para a proteina S100 e para a proteina glial acida fibrilar.
Tumores fibrosos solitarios podem ser positivos para CD 34, mas sdo negativos para CD117,
actina, desmina e S100. Polipos inflamatorios gastricos sdo lesdes raras, benignas e positivas
para CD34, geralmente CD117 negativos e apresentam um exuberante processo inflamatorio [1,
19, 49, 65]. Tumores desmoides, podem apresentar positividade para CD117 e o diagndstico
diferencial devera ser feito com a beta-catenina, que ¢ negativa para GIST e positiva em

praticamente 100% dos casos em tumores desmoides ou fibromatoses mesentéricas [66].

2.5.2) Marcadores imuno-histoquimicos prognésticos

Entre os principais marcadores imuno-histoquimicos progndsticos estdo os marcadores de
proliferagcdo celular, sendo Ki67 o mais utilizado para diferentes neoplasias malignas [67]. O
Ki67 ¢ uma fosfoproteina nuclear de funcao ainda desconhecida e com provavel participagdo na
organizacdo cromatinica celular. A proteina reconhecida pelo anticorpo monoclonal Ki67 esta
relacionada com o gene MKI67, localizado no brago longo do cromossomo 10. Seu anticorpo
analogo, MIB-1, ¢ amplamente utilizado principalmente em blocos de parafina. Ki67 ¢ uma
proteina expressa no nucleo celular em todas as fases do ciclo celular, com exce¢do da interfase,
possibilitando a identificagdo de células em proliferacdo sem a necessidade de se reconhecer
figuras mitoticas a microscopia Optica [67-68]. O percentual de células positivas para o marcador
nuclear Ki67 ¢ conhecido como indice de proliferagdo. Diferentes pontos de corte t€m sido
descritos para avaliacdo do indice proliferativo do Ki67 em diferentes neoplasias malignas. Em
GIST, indices mais elevados t€ém sido correlacionados com tumores mais agressivos e alguns
estudos mostram o Ki67 como um fator independente de mau progndstico em GIST [9, 24, 69-

71].



Expressao aumentada, em GIST, também foi observada para outras proteinas reguladoras
do ciclo celular como o p53 [72]. A proteina p53 € uma proteina supressora tumoral, considerada
como um mediador do ciclo celular que induz a parada do ciclo e apoptose Um aumento da
expressao do p53 ¢ frequentemente observado em neoplasias mais agressivas, sendo um
indicador de mau prognéstico [71-73].

Outras proteinas do ciclo celular tendem a ter sua expressdao diminuida em GIST mais

INK4A
6

agressivos. Entre essas, a proteina p1 tem sido a mais amplamente estudada [24, 74-78]. O

gene responsavel pela codificagio da proteina pl6 ™ * estd localizado no brago curto do

. . ~ INK4A
cromossomo 9 e ¢ considerado um gene de supressdo tumoral. O pl6

¢ uma proteina
reguladora do ciclo celular pertencente ao complexo inibidor cdk (ciclina quinase dependente),
que controla o ciclo celular na fase G1/S. A perda da expressio do pl6 ™ ** parece estar
relacionada com a progressao tumoral [24, 75-77, 79].

A Bcl2 (B ciclina 2), uma proteina pequena, com agdo antiapoptdtica localizada nas
membranas de organelas intracitoplasmaticas, foi testada em algumas séries de GIST, mas nao foi
considerada um bom marcador progndstico, pela maioria dos autores [70, 73, 79].

Moléculas de adesdo como proteinas do grupo CD44, t€ém sido utilizadas em diferentes
neoplasias como marcadores prognosticos, sendo que uma diminui¢do da sua expressdo estaria
relacionada as neoplasias mais agressivas. Em GIST, os resultados tém sido controversos. Em
um estudo brasileiro, o CD44v3, uma variante do CD44 relacionada a carcinogénese, foi testada
em 343 casos de GIST e os resultados foram sistematicamente negativos. O EGFR (receptor do

fator de crescimento epidérmico) foi pesquisado nesta mesma série com alta positividade (84%),

porém na literatura os resultados para este marcador t€ém sido controversos [39].

2.6) Estratificacio de risco

Uma caracteristica dos GIST ¢ apresentar um comportamento biologico incerto. Lesdes
pequenas e com baixo indice mitotico podem eventualmente apresentar uma evolucao
desfavoravel [9]. Assim, autores como Fletcher ¢ colaboradores, relacionaram o tamanho do
tumor e a contagem mitdtica [nimero de mitoses por 50 campos de grande aumento (CGA)] a
uma maior agressividade tumoral [10]. Em 2002, o NIH (National Institutes of Health) aprovou o

uso destas duas variaveis para classificar os GIST em categorias de risco. Esta classificacao ¢
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também conhecida por NIH Risk Stratification Categories (Estratificacdo de Risco do NIH)
(Quadro 1).

Quadro 1 - Potencial de Malignidade do GIST (NIH)

CATEGORIA DE RISCO TAMANHO DO INDICE MITOTICO
TUMOR
RISCO MUITO BAIXO <2,0cm <5/50 CGA
BAIXO RISCO 2,0-5,0cm <5/50 CGA
RISCO INTERMEDIARIO <5,0 cm 6-10/50 CGA
5,0-10,0 cm
ALTO RISCO > 5,0 cm >5/50 CGA
>10,0 cm qualquer indice
qualquer tamanho >10/50 CGA

(Fletcher e cols., 2002,[10])

A localizagdo dos GIST parece também influenciar no seu comportamento bioldgico [11].
Ainda em 2002, Miettinen e cols. introduziram esta varidvel na categoria de risco dos GIST

(Quadro 2).

Quadro 2 — Tamanho do tumor, localizacio e atividade mitotica como indicadores de

malignidade nos GIST

. Provavelmente Benignos:
Intestinais: didmetro maximo < 2,0 cm e contagem mitotica < 5 mitoses/50
CGA.
Gastricos: didmetro maximo < 5,0 cm e contagem mitotica < 5 mitoses/50 CGA.
° Provavelmente Malignos:
Intestinais: didmetro maximo > 5,0 cm e contagem mitotica > 5 mitoses/50 CGA.
Gastricos: didmetro maximo > 10,0 cm e contagem mitotica > 5 mitoses/50 CGA.
. Comportamento Incerto ou baixo potencial de malignidade:
Intestinais: didmetro maximo > 2,0 cm e < 5,0 cm e contagem mitotica < 5 mitoses/50
CGA.
Gastricos: diametro maximo > 5,0 e < 10,0 cm e contagem mitdtica < 5 mitoses/50
CGA.

(Miettinen e cols,. 2002, [11])
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Em 2007, de acordo com as diretrizes do National Comprehensive Network Cancer (NCCN),
os GIST foram classificados em relagdo ao risco de progressdao de doenga, localizagdo, indice

mitotico e tamanho tumoral [13, 35, 41, 65] (Quadro 3).

Quadro 3 - Risco de progressio da doenca em GIST de acordo com o indice mitotico,

tamanho e sitio primario da neoplasia

Parametros Tumorais Risco de Progressio da Doenca (%)
Tamanho Gastrico Duodeno Jejuno/ileo Reto
<2 cm 0 0 0 0
indi Muito
neice >2 <5 cm baixo Baixo (8.3) Baixo (4.3) Baixo (8.5)
Mitotico (1.9)
<5 por >5<10 Baixo Dados Moderado Dados
50 CGA cm (3.6) Insuficientes (24) Insuficientes
>10 cm ?fgferad" Alto (34) Alto (52) Alto (57)
Dados
<2 cm 0 Insuficicntes Alto Alto (54)
Indice Moderado
<
Mitético >2 <5 cm (16) Alto (50) Alto (73) Alto (52)
> 5 por >5<10 Dados Dados
50 CGA cm Alto (35) Insuficientes Alto (85) Insuficientes
>10 cm Alto (86) Alto (86) Alto (90) Alto (71)
(Liegl, 2009, [41])

Contudo a classificacao inicial de Fletcher e col. de 2002 e sobretudo a de Miettinen e cols.
também de 2002, sdo as mais utilizadas em diferentes séries de GIST ¢ validadas como um

importante fator progndstico nestas neoplasias. [10,11]

2.7) Biologia molecular

Além dos estudos imuno-histoquimicos, estudos genéticos estao sendo realizados na tentativa
de encontrar marcadores diagnosticos e prognosticos de GIST [30-41].

O KIT ¢ uma glicoproteina transmembrana, receptor da tirosino-quinase, codificada pelo gene
c-Kit que esta localizada no cromossomo 4, mais precisamente na regido 4ql2-13. A
glicoproteina KIT, em condi¢des normais, interage com o fator de célula-tronco ocorrendo a

dimerizagdo, fosforilagdo e ativagdo da cascata das tirosino-quinases. A presenca dessa
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glicoproteina ¢ fundamental para a proliferacdo, sobrevivéncia, desenvolvimento e diferenciacao
das células intersticiais de Cajal, células progenitoras do sistema hematopoiético, mastocitos,
melanocitos e células germinativas e tem importante fun¢do na proliferacdo celular, adesao,
quimiotaxia, apoptose e diferenciacdo celular [31-32, 34, 45]. As formas mutantes ativam as

tirosino quinases na auséncia do ligante, o fator de célula tronco (Figura 1).

SINALIZACAO NORMAL E ANORMAL KIT/PDGFRA

A SINALIZACAO NORMAL KIT/PDGFRA
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ﬂl ﬁ fosforilagdo com ativagdo da cascata das tirosino quinases

(Adaptado de Rubin, B. P., 2006,[45])

Figura 1 - Ativagdo normal e anormal das tirosinas quinases. Mutacdes no gene c-Kit € no gene
PDGFRA levam a autofosforilagdao do receptor.

As mutagdes no gene c-Kit podem ser divididas em duas categorias: muta¢des dos dominios
regulatorios, incluindo as regides justamembranares intra e extracelulares (exons 11 e 9,
respectivamente), e mutacdes intracelulares de dominio enzimdtico (exons 13 e 17,

respectivamente) [45, 78, 80]. As mutacdes mais frequentes sdo encontradas nos dominios
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regulatorios, principalmente mutagdes no exon 11 [31-37, 45, 60]. Mutagdes nos exons 17 ou 13
sdo extremamente raras, geralmente relacionadas a casos familiares [80]. Mutagdes no gene c-Kit
provavelmente ocorrem em uma fase muito inicial da progressao tumoral, pois foram observadas
em GIST incidentais com menos de 1cm de diametro [37, 55-56].

Um percentual de GIST, 2 a 10%, ndo expressa a proteina KIT [1, 7, 10, 41]. Nestes casos
foram identificadas muta¢des em outros genes, como a mutacao localizada no receptor alfa do
fator de crescimento plaquetario (PDGFRA) [42]. Estas mutagdes ocorrem, sobretudo, no exon
18 e mais raramente no exon 12. O gene do PDGFRA também esté localizado no cromossomo 4,
na regido 4q12, fazendo parte das proteinas receptoras da tirosina quinase classe III. Mutag¢des no
gene c-Kit e PDGFRA sao excludentes entre si [30, 34-35, 41-42, 78].

A propor¢ao de mutagdes esperadas para estes dois genes em GIST em diferentes estudos
¢ de 50,8% a 92,9% e para as mutagdes localizadas no exon 11 do gene c-Kit de 28,3% a 68,8%
(Quadro 4).

Quadro 4 — Comparacao das mutacoes identificadas em GIST entre varios estudos

GIST KIT

Pais gastrico% |Exon9 |Exon11 |Exon 13 |Exon 17 Taxa de
PDGFRA | Mutacao

EUA NI 18.1% 66.9% 1.6 1.6% 4.7% 92.9%

(n=127) %

EUA 50 5.6% 68.8% 0% 0% 5.6% 80.0%

(n=125)

China NI 7.1% 67.1% 1.3 0.6% 3.2% 79.4%

(n=155) %

EUA 0 11.7% 62.1% 0% 0.7% 0% 74.5%

(n=145)

Taiwan 50 9.7% 59.0% 0% 0% 0.7% 69.4%

(n=134)

Suécia 55 3.4% 57.1% 0% 0.6% 3.4% 64.4%

(n=177)

Espanha 57.4 2.7% 47.5% 0.6 0% 8.6% 59.4%

(n=162) %

EUA 100 0% 28.3% 0% 0% 22.5% 50.8%

(n=421)

Brasil NI 4.1% 58.1% 0% 0% 8.1% 70.3%

(n=74) *

NI= nao informado; (Adaptada de Tzen C.Y. e cols., 2008,[40]); * (Lopes L. F. e cols.,
2008,[39])
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Existe uma nova proposta de classificagdo molecular para os GIST, que leva em

consideragdo também os aspectos moleculares. Esta classificagdo divide as formas esporadicas

em mutacdo no gene c-Kit, mutagdo no gene PDGFRA e tumores sem mutagdo nesses genes,

também chamados de “wild type” [45]. A importancia desta classificagdo molecular reside no fato

de que a localizagdo da mutagdo condiciona a resposta terapéutica ao mesilato de imatinib (STI

571, Gleevec; Novartis Pharmaceuticals, Basel Switzerland) ou similares [41, 43, 45, 74, 78, 81-

82] (Quadro 5).

Quadro 5 — Correlacdes clinico-patolégicas do “status”

da mutacio nos pacientes com

GIST.

Tipo de Freqiiéncia | Tipo Sitio Susceptibilida | Resposta Imatinib

Mutacio Aproximada | Histolégico Anatomico |de ao mesilato | mesylate “in vivo”
de imatinib in
vitro”

Mutagao KIT 80 — 85% |predominancia

de células

Exon 9 10% fusocelulares Intestino del. | Sim Intermediaria

Exon 11 60 — 70% Sim Excelente

Exon 13 1% Sim Alguma resposta

Exon 17 1% Sim Alguma resposta

Mutacio 5-10% |Presengade Estdmago

PDGFRA células

epitelioides e

Exon 12 1% fusocelulares Sim Alguma resposta

Exon 14 <1% Sim Desconhecido

Exon 18 6% Desconhecido/ | D842V nao
responsivo responsivos; outras

mutagoes

“Wild-type” 10% Predominancia Nao Pobre

‘TIPO de células

SELVAGEM’ fusocelulares

muta¢cio nio

KIT/ nao

PDGFRA

(Adaptado de Rubin, B. P., 2006, [45])

O mesilato de imatinib ¢ um inibidor das tirosinas quinases, atuando nas proteinas KIT e

PDGFRA, utilizado com sucesso em casos de leucemia micloide cronica, dermatofibrossarcoma

GIST CDI117 positivos e nao

protuberans e leucemia mielomonocitica cronica [14-16].

responsivos ao tratamento convencional, apresentam em geral uma boa resposta terapéutica ao
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mesilato de imatinib. GIST com muta¢ao no exon 11 sdo particularmente responsivos [14-16, 45,
78, 82]. A mutacao mais frequente, presente em cerca de 25% dos GIST, ¢ a delegao WK557-558
localizada no exon 11 do gene c-Kit [83-84]. Muitos estudos mostram que as mutagdes
localizadas no exon 11 ocorrem predominantemente em GIST gastricos e frequentemente estao
classificadas na categoria de alto risco segundo (NIH) [83-84].

Analises multivariadas mostraram que mutagdes do tipo delecdo e delegao-inserg¢ao
envolvendo sobretudo os codons 557 e 558 do exon 11 do gene c-kit, podem ser consideradas
como fatores independentes de mau prognoéstico [63, 85]. A presenca de mutagdes de ponto e/ou
duplicagdes no exonl1 neste mesmo gene estd associada a um comportamento bioldgico menos

agressivo [63].

2.8) Tratamento

O tratamento indicado, convencional, ¢ a ressec¢do cirurgica completa com margens
cirargicas livres. A ressec¢do RO (auséncia de doenca residual) representa um dos fatores mais
importantes para o resultado do tratamento (intervalo livre de doenga e sobrevida), sendo
alcancada em torno de 40 a 60% dos GIST [86]. Em caso de recidiva local ou de lesdes
metastaticas, nova cirurgia poderad ser planejada. Nao ha necessidade de dissec¢do linfonodal,
pois assim como os sarcomas, 0os GIST raramente acometem linfonodos regionais disseminando-
se frequentemente por via hematica [63, 78].

A descoberta de mutagdes na génese e progressao dos GIST permitiu o uso de drogas
especificas para essas neoplasias [87]. Um primeiro paciente, com GIST irressecavel e
metastatico, previamente tratado com quimioterapia convencional, sem sucesso, recebeu o
mesilato de imatinib. Houve uma resposta marcante, iniciando uma nova era para o tratamento
dos GIST [88]. O mesilato de imatinib deve ser administrado de forma continua, exceto quando
houver franca progressdo da doenga ou a presenca de efeitos indesejaveis que comprometam o
estado geral do paciente [89-90]. Em 2009, foi publicado um estudo clinico randomizado em fase
I (NCT00041197), duplo cego, demonstrando o beneficio do uso do mesilato de imatinib como
tratamento adjuvante em GIST primadrios, localizados, submetidos previamente a cirurgia. Houve

reducdo estatisticamente significativa da recorréncia tumoral apos um ano de observagao [91].
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Apesar de efetivo na maioria dos casos (respostas objetivas ou estabilizacdo da doenca)
observou-se que, 10% a 15% dos pacientes com diagnostico confirmado de GIST nado
responderam ao mesilato de imatinib (resisténcia primaria), e cerca de 50% dos pacientes, apds
boa resposta inicial, acabaram evoluindo com progressdo da doenga, mesmo com doses
adequadas de mesilato de imatinib (resisténcia secundaria). A analise desses fendmenos mostra
que os GIST sdo neoplasias que apresentam importante instabilidade genética. E provavel que
ocorram novas mutagdes em exons diferentes do gene c-Kit ou do gene PDGFRA modificando
estruturalmente o sitio de ligagdo do ATP e conferindo resisténcia secunddria ao imatinib.
Também, € possivel que ocorra a ativacao de outras vias de transducao de sinal com amplifica¢ao
de outras proteinas da cascata de sinalizagao [92-93].

Mais recentemente, novas moléculas inibidoras da tirosino quinase tém surgido e entre elas,
o sunitinib mostrou possuir também importante atividade anti-angiogénica, inibindo a a¢do dos
fatores de crescimento do endotélio vascular. O sunitinib atualmente ¢ indicado em casos de
doenga avancada refrataria ao tratamento com mesilato de imatinib ou em casos de intolerancia

ao mesmo [94].

2.9) Recorréncia e principais fatores de mau prognostico.

A recorréncia esperada em GIST € em torno de 29 a 54% [63]. Em uma série de 335
pacientes submetidos a uma resseccdo cirurgica inicial, 45% dos pacientes apresentaram
recorréncia local. Neste grupo, 79,5% das recorréncias foram observadas no grupo de alto risco,
13,9% no grupo de risco intermediario, tendo um percentual bem menor nos grupo de baixo e/ou
muito baixo risco. O tempo médio de recorréncia nesta série foi de 15 meses (média de 2 a 164
meses) o que indica serem necessarios periodos longos de acompanhamento clinico, uma vez que
recorréncias e/ou metastases podem surgir muitos anos apds o diagndstico inicial [95].

Das muitas variaveis que se associam com um prognéstico mais reservado, observamos
que a categoria de risco ¢ validada em praticamente todos os estudos, com analise dos duas
principais variaveis que sao a contagem mitotica em 50 CGA e o tamanho tumoral. A localizagao
nao gastrica também desfavorece o prognostico principalmente a localizacdo em omento [11, 23,
96]. Além disso, entre os fatores de mau prognostico estdo também citados o sexo masculino e

idade inferior a 40 anos [23, 78, 95]. Entre os aspectos macroscopicos € microscopicos muitos
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estudos apontam a presenca de necrose tumoral, ulceragdo, invasdao da mucosa, tipo histologico
sarcomatoide, ruptura tumoral e margens cirargicas comprometidas como fatores de mau
prognostico [23, 35, 60]. Entre os marcadores imuno-histoquimicos indices mais elevados do
Ki67 [21-24, 68-69] e reduzidos do p16™** [75-76] se relacionam com comportamentos tumorais
mais agressivos.

Aspectos mutacionais tém uma importancia relevante, uma vez que uma melhor ou pior
resposta ao mesilato de imatinib estd relacionada com mutag¢des encontradas nos genes c-Kit ou

PDGFRA [37, 40, 45, 63, 89].

3) Justificativa

GIST sado os tumores mesenquimais mais frequentes do trato gastrintestinal e de tratamento
essencialmente cirargico. O seu comportamento biologico € incerto e eventualmente GIST
pequenos com baixos indices mitdticos podem evoluir com metéstases. A taxa de recorréncia ¢
alta, em torno de 29 a 54%, fazendo com que seja importante o reconhecimento precoce de
formas mais agressivas. Neste sentido, o estudo de marcadores imuno-histoquimicos como Ki67

e ple NK4A

podem ter um papel relevante na identificagdo destas formas. Sabe-se que os GIST
nao respondem bem a quimioterapia ou a radioterapia convencional, porém pacientes portadores
de GIST podem ser beneficiados com tratamento especifico, com o emprego do mesilato de
imatinib ou outras drogas similares. Uma melhor resposta terapéutica esta relacionada ao tipo de
mutacdo detectada, sendo que mutacdes localizadas no exon 11 do gene c-Kit sdo particularmente

sensiveis a quimioterapia molecular.
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4) Objetivos
4.1) Objetivo geral

Caracterizar todos os casos de GIST diagnosticados no Servi¢o de Patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) identificados no periodo de 01/01/1993 a 31/07/2009, do ponto

de vista anatomopatoldgico, imuno-histoquimico, clinico, molecular e avaliar os fatores de risco.
4.2) Objetivos especificos

4.2.1) Do ponto de vista anatomopatologico, caracterizar os GIST quanto aos aspectos

morfologicos e a categoria de risco (tamanho tumoral e indice mitotico, conforme classificacao

do NIH).

4.2.2) Do ponto de vista imuno-histoquimico, caracterizar os GIST em relacdo aos
marcadores diagnosticos CD117, CD34, S100, actina e desmina e em relacdo aos marcadores

prognosticos Ki67 e p16 ™4,

4.2.3) Do ponto de visto clinico, caracterizar a amostra por idade, sexo, localizagdo do

tumor, seguimento, recorréncia, metastases e curva de sobrevida.

4.2.4) Do ponto de vista molecular, caracterizar a presenga de mutagdes no exon 11 do

gene c-Kit e os tipos de mutagdes encontradas.

4.2.5) Relacionar os marcadores prognosticos Ki67 e p16 ™ ** em GIST nesta série com

a curva de sobrevida e as categorias de risco (N/H).

4.2.6) Relacionar os tipos de mutagdes no exon 11 e 9 do gene c-Kit dos GIST nesta série

com a curva de sobrevida e as categorias de risco (N/H).

4.2.7) Relacionar a curva de sobrevida com as variaveis das categorias de risco (indice

mitotico e tamanho, conforme classificagcao do (N/H).
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5) Materiais e Métodos

5.1) Delineamento

Estudo de coorte retrospectivo.

5.2) Amostra

As amostras selecionadas para a realizacdo deste estudo correspondem a todos os casos de

GIST obtidos do acervo de laudos do Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre identificadas no periodo de 01/01/1993 a 31/07/20009.

5.3) Critérios de inclusio e exclusiao

5.3.1) Inclusao

Todos os casos de GIST diagnosticados no Servico de Patologia do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre (HCPA) no periodo de 01/01/1993 a 31/07/2009.

5.3.2) Exclusao

Auséncia ou escassez de material emblocado em parafina.

5.4) Procedimentos

5.4.1) Selecao de casos

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 epitelioide do trato gastrointestinal, tumor desmoide e

fibromatoses foram inicialmente selecionados e submetidos a um novo exame por HE assim
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como a um painel imuno-histoquimico complementar. No periodo de 01 de janeiro de 1993 a 31
de julho de 2009 foram confirmados 85 casos de GIST pertencentes ao Servico de Patologia do
HCPA.

5.4.2) Diagnostico histologico

Foram considerados GIST e incluidos neste estudo, casos em que a histologia (HE) foi
compativel com neoplasia mesenquimal associado a (1) nitida positividade para CD117 a imuno-
histoquimica; ou (2) nitida positividade a imuno-histoquimica para CD34 com marcadores
sistematicamente negativos para actina, proteina S100 e desmina.

Segundo a sua morfologia os GIST foram classificados em trés subtipos histologicos:
fusocelular, epitelioide e padrao misto (fusocelular e epitelioide). Para essa andlise foram

utilizadas as laminas coradas com HE.

5.4.3) Dados clinicos e seguimento

Os dados clinicos foram obtidos a partir dos prontuarios disponibilizados pelo SAMIS
(Servigo de Arquivo Médico de Informacdo e Saude) do HCPA. Para cada caso foram
pesquisados os seguintes dados: idade, sexo, data do diagnodstico de GIST, principais sinais e
sintomas, localizacdo do tumor e GIST como achado incidental. Ao se avaliar o seguimento
desses pacientes, foram registrados os seguintes dados: recorréncia local, presenca de metastases,
localizagao das mesmas, tratamento com mesilato de imatinib, data da ultima consulta, 6bito por

GIST ou 6bito consequente a outras causas.

5.4.4) Categoria de risco (tamanho tumoral e indice mitotico) conforme o NTH

A classificacdo em categorias de risco foi realizada nas 71 pegas cirurgicas de GIST.

Tamanho tumoral: o maior diametro da massa neopldsica, medido em cm, foi

considerado como sendo o seu tamanho tumoral. Este dado foi obtido a partir da descri¢ao
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macroscopica contida nos laudos anatomopatologicos, emitidos pelo Servigo de Patologia do

HCPA e coletados nos 71 casos correspondentes as pegas cirirgicas.

Indice mitético: foi realizada a contagem do ntimero de mitoses em 50 campos de grande
aumento (CGA) (400x), a partir de laminas coradas com HE. Cada campo individual com area

correspondente a aproximadamente 0,2 mm®.

Categoria de risco: com base no tamanho tumoral e na contagem do niimero de mitoses
por 50 CGA, 71 casos de GIST, foram classificados de acordo com a categoria de risco do NIH,

em quatro grupos: risco muito baixo, risco baixo, risco intermediario e alto risco.

5.4.5) Painel imuno-histoquimico

A andlise imuno-histoquimica foi realizada a partir de material emblocado em parafina.
Nos cortes, com quatro micrometros de espessura, foram utilizados os seguintes marcadores:
CD117, CD34, HHF35-actina, proteina S100, desmina, Ki67 e p16 ™ *A.
Todos os anticorpos primarios, o secundario e o revelador (sistema avidina-biotina/DAB)
foram adquiridos da DAKO (Carpinteria, CA, USA).
Os respectivos clones e dilui¢des dos anticorpos utilizados estdo especificados no quadro 6.
A recuperagdo antigénica foi obtida através de calor umido (tampao citrato, pH 6,0 e

microondas por 20 minutos). As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris.



Quadro 6 - Anticorpos primarios com seus respectivos clones e dilui¢des
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Antigeno Clone Dilui¢do
CD117 Policlonal 1:200
CD34 Qbend 10 1:30
Actina HHF-35 1:100
Proteina S100 Policlonal 1:500
Desmina D33 1:100
Ki67 MIB-1 1:50

ple KA EGH4 1:50

Foram considerados positivos para CD117, CD34, S100, actina, desmina e pl

todos

os casos em que pelo menos, mais de 5% das células tumorais apresentaram positividade

citoplasmatica e/ou nuclear. Para o Ki67 foi realizada uma contagem de células marcadas

positivamente, em um total de 500 células tumorais e avaliado o seu percentual de positividade,

referido como indice proliferativo. O ponto de corte deste indice utilizado para a analise de dados

foi de > 3%. A leitura das ladminas foi feita por dois patologistas e, em casos de discordancia, uma

nova leitura foi realizada para se chegar a um consenso.

5.4.6) Microdisseccao

Dos blocos de parafina foram realizados quatro cortes com 10 micrometros de espessura.

As laminas foram observadas ao microscopio invertido, separando-se tecido tumoral de tecido

ndo tumoral e o material foi colocado em tubo tipo Eppendorf de 1,5ml, devidamente

identificado.
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5.4.7) Extracao do DNA

A extragdo do DNA foi realizada de acordo com a técnica descrita por Coura e cols. com
a utilizagao do Kit MoBio (Ultra clean DNA Blood Spin Kit # 122200-50), segundo as instrugdes
do fabricante [97].

5.4.8) Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA genémico foi amplificado pela técnica da PCR. Para tanto, utilizou-se Platinum
Taq (1.25 U), tampao Platinum, MgCl, 50mM e dNTP 2mM. Todos os reagentes utilizados para
PCR foram da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). Os primers utilizados foram os mesmos
referidos em estudo prévio e estdo descritos no quadro abaixo (quadro 7) [56]. A amplificacao
dos fragmentos deu-se através de um passo inicial de 94°C por 5°, seguido por 45 ciclos de 94°C
por 1°, 57°C por 1°, 72°C por 1’ e 10’ de extensdo final a 72°C. A amplificagdo foi verificada

através de eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio.

Quadro 7 — Primers utilizados para a amplificacdo dos exons 9 e 11 do gene c-Kit

Primers
Exon | Senso Anti-senso Tamanho
do
fragmento
(BP)
9 5’GTATGCCACATCCCAAGTGT | 5’CATGACTGATATGGTAGACA | 334
11 5’CCAGAGTGCTCTAATGACTG | 5’ GGAAGCCACTGGAGTTCCTT | 274

(adaptado de Sihto, 2005, [34])

5.4.9) Sequenciamento do DNA

Os produtos amplificados foram purificados, para remogdo do excesso de primers ¢
nucleotideos, utilizando-se as enzimas EXO e SAP-IT (GE, Pittsburgh, USA). Em seguida, foi
realizada uma quantificagdo visual das amostras utilizando-se “Low Mass DNA Ladder”
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme instru¢des do fabricante. A visualizacao foi feita em

gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. Os produtos do PCR purificados e
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quantificados foram, entdo, submetidos a sequenciamento automatizado, utilizando-se o
sequenciador ABI 3100 Genetic Analyser, com a utilizacdo do reagente “BigDye Terminator”
v3.1 (Applied Biosystens), conforme instru¢des do fabricante. As sequéncias encontradas foram

comparadas com a sequéncia de referéncia (GenBank 000222.2).

5.4.10) Analise Estatistica

As variaveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absoluta e relativa. A
idade foi descrita através da média e desvio padrao.

Para avaliacdo da associagdo entre as variaveis qualitativas, foi utilizado o teste Qui-
quadrado de Pearson.

Para a avaliagdo da curva de sobrevida, foi utilizado o teste de Kaplan-Meier com
estimativa do tempo de sobrevida através da média e do intervalo com 95% de confianga.

Para controlar fatores de confusdo e avaliar fatores independentemente associados com a
sobrevida, o modelo de azares proporcionais de Cox (Regressao de Cox) foi aplicado. O critério
para a entrada da varidvel no modelo foi de que apresentasse um valor p<0,10 na andlise
bivariada.

Para determinar o ponto de corte do Ki-67, foi aplicada a Curva Receiver Operator
Characteristic (ROC), tendo como base o o6bito.

O nivel de significancia adotado foi de 5% e as andlises foram realizadas no S.P.S.S

(Statistical Package for the Social Sciences, versao 13.0).

5.4.11) Consideracdes éticas

Para realizacdo deste projeto de pesquisa, foi necessaria a assinatura do termo de compromisso
para utilizagdo de dados do prontuério dos pacientes e termo de compromisso para utilizacao de
material bioldgico descartado. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do
HCPA, registrado sob o nimero 05-380.*. A realizacdo do painel imuno-histoquimico esta
vinculada a outro projeto, também aprovado pelo CEP do HCPA sob o niimero 06-312%.

* Projetos financiados pelo FIPE.
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6) Resultados

6.1) Caracteristicas da amostra

Dos 138 casos inicialmente classificados como neoplasias mesenquimais, 85 (61,6%)
tiveram diagnostico de GIST confirmado apds a realizagdo do seguinte painel imuno-
histoquimico: CD117, CD34, S100, Actina e Desmina. Em 14 (16,5%) destes 85 casos, o
diagnostico foi obtido em material de bidpsia e em 71 (83,5%) o diagnostico foi proveniente de
pecas cirrgicas (figura 2). Entre os 85 pacientes, 45 (52,9%) foram do sexo masculino e 40
(47,1%) do sexo feminino. A média de idade foi de 58,4 anos + 14,5 com uma variagdo entre 17 a
99 anos. Apenas cinco pacientes apresentaram idade inferior a 40 anos. Em nenhum dos nossos
casos, durante a revisdo dos prontudrios, foi registrada a possibilidade de GIST familiar ou GIST

associado a uma sindrome genética.

138 casos de neoplasia
mesenquimais

Painel IHQ
(CD117, CD34,
S100, Actina, Desmina)
|

53 Outras neoplasias — excluidas| 85 GIST
(38,4%) (61,6%)

[71 pecgas cirdrgicas (83,5%J 14 bidpsias (16,5%) J

Figura 2 - Fluxograma da selecdo da amostra

6.2) Aspectos Clinicos

Todos os casos de GIST desta série sdo de pacientes distintos, ndo havendo a repeticao
dos mesmos. Em um caso especifico, ndo nos foi possivel avaliar os dados no prontuario, por

inviabilidade do mesmo e foram registradas somente as informagdes contidas no laudo
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anatomopatologico e no laudo imuno-histoquimico complementar. Os principais sinais e
sintomas clinicos foram associados a sangramentos e dor abdominal. Em 17 (20%) casos, o GIST
foi descrito como um achado transoperatorio incidental. A localizagdo gastrica foi a mais
frequente, estando presente em 39 (45,9%) casos, seguida do intestino delgado, presente em 32
(37,6%) casos, retroperitonio ¢ mesentério com 5 (5,9%) casos em cada uma destas localizagdes e
reto ¢ colon com 2 (2,4%) casos, também em cada uma destas localizagdes. Nao identificamos
nenhum caso de GIST esofagico. Apenas 10/84 (11,9%) casos evoluiram com metastases, tendo

como sitios mais frequentes o figado e a cavidade peritoneal.

6.3) Tipo histologico

O tipo histologico fusocelular (figura 3) foi o mais frequente, observado em 63 (74,1%)
dos casos, o misto (fusocelular e epitelidide) foi identificado em 14 (16,5%) casos e o epitelioide
foi identificado em oito (9,4%) casos. Do tipo histologico epitelioide, 3 (37,5%) eram de
localizacao gastrica. Ao exame microscopico observamos a presenca de necrose tumoral em oito
casos, inclusdes nucleares em quatro, invasao da mucosa em quatro, areas de ulceracdo em quatro

e a presenca de fibras esquenoides em trés casos, sendo esses casos de GIST intestinais.
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~ | BYHE 10

A) HE 10x

Figura 3 — GIST gastrico (HE 10X) (A) e GIST de tipo histologico fusocelular (HE 100X) (B).
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6.4) Tamanho tumoral, indice mitdtico e categorias de risco (N/H)

Na avalia¢do do tamanho tumoral foi considerada a sua maior dimensdo que variou entre
1,0 cm e 25 cm com média de 6,7 cm (£5,6). A contagem do numero de mitoses dos 85 casos
avaliados em cortes corados pelo método do HE mostrou, em 43 (50,6 %) casos, um valor <a 5
mitoses por 50 CGA (tabela 1).

A classificagdo em categorias de risco nas pecas cirurgicas (n=71), segundo os critérios de
Fletcher e cols., mostrou que 10 (14,1%) dos casos foram classificados como sendo de risco
muito baixo, 10 (14,1%) de baixo risco, 17 (23,9%) de risco intermediario ¢ 34 (47,9%) de alto

risco (tabela 1).

Tabela 1 - GIST: contagem mitotica, tamanho do tumor e categoria de risco

Caracteristicas n
Contagem mitdtica — n(%) 85
<5 43 (50,6)
6-10 11 (12,9)
> 10 31 (36,5)
Tamanho do tumor — n(%) 71
<5 34 (47,9)
6-10 21 (29,6)
> 10 16 (22,5)
Categoria de risco — n(%) 71
Muito baixo 10 (14,1)
Baixo 10 (14,1)
Intermediario 17 (23,9)

Alto 34 (47,9)
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6.5) Aspectos imuno-histoquimicos

O principal marcador imuno-histoquimico diagndstico, o CD117, foi positivo em 83
(97,6%) casos, apresentando positividade citoplasmatica difusa (figura 4). Foram considerados
fraco-positivos os casos com 5 a 25% das células tumorais marcadas e forte-positivos 0s casos
com mais de 25% das suas células tumorais marcadas. Nos casos com positividade < 5%, a
imuno-histoquimica para o CD117 foi repetida, reavaliada, antes de classifica-los como negativo.
Os dois casos negativos para o CD117 e incluidos no nosso estudo como GIST apresentaram um
quadro histologico compativel, positividade para o0 CD34 em mais de 30% das células tumorais e
imuno-histoquimica negativa para a proteina S100, desmina e actina. Nos demais casos o CD34
foi positivo em 62 (72,9%) casos. Positividade focal foi observada em 29 (34,10%) casos para a

proteina S100, 53 (62,4%) casos para a actina e 16 (19,3%) casos para a desmina (tabela 2).

Tabela 2 - Marcadores Imuno-histoquimicos

Marcadores (positividade) n=85
n (%)
Diagnostico
CD117 83 (97,6)
CD34 62 (72,9)
S100 29 (34,1)
Actina 53(62,4)
Desmina 16 (19,3)
Prognosticos
ple™NKeA 55 (64,7)
Ki-67
<3% 57 (67,1)

> 3% 28 (32.,9)
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Figura 4 — CD117 em GIST de parede gastrica, mostrando positividade citoplasmatica (40X) (A)
e (100X) (B).

Entre os marcadores prognosticos, pl16 ™<** foi positivo em 55 (64,7%) dos GIST (figura
5). 0 p16 ™* foi considerado positivo-fraco quando 5 a 25% das células tumorais apresentaram
positividade citoplasmatica e/ou nuclear e positivo-forte em casos com mais de 25% das células
tumorais marcadas. Em casos com < de 5% das células marcadas, a imuno-histoquimica foi
repetida antes de considera-los negativos.

Entre os pacientes com GIST na categoria de alto risco, a negatividade para o p16 ™***
foi de 38,2% (n=13) ao passo que entre os pacientes com GIST nas demais categorias menos
agressivas esse percentual de negatividade foi de 29,7% (n=11), ndo tendo diferenca

estatisticamente significativa (p=0,613).
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(A) pl6 (positividade citoplasmatica e nuclear) 400x (B) Ki67 (positividade nuclear) 200x

INK4A
6

Figura 5 — Marcadores prognosticos em GIST: pl com positividade citoplasmatica e

nuclear (400X) (A) e Ki67 com positividade nuclear (200X) (B).

Para determinar o ponto de corte do Ki67, foi aplicada a Curva ROC tendo como base
a mortalidade (figura 6). Considerando o ponto que fornece aproximadamente a mesma
sensibilidade e especificidade, obtém-se o valor de 3% (sensibilidade de 62,5% e especificidade

de 65,8%). A area sob a curva foi de 0,685 (IC 95%: 0,501 a 0,869).

Curva ROC

Sensibilidade
(=}
7

0.0 T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

1 - Especificidade

Figura 6 — Avaliacdo prognostica do Ki67 através da Curva ROC, mostrando ponto de corte

em 3%.
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O indice proliferativo para o Ki67 < a 3% foi observado em 57 (67,1%) casos e um indice
maior do que 3% observado em 28 (32,9%) casos. O percentual de células marcadas variou entre
0 a 50% com uma média de 7,5% (+15,4). Houve uma associagdo estatisticamente significativa
entre o Ki67 e as categorias de risco classificadas em alto e ndo alto risco (risco intermedidrio,
baixo risco e risco muito baixo), sendo que os GIST classificados na categoria de alto risco

possuem maior propor¢ao de Ki-67 >3% (p=0,001) (figura 7).

471 529 m Alto

40 - O Nao alto

% da amostra
S 3
| |

3% >3%
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Figura 7 — Associacao entre as categorias de risco, classificadas como alto e ndo alto risco, com o

indice proliferativo do Ki-67, em 71 casos de GIST (*p=0 001).

Houve associagdo estatisticamente significativa entre o Ki-67 e o indice mitotico, através
do coeficiente de correlacdo de Spearman (rs=0,526; p<0,001), demonstrando que GIST com

elevado indice mit6tico tendem a ter elevado Ki-67 (figura 8).
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Figura 8 — Associagdo entre o indice proliferativo do Ki-67 e o indice mitotico medido em 50

CGA em 85 casos de GIST (r:=0,526; p<0,001).

Nao houve associag@o estatisticamente significativa entre Ki-67 e o tamanho do tumor

(1,=0,161; p=0,184)
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6.6) Aspectos mutacionais

O fluxograma que resume as analises mutacionais c-Kif encontra-se na Figura 9.

83 casos para extragdo DNA*

23 casos PCR ndo funcionou 60 concluidos Exon 11
(27,7%) (72,3%)

1 1

S
31 normais 29c/ mutagao
(51,7%) (48,3%)

-

| 10 Deleges

3 Delegbes + 12 mutagdo de ponto
9 concluidos Exon 9 Mutagéo de ponto (41,9%)
(44,8%)

-

/ \ 4 duplicagbes
(13,7%)
1 duplicagdo t 8 normais J

Figura 9 — Fluxograma da analise mutacional para o gene c-Kit (*2 de 85 casos tiveram material

insuficiente).

Extraiu-se o DNA de 83 amostras, pois em duas o material foi insuficiente para a
microdisseccdo. O PCR e o sequenciamento para o exon 11 do gene c-Kit foi possivel em 60
(72,3%) casos. Nos demais 23 (27,7%) casos, a qualidade do DNA extraido ndo foi adequada
para a realizacdo do PCR ou sequenciamento, provavelmente pela degradagao do material. Dos
casos analisados, 29 (48,3%) deles apresentaram mutacao e 31 (51,7%) foram normais para este
exon. Das mutagdes detectadas, 12 (41,9%) foram do tipo mutacdo de ponto, 10 (34,4%) do
tipo delecao, 4 (13,7%) do tipo duplicagdo e 3 (10,3%) mutacdo dupla: mutagdo de ponto e
delecdo (tabela 3). Em quatro amostras ndo foi possivel realizar o sequenciamento completo do
exon 11, porém a leitura abrangeu a regido descrita como “hot spots”, entre os codons 550 e

560, para o c-Kit (a leitura foi possivel até o codon 591).
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Tabela 3 — Mutac¢6es encontradas no exon do gene c-Kit em pacientes com GIST diagnosticados no HCPA entre janeiro de 1993

a julho de 2009

Mutacio Tipo de Alteragdo cDNA Homo/Het Observacio
¢ Mutagdo (GenBank seq. ref. 000222.2) ero ¢
) < delnt 1635-1649 ~
p.LysSfé)e_lGluSS Delegao (AAACCCATGTATGAA) Hetero 2 Delegdo de 5 codons
del nt 1959-1700
p.Lys558 Ile571 Delegéo (AAGGTTGTTGAGGAGATAAATG Homo 1 Delegdo de 14 codons
del GAAACAATTATGTTTACATA)
p. Trp557Arg Ponto 1656 T>C Homor ! Mutagdo de ponto
. Hetero 3
p.Trp557del+ Delegao/ Del 1656-1658 + 1659 A>G (AAG-L ~
trocaA-G Ponto > GAG — D glutamato) Hetero 1 Delegdo de um codon e troca de uma base
Delegao/ Del 1938-1640 + 1641 A>T (ATG — =
p.Pro551del+A/T Ponto M>TTG - L) Homo 2 Delegdo de um codon e troca de uma base
p.Val560Asp Ponto 1666 T>A Hetero 3 Mutagdo de ponto
p-Val560Glu Ponto 1666-1667 TT>AG Hetero 1 Mutagdo de ponto
p.Val559Asp Ponto 1663 T>A Hetero 2 Mutagdo de ponto
p.Pro551dell2 Delegao Del 1640-1651 (CATGTATGAAGT) Hetero 2 Delegdo de 12 bases entre os codons 551 a 555
p-Pros3 dle—lG1“554 Delegio Del 1638-1649 (CCCATGTATGAA) Homo 1 Delegio de 4 codons
< Del 1642-1662 <
p-Met552del21 Delecao (TGTATGAAGTACAGTGGAAGG) Hetero 1 Delecdo de 21 bases entre os codons 552 a 559
p.Trp557del6 Delegdo Del 1658-1663 (GAAGGT) Hetero 1 Delegdo de 6 bases entre os codons 557 a 559
p.Val559Ala Ponto 1663 T>C Hetero 1 Mutagdo de ponto
p-Val559Lys Ponto 1662-1664 GTT>AAG Hetero 1 Mutagdo de ponto
p-Val559del Delegao 1662-1664 (delecao GTT) Hetero 1 Delegdo de um codon
Dup
Dup-27_Lys550 Duplicacao TCCAGAGTGCTCTAATGACTGAG Hetero 3 42 bases 27 bases antes do exon
ACAATAATTATTAAAAGGT
Dup
S CCAGAGTGCTCTAATGACTGAGA
Dup-17_Lys550 Duplicagéo CAATAATTATTAAAAGGTGATCT Hetero 1 52 bases 17 bases antes do exon
ATTTTT
p-Tyr553dell2 Delegdo Del 1645-1656 (ATGAAGTACAGT) Homo 1 Delegdo de 12 bases entre os codons 553 a 557




A seguir, sao demonstrados alguns resultados obtidos apds o sequenciamento

(figura 10).
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automatizado

A) W557R - heterozigoto

1} 150 160 170
CCTOC A24CAACC TTCCGOC TG TACZCTTC AT ACATGG G TTT

i Lh“ il Mlth Y

B) T - A; del GGG - homozigoto

1 150 160 170 1g80
TCCTC A4 CA A CCTTCCACTG TACT TCATACAATTTCT GTG G

C) Del AAACCCATGTATGAA - heterozigoto

150 160 170 180 1490
ATCTCC TC AR CAACCT T TCCACTG TACHT HNAT HC GTAGGAGAT T GC TAGH

M

Figura 10 - Eletroferograma do sequenciamento do exon 11 do gene ¢ - Kit
A) Paciente com mutagdo de ponto W557R heterozigoto (seta);
B) Paciente com mutagao dupla: mutagdo de ponto e delegdo (setas);

C) Paciente com mutagdo do tipo delecdo (seta indica o inicio da dele¢do).
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Entre os GIST classificados na categoria de alto risco, a mutagdo no exon 11 foi
encontrada em 15 (68,2%) casos, ao passo que entre os GIST das demais categorias de risco
menos agressivas, esse percentual foi de 44,8% (n=13), ndo tendo diferenca estatisticamente
significativa (p=0,169). Também nao houve diferenca quanto ao tipo de mutagao (p=0,177).

Nos pacientes sem mutagdes para o exon 11 do gene c-Kit em nove casos foi realizado
PCR para o exon 9. Dentre estes, 8 casos foram normais € um caso apresentou uma mutagao com
a presenga de uma duplicagdo de 6 bases, GCCTAT, que leva a formagdao de um codon de

terminagao precoce (p.YS503X).

6.7) Curva de Sobrevida

A curva de sobrevida foi realizada em 84 pacientes, ja que o prontudrio de um paciente
submetido a resseccdo cirurgica nao foi localizado. A curva mostrou um tempo médio de
seguimento de 2,5 anos (+2,8) e mediana de 1,5 anos. O tempo médio de sobrevida foi de 10,3
anos (IC 95%: 8,9 a 11,6) (figura 11). Oito pacientes foram a 6bito por GIST (9,5%). Dos 70
pacientes que foram submetidos a cirurgia, 8 (11,4%) evoluiram com metastases e 14 (20%) ja
apresentavam margens cirurgicas comprometidas no laudo anatomopatologico inicial.

Quando comparada a curva de sobrevida com os marcadores progndsticos (figura 12),
houve diferenca estatisticamente significativa entre as curvas de sobrevida em relagdo ao Ki67
(p=0,023) e ao pl6 ™ (p=0,038). A média de sobrevida foi de 11 anos (IC 95%: 9,6 a 12,5)
para os Ki67 < 3% e 6,8 anos (IC 95%: 4,4 a 9,2) para os Ki67 >3%. A média de sobrevida foi de
11,1 anos (IC 95%: 9,8 a 12,4) para os casos positivos para pl6 ~“* ¢ de 7,2 anos (IC 95%: 5,0

a 9,5) para os p16 " negativos.
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Figura 11 — Curva de sobrevida dos 84 pacientes com GIST com um tempo médio de seguimento

de 2,5 anos (+2,8) e mediana de 1,5 ano. O tempo médio de sobrevida foi de 10,3 anos (IC 95%:
89all,0)
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Figura 12 — Curva de sobrevida em relagio aos marcadores prognosticos p16 ™“** ¢ Ki67 em 84
casos de GIST. A média de sobrevida foi de 11 anos (IC 95%: 9,6 a 12,5) para os Ki67 <3% e de
6,8 anos (IC 95%: 4,4 a 9,2) para os Ki67 >3%. A média de sobrevida foi de 11,1 anos (IC 95%:
9.8 a 12,4) para os pl6 ™ positivos e de 7,2 anos (IC 95%: 5,0 a 9,5) para os pl6 "<

negativos.
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Houve diferenca estatisticamente significativa entre as curvas de sobrevida em relagdo ao
indice mitotico (p=0,002), com média de sobrevida de 6,8 anos (IC 95%:4,8 a 8,8) para os com
indice mitdtico >10/50 CGA e 11,8 anos (IC 95%:10,9 a 12,7) para os com indice mitotico <
10/50 CGA (Figura 13). Em relagdo ao tamanho do tumor ndo encontramos diferenca

estatisticamente significativa (p=0,111).
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Figura 13 - Curva de sobrevida em rela¢do ao indice mitotico em 84 casos de GIST.

Houve diferenca estatisticamente significativa entre as curvas de sobrevida e metéstases
(p=0,025). Na presenga de metéstases, a média de sobrevida foi de 5,0 anos (IC 95%:2,4 a 7,7) e
na auséncia de metastases a média foi de 10,8 anos (IC 95%:9,6 a 12,1) na (figura 14).
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Figura 14 — Curva de sobrevida em relagdo as metastases em 84 casos de GIST.

Oito pacientes foram ao obito por GIST. Destes, o sequenciamento para o exon 11 foi
possivel em quatro casos. Dois casos foram normais para o exon 11 e os dois restantes
apresentaram mutacdo, uma delecdo em um caso € uma duplicacdo no outro caso. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre as curvas de sobrevida em relagdo a presenca de
mutagdes no exon 11 (p=0,442), assim como também esta diferenca ndo foi observada em relacao
ao tipo de mutagdo (p=0,477).

Entre os 84 pacientes, 10 (11,9%) usaram mesilato de imatinib, todos com doenga
avancada. Destes, quatro apresentaram metastases, quatro doencas localizadas avancadas e os
dois casos restantes apresentaram margens cirirgicas amplamente comprometidas. Neste grupo,
nove pacientes foram submetidos a cirurgia, seis tiveram os GIST classificados na categoria de
alto grau e os trés restantes foram classificados na categoria de risco intermediario.

Houve associagdo estatisticamente significativa entre a sobrevida e as categorias de risco
(p=0,004), sendo que todos os oito obitos foram de GIST classificados na categoria de alto risco
(figura 15). Observa-se, pela tabela 4, que os pacientes com alto risco € que foram a obito,
apresentaram maior proporc¢ao de tipo histologico fusocelular (p=0,029), metastases (p=0,135),
Ki-67 > 3% (p=0,405) ¢ pl6 ™ ** negativo (p=0,079), sem significncia estatistica para os trés

ultimos fatores.
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Figura 15 — Avaliacdo da associacdo entre categorias de risco e sobrevida.

Tabela 4 - Associacio entre as varidveis com a sobrevida dos pacientes de alto risco

Variaveis Alto risco e 6bito  Alto risco e ndo 6bito P
(n=7) (n=27)
n (%) n (%)
Faixa etaria > 40 anos 6 (85,7) 24 (88.9) 1,000
Tipo histologico fusocelular 7 (100,0) 14 (51,9) 0,029
Localizacao gastrica 4(57,1) 17 (63,0) 1,000
Metastases 3(42,9) 4 (14,8) 0,135
Margens comprometidas 1(14,3) 6 (22,2) 1,000
Ki-67>3% 5(71,4) 13 (48,1) 0,405
P16 ™A negativo 5(71,4) 8 (29,6) 0,079
n=3 n=19
Mutagao 2 (66,7) 13 (68,4) 1,000
n=2 n=13
Mutagao tipo delegdo 1 (50,0) 8(61,5) 1,000
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O modelo de Regressdo de Cox para avaliar fatores associados com o Obito esta

apresentado na Tabela 5. Apos o ajuste, somente o indice mitdtico > 10/50 CGA e o Ki-67 > 3%

permaneceram associados com o desfecho, sendo ambos fatores de risco para o Obito. As
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variaveis pl6 , tipo histolégico fusocelular e metastase ndo permaneceram estatisticamente

significativos apos o ajuste.
Os achados histologicos ndo mostraram associacdo quando relacionados com a curva de

sobrevida, categorias de risco, p16 INK4A ¢ Ki67.

Tabela 5 — Fatores associados com a probabilidade de obito através da Regressao

Multivariada de Cox

Variaveis HR (IC 95%)* p
indice mit. >10/50 CGA 10,4 (1,07 — 100,5) 0,043
Ki-67 > 3% 7,3 (1,1 —46,9) 0,036

* ajustado para p16 ™**, tipo histolégico fusocelular e metastases.
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7) Discussao

GIST sao tumores do trato gastrintestinal de baixa incidéncia, perfazem cerca de 70% dos
tumores mesenquimais nesta localizacdo. O diagnostico definitivo requer, além do exame
anatomopatologico de rotina, uma complementacdo imuno-histoquimica principalmente através
do marcador CD117. Em nosso estudo, dos 138 casos inicialmente classificados como neoplasia
mesenquimal do trato gastrintestinal, somente 85 (61,59%) casos tiveram o diagnostico de GIST
confirmado apods realizacdo do painel imuno-histoquimico. Entre os excluidos, 12 casos
inicialmente diagnosticados como neoplasia mesenquimal de es6fago foram reclassificados como
leiomiomas apoés a realizagdo do painel imuno-histoquimico. Leiomiomas géstricos e de intestino
delgado sdo raros, sendo bem mais frequentes os localizados no eséfago e célon [18]. Casos com
indice mitotico muito elevado, na sua grande maioria, foram excluidos por se tratarem de
verdadeiros leiomiossarcomas apresentando marcadores imuno-histoquimicos positivos para
actina e desmina e negativos para CD117 (proteina KIT). Dos 85 casos confirmados 71 (83,5%)
foram provenientes de pecas cirtirgicas e 14 (16,5%) provenientes de material de bidpsia.

Na nossa série, constituida por 45 homens e 40 mulheres, ndo encontramos uma
predominancia significativa em relagdo ao sexo. Lopes e cols. em um estudo brasileiro de 513
casos de GIST publicado em 2008, encontraram uma predominancia do sexo feminino em GIST
classificados nas categorias de baixo risco ou muito baixo risco, achado este ndo observado em
nossa série [54]. A média de idade no nosso estudo foi de 58,4 anos +14, 5, estando de acordo
com a literatura, onde a média de idade € em torno dos 60 anos [18]. Somente cinco dos nossos
pacientes apresentaram idade inferior a 40 anos. Consideramos todos os nossos casos de GIST
como esporadicos, uma vez que na revisdo dos prontuarios ndo encontramos registro da
possibilidade de algum caso pertencer a GIST familiar ou a GIST associados a sindromes
genéticas.

A co-existéncia de GIST com outras neoplasias tem sido referida em diversos trabalhos
tendo um percentual varidvel entre 4,5 e 33,33% [56, 58, 98]. Agaimy e cols. relataram a
presenca da co-existéncia de outra neoplasia em 295/2809 (9,2%) dos pacientes portadores de
GIST. Este mesmo autor, reunindo diferentes trabalhos sobre GIST na literatura, chegou a um
total de 4777 pacientes, dentro dos quais 444 (9,3%), apresentaram uma outra neoplasia co-

existente. As neoplasias encontradas com maior frequéncia foram: carcinoma colo-retal,
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carcinoma gastrico e carcinoma prostatico [57]. Casos incidentais, como achado cirurgico, sao
esperados em cerca de 20% [55, 58-59, 78], percentual este observado no presente estudo. Um
estudo populacional na Suécia encontrou um percentual semelhante (20%) de casos incidentais,
sendo que 10% foram obtidos através de achados de necropsia e 10% de achados cirurgicos [5].
Em uma série de 19 casos de GIST incidentais, se notou a predominancia do padrao morfolégico
fusocelular e localizagdo preferencial gastroesofdgica. No estudo mutacional realizado em 12
destes casos foram identificados trés mutagdes envolvendo o codon 557 no exon 11 do gene c-Kit
[56]. Corless e cols. em 2002, encontraram 11 mutagdes para o gene c-Kit em 13 casos de GIST
incidentais [99]. Tudo isto sugere que os eventos mutacionais sdo bastante precoces no
desenvolvimento do tumor.

A localizagdo preferencial gastrica seguida da localizagdo no intestino delgado,
principalmente jejuno e ileo, tem sido um achado frequente na literatura [10-11, 41, 78]. Na
presente série, 45,9% dos GIST estavam localizados no estomago e 37,6% no intestino delgado.
O tipo histologico predominante foi o fusocelular presente em 63 (74%) casos nesta série,
percentual este observado na maioria dos estudos em GIST [10, 41, 59, 78]. Entretanto, na nossa
série tivemos um percentual um pouco maior de casos com padrdo morfoldégico misto, 14
(16,5%) casos, o que pode estar associado ao fato de termos tido um niimero maior de GIST
localizados em mesentério e retroperitonio (aproximadamente 12%), onde o padrdo morfologico
misto ¢ mais frequente [41]. Nesta localizacdo, os GIST costumam ter também um
comportamento bioldgico mais agressivo principalmente os que tém uma apresentacao
multinodular [96]. Na nossa série, os tumores nesta localizagdo foram classificados na categoria
de alto risco, mas ndo apresentaram um aspecto multinodular.

Em relagdo a classificacdo nas diferentes categorias de risco, segundo o N/H (quadro 1),
tivemos um percentual mais elevado de GIST classificados na categoria de alto risco (47,9%) em
comparagdo a outros trabalhos publicados na literatura [1, 5, 45]. Entretanto, Joensuu e cols. em
2008 (quadro 8), 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 de 44%), resultado este comparavel ao nosso estudo [100].
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Quadro 8 — Sitio primario e classificacdo da categoria de risco (N/H) em seis séries de GIST

(n>100) adaptada
|
Série Sitio tumoral primario Categoria de risco pelo consenso do NIH
Estomago | Intestino | Outros | Muito Intermediario | High
n (%) n (%) n (%) baixo/baixo n | n (%) n (%)
(“0)
|
Oeste da Suécia 1983-2000 | 170 (59.0) | 115(39.9) | 3 (1.0) 117 (50.9) 53 (23.0) 60 (26.1)
|
Modena, Italia 1991-2004 | 78 (62.9) |35(28.2) | 11(8.9) |34 (35.1) 17 (17.5) 46 (47.4)
|
Rochester, MN 1978-2004 | 104 (54.5) | 87 (45.5) | 0(0) 44 (23.3) 42 (22.2) 103 (54.5)
|
Taiwan, 2 centros 1984- | 177 (61.2) | 112 (38.8) | 0 (0) 108 (37.4) 88 (30.4) 93 (32.2)
2002
|
Regido de Osaka , Japdo | 207 (68.3) | 91 (30.0) |5(1.7) 83 (27.4) 70 (23.1) 150 (49.5)
1987-2003
|
Clinica Polonesa GIST | 153 (45.7) | 171 (51.0) | 11 (3.3) | 78 (24.1) 68 (21.1) 177 (54.8)
Registry 2002-2006
|
Sul do Brasil 1993-2009* 39 (49.98) | 32 (37,6) | 14 (16,6) | 20 (28,2) 17 (23,9) 34 (47,9)
|
Total 928 (57.3) | 643 (38.7) | 44 (9.3) | 484 (30.3) 355(23.7) 663 (45.9)

(adaptado de Joensuu, 2008, [100]) *presente estudo (n=70)

O diagnostico definitivo destas neoplasias ¢ feito através da realizagdo de um painel
imuno-histoquimico, onde o principal marcador diagndstico ¢ o CD117, positivo entre 90 a 95%
dos casos. Contudo, entre os GIST gastricos, 5 a 10% podem ser CD117 negativos, enquanto que
< 2% dos GIST intestinais sdo CD117 negativos [19]. Neste estudo, o CD117 foi positivo em 83
(97,6%) casos. Os dois casos negativos foram incluidos por terem apresentado aspectos

histologicos compativeis com GIST, alem de CD34 positivo em mais de 80% das células
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examinadas e imuno-histoquimica negativa para S100, actina e desmina. A andlise multivariada
em uma série de GIST mostrou ser a negatividade para o CD117 um fator independente de mau
prognostico [101-102].

Mais recentemente, novos marcadores diagnodsticos vém sendo pesquisados entre eles o
DOGI1.1 (Discovered On GIST). Espinosa e cols, em 2009, encontraram positividade para o
DOG 1.1 em 370/425 (87%) casos de GIST [103]. Miettinen e cols. publicaram um estudo onde
analisaram este marcador em 1168 GIST e compararam a sensibilidade do DOG1.1 com a do
CD117. Encontraram percentuais semelhantes entre 94,4% ¢ 94,7%, sendo que a resposta ao
DOGI.1 foi superior em GIST gastricos epitelioides com mutacio PDGFRA. Entretanto, o
DOGI1.1 foi positivo também em carcinomas escamosos esofagicos, carcinomas gastricos € Jem
alguns carcinomas colorretais, limitando a sua especificidade [104]. Liegl, em 2009, afirmou que
o DOGI.1 podera ter um importante papel diagndstico especialmente em GIST CD117 negativos
[105].

Em relacdo aos marcadores imuno-histoquimicos S 100, actina e desmina, utilizados para
o diagnostico diferencial, nossos percentuais se encontram acima dos percentuais referidos na
literatura [1, 10, 17-19]. A positividade para estes marcadores na nossa série foi quase sempre
focal e presente em ndo mais do que 5 a 10% do conjunto de células examinadas e todos os casos
apresentaram forte positividade para o CD117. Em cinco casos observamos positividade focal
concomitante para a desmina e actina. Dois destes cinco casos apresentaram mutacdo do tipo
delecdo no exonll do gene c-Kit, confirmando o diagnoéstico de GIST e reforcando a
possibilidade de que os GIST tenham a sua origem ndo somente relacionada a célula de Cajal,
mas também a uma célula ainda mais precursora com potencial de multiplas diferenciacdes.

Um dos marcadores progndsticos mais estudados em GIST ¢ o Ki67 [9, 20-26]
demonstrando indices mais elevados na categoria de alto risco e indices mais baixos nas
categorias de menor risco Este achado também foi observado no nosso estudo com p=0,001. O
ponto de corte de 3% adotado neste estudo foi obtido através da Curva ROC, tomando como base
a mortalidade, apresentando uma sensibilidade de 62,5% e especificidade de 65,8%. Diferentes
pontos de corte tém sido descritos na literatura com uma variagdo de 0,82 a 10% para o indice
proliferativo do Ki67, sendo o indice de 5% o mais frequentemente adotado [9, 21-23, 69]. O Ki-
67 no nosso estudo mostrou nitida correlagdo com o indice mitdtico, rs=0,526; p<0,001

(correlacao de Spearman), fato este observado também por Carrillo e cols. [20]. Nilsson e cols.,
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em sua série, encontraram dois fatores de risco independentes de mau progndstico para GIST:
tamanho tumoral e o Ki-67 elevado (Regressdo de Cox) [5]. Um estudo brasileiro de 42 casos
mostrou ter havido uma reducdo da sobrevida dos pacientes portadores de GIST com indices de
KI67 >5% (p < 0,001) [106]. Ozguc e cols. identificaram trés fatores independentes de mau
prognostico: Ki-67 > 0,82%, idade inferior a 49 anos e ressec¢ao incompleta da lesdo [22]. Wong
e cols., em uma série de 108 GIST, observaram na sua analise multivariada que um indice
mitético elevado pode ser o melhor marcador independente de mau prognoéstico, inclusive
superior ao indice proliferativo do Ki-67 [21]. Em nosso estudo, o indice proliferativo do Ki67 e
o indice mitético foram identificados como os dois fatores independentes de mau progndstico
pela regressao de Cox com p=0,043 e p=0,036, respectivamente. Observamos também que a
curva de sobrevida para os casos com Ki-67 > 3% foi de 6,8 anos enquanto que para os casos
com Ki67<3% este periodo foi de 11 anos.

O gene supressor CDKN24 (p16 ™ *4), importante inibidor do ciclo celular, tem sido
relacionado as diversas neoplasias malignas e também a GIST [75-77, 79]. GIST mais agressivos,
tendo a sua expressdo diminuida [75-79]. No presente estudo, ndo houve uma diferenga
estatisticamente significativa entre as categorias de risco e a expressdo diminuida do p16 ™**4, o
que pode ser explicado pelo fato de termos uma amostra relativamente pequena, quando
comparada a outras séries. Alguns estudos com um nimero de casos compardveis ao nosso,
também mostram uma tendéncia a uma diminui¢io da expressdo do p16 ™*** em GIST malignos
[23], mas ainda sem significancia estatistica. A andlise multivariada realizada em estudos
maiores, como o de Schneider e cols., em que 284 casos de GIST foram analisados, identificaram

como fatores independentes de mau prognoéstico: a perda da expressividade do pl6 INK4A

, a
presenca de necrose € a presenca de metastases [76]. O mesmo foi observado por Huang e cols.
em sua série de 339 GIST, em que a perda da expressdo do p16 ™ ** foj significativa em GIST
mais agressivos (p=0,035) [24]. Entretanto, em relacdo a curva de sobrevida, ela foi menor para

GIST pl6 ™K44 negativos (7,2anos) quando comparada a GIST p16 INK4A

positivos (11,1anos).
Alguns estudos ndo encontraram uma diferenga estatisticamente significativa para um
aumento da expressdao do p53 em GIST mais agressivos [21, 71]. Outros, entretanto, apontam o
p53 como um marcador progndstico a ser considerado [73, 79, 107]. O estudo brasileiro de Lopes
e cols. em 513 GIST avaliou, além do Ki67, o p53, o CD44v3 (moléculas de adesdao) e o EGFR

(fator de crescimento epidérmico). O p53 foi detectado em somente 2,6% destes casos, todos de
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alto risco; o EGFR foi positivo em 84,4% porém presente em todas as categorias de risco € o
CD44v3 foi negativo em todos os casos independente da sua categoria de risco [39].

Sabah e cols., em 2006, realizaram um amplo painel imuno-histoquimico em 23 casos
para avaliar a expressdo de proteinas reguladoras da apoptose e de proteinas reguladoras
envolvidas na fase G1-S do ciclo celular, entre eles Rb, E2F1, ciclina D1, CDK4, CDK®6, p27,
p21 p53, Mdm, Bcl2 e Bax. Neste estudo, os autores concluiram estarem os GIST malignos
associados a um aumento da expressao de p53 e de E2F1 e a uma diminui¢do da expressdo do
p27 e do p16 ™44 [79].

A pesquisa de novos marcadores, como os marcadores angiogénicos, vem sendo realizada
mais recentemente em GIST e poderdo vir a ter um importante papel progndstico nestas
neoplasias. Dentre estes marcadores esta o VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular), o
VEGEFR (receptor do fator de crescimento do endotélio vascular), o HIF-1alfa (hypoxia-inducible
factor-1 alfa) e a densidade microvascular. Um aumento da expressao de VEGF em GIST parece
ser um fator preditor independente de mortalidade em 10 anos [108]. O VEGF age diretamente
sobre células endoteliais, principalmente através de seu receptor VEGFR-2, provocando a sua
migragdo, divisdo e formagdo de neovasos. Existem diversos fatores que modulam a sintese e
secrecao de VEGF como o HIF-1 alfa. Um aumento da expressdao do HIF-1 alfa esta associado a
GIST classificados na categoria de alto risco [27].

Estudos mutacionais em GIST tém demonstrado altas taxas de mutagdes localizadas
sobretudo nos genes c-Kit € PDGFRA. Um estudo comparativo entre oito populacdes, todas com
uma amostragem superior a 100 casos, mostra taxas mutacionais que variam de 50,8% a 92,9%
para estes dois genes (quadro 4). Taxas mais altas, entre 28,3 e 68,8%, foram observadas para o
exonll do gene c-Kit e taxas mais baixas entre 0% e 18,1% para o exon 9 deste mesmo gene
[40]. Para o gene PDGFRA a taxa de mutagdes variou de 0% a 22,5%, sendo que GIST com
mutacdo no PDGFRA geralmente sdo tumores epitelioides gastricos com baixo potencial de
malignidade e frequentemente apresentam muta¢cdo do tipo mutagdo de ponto p.D842V no exon
18 deste gene [45]. O estudo brasileiro em GIST, que aborda aspectos mutacionais mostra uma
taxa geral de 70.3% para estes dois genes [39]. No presente estudo, analisamos somente as
mutacgdes do gene c-Kit e encontramos 29/60 (48,3%) de mutagdes para o exon 11. Na literatura,
o percentual de positividade para mutacdes no exon 11 do gene c-Kit varia entre 28,3% e 68,8%

[40]. Nossos dados estdo proximos aos 47,55% relatados por Martin e cols. na Espanha [109],
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mas estdo abaixo dos 58,1% relatados por Lopes e cols. no Brasil [39]. Esta diferenca pode ser
devida a variagdes na composi¢ao étnica brasileira, ja que nossa amostra ¢ restrita a casos do Rio
Grande do Sul, enquanto que Lopes e colaboradores analisaram casos provenientes de diferentes
pontos do pais.

Uma revisao realizada por Lasota e Miettinen (2006), com a finalidade de identificar os
principais tipos de mutagdes, reuniram 441 mutacgdes localizadas no exonl1 do gene c-Kit a partir
de sete diferentes estudos [36]. Nesta revisao, as dele¢des e delegdes/insergdes foram encontradas
em 53,3% a 81% dos casos (média de 66,9%), as mutagdes de ponto em 16,3% a 27,3%9 (média
de 21,5%), as duplicagdes em 0% a 14,3% (média de 8,8%) e outros tipos em 0% a 5,9% (média
de 2,7%) (quadro 9).

Quadro 9 - Ocorréncia dos diferentes tipos de mutagdes para o exon 11 do gene c-Kit.

Estudo Tipo de Mutacio KIT exon 11
del/delins Pm dup outras Total

Lasota e cols. 17 (81%) 4 (19%) 0 0 21
Tamigushi e cols. 54 (76.1%) 14 (19.7%) 0 3 (4.2%) 71
Rubin e cols. 20 (76.1%) 9 (26.5%) 3 (8.8%) 2 (5.9%) 34
Wardelman e cols. 12 (63.2%) 4 (21.1%) 2 (10.5%) 1 (5.3%) 19
Antonescu e cols. 51 (63%) 20 (24.7%) 8 (8.9%) 2 (2.5%) 81
Martin e cols. 40 (53.3%) 21 (27.3%) 9 (14.3%) 4 (4%) 74
Andersson e cols. 101 (71.6%) 23 (16.3%) 17(12.1%) |0 141
Presente estudo* 10 (34.4%) 12 (41.7%) 4 (13.7%) 3 (10.3%) 29
Total 305 (64.8%) 107 22.7%) |43 (9.1%) |153.1%) |470

(Lasota e Miettinen ,2006 , adaptada, |36]) * Presente estudo n=29
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Tornillo, em 2006, observou em um estudo de revisdo, que as mutagdes do exon 11 estdo
mais frequentemente localizadas entre os codons 556 e 560, sendo que as dele¢des foram
observadas principalmente entre os codons 557-559 e as mutagdes de ponto entre os codons 559 e
560. Outros estudos mostram que delecdes ou delegdes/inser¢des sdo mais frequentemente
observadas entre os codons 550-561 sendo a mais comum a delecao Trp557-Lys558del [110].
Em nosso estudo, foram identificadas 18 diferentes mutagdes (mutagdes de ponto, delecdes,
delegdes associadas a mutacao de ponto e duplicagdes), sendo que algumas destas mutagdes se
repetiram (tabela 3). As mutagdes mais frequentes foram: p.Trp557Arg, presente em 13,8% dos
casos, p.Val560Asp em 10,3% e dup—27 Lys550 também em 10,3% dos casos. Dentre as 18
mutagdes identificadas, 16 ocorreram entre os codons 550 e 560, o que estd de acordo com a
literatura [30, 63, 83-85]. As mutagdes do tipo delecdo ( delecdo simples e delecdo associada a
mutacao de ponto) foram as mais frequentemente observadas.

Kontogianni e cols. observaram que GIST com mutacdo do tipo delecdo t€ém um
comportamento mais agressivo (p< 0,003) [83]. O mesmo foi observado em outros estudos
[30][84][110][111][112]. Mutacdes do tipo delecdes no exon 11, com ou sem mutacao de ponto
associada, assim como a perda de alelo selvagem (perda somatica) em GIST correlacionaram-se
com um pior prognostico p<0,004 (Yong em 2008) [81]. Neste estudo ndo encontramos esta
associagdo, provavelmente pelo nimero pequeno de mutagdes analisadas.

Lasota e Miettinen afirmaram serem os GIST gastricos, com mutagdo do tipo delecdo no
exon 11 mais agressivos do que os GIST gastricos com mutagdo de ponto [30]. Estes autores
correlacionaram estes achados com a resposta terapéutica e observaram que GIST com mutacao
do tipo deleg¢do no exonl1 apresentaram boa resposta ao mesilato de imatinib, fato este também
observado por outros autores [30, 63, 110-111].

As mutagdes no exon 9 sao menos frequentes, tém localizagdo preferencial intestinal e as
duplicagdes sdo o tipo mais comum de mutacdo encontrada, envolvendo principalmente os
codons 502-503 [30, 45]. Identificamos uma mutacdo do tipo p.Y503X para este exon.

Lopes e cols. realizaram com sucesso o sequenciamento em 74 casos dos 110 selecionados
(67,2%), percentual este comparavel ao do presente estudo, de 70,5% [39]. E provavel que, em
nosso estudo, uma das dificuldades encontradas para o sequenciamento tenha sido o fato de a

amostra ser constituida por blocos muito antigos (os casos mais antigos datam de 1993), onde
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pode ocorrer uma degradacdo do material genético. Esta mesma dificuldade foi relatada por
outros pesquisadores [39, 41, 45].

O tempo de seguimento dos nossos pacientes foi bastante variavel, com um tempo médio
de 2,5 anos + (2,8) e mediana de 1,5 anos. Muitos casos neste estudo foram diagnosticados nos
ultimos trés anos, limitando o tempo de acompanhamento dos mesmos. O ultimo caso incluido
nesta série data de julho de 2009. A taxa de recorréncia nesta série foi de 25,8%, sendo que entre
0S N0Ss0s casos recorrentes se encontram os 10 casos que evoluiram com metastases e 12 dos 14
casos que apresentaram margens cirurgicas comprometidas nos laudos anatomopatologicos
iniciais, salientando a importancia da ressec¢do completa da lesdo, com margens cirtrgicas livres,
na abordagem inicial. A taxa de recorréncia em estudos com um tempo de seguimento maior tem
sido em torno 29 a 54% [60, 63]

O nosso percentual de metéstases foi de 11,9 %. Este percentual se encontra abaixo dos
27% a 54% referidos na literatura e € provavel que isto também esteja relacionado ao fato de
termos um tempo de seguimento menor para os nossos pacientes comparados a outros estudos
[39, 59-60, 78]. Contudo, encontramos uma diferenga estatisticamente significativa nas curvas de
sobrevida com média de sobrevivéncia de 5,0 anos (IC 95%:2,4 a 7,7) para os pacientes que
apresentaram metastases e de 10,8 anos (IC 95%:9,6 a 12,1) para os que ndo apresentaram
metastases, (p=0,025) (figura 14).

O percentual de sobrevida livre de doenga por cinco anos na literatura ¢ bastante variavel,
entre 29% e 48% [41, 112-113] e percentuais de 50% a 60% té€m sido descritos para pacientes
com ressec¢ao completa inicial ou doenga primaria localizada [60, 95]. Somente 12,5 % dos
pacientes nesta série tiveram um tempo de seguimento por mais de cinco anos, limitando assim a
possibilidade de um estudo comparativo.

A taxa de obito relacionado ao GIST na literatura ¢ bastante variavel e depende da
localizacao do tumor. Miettinen e cols., em uma analise de mais de 1765 casos de GIST gastricos
encontrou uma taxa de obito de 17%. Taxas de obitos duas vezes mais elevadas, foram descritas
para GIST de outras localizagdes como jejuno e ileo e GIST localizados em mesentério, omento e
retroperitonio [13]. Na nossa série o percentual de Obitos foi bem mais baixo, de 9,5%,
provavelmente também relacionado ao fato de termos um tempo de acompanhamento curto para
a maioria dos nossos casos. Os oito dbitos relacionados a GIST em nossa série eram de pacientes

com tumores que pertenciam a categoria de alto risco. Ao analisarmos os pacientes portadores de
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GIST de alto risco com obito e alto risco sem Obito (tabela 6), observamos na analise
multivariada que os Obitos apresentaram maior propor¢ao de tipo histologico fusocelular

(p=0,029) ¢ uma tendéncia a ter um p16 "<*4

negativo (p=0,079).

Somente 10 pacientes com doenga clinicamente avangada receberam mesilato de imatinib,
porém fizeram uso descontinuo da medicagdo. Por este motivo, nao foi possivel avaliar a relagao
do uso desta medicacdo com a sobrevida dos pacientes.

Nosso estudo realizado no extremo sul do Brasil, assim como o estudo brasileiro de Lopes
e cols., com amostras provenientes de diferentes regides do Brasil, mostram ndo haver diferencas
importantes quanto aos aspectos morfoldgicos, imuno-histoquimicos, clinicos e moleculares entre
os GIST diagnosticados e acompanhados no Brasil e GIST de varias outras instituigdes
americanas, europeias ou asiaticas, aonde estes tumores vem sendo amplamente estudados.

Perspectivas futuras em GIST poderdo advir com o emprego de novos marcadores imuno-
histoquimicos como DOGI1.1 e o anticorpo anti-PDGFRA principalmente em casos de GIST
CD117 negativos. Além destes, ¢ provavel que marcadores progndsticos como Ki67, p16 ™ 44,
p53 e outros do ciclo celular venham a fazer parte do painel imuno-histoquimicos de rotina para
estas neoplasias. Espera-se ainda o desenvolvimento de marcadores de importancia terapé€utica,
entre eles os marcadores angiogénicos que poderdo ser de grande utilidade para o uso de
farmacos com atividade anti-angiogénica, como ¢ o caso do sunitinib [94, 114].

A identificacdo dos tipos de mutagdes observadas no gene c-Kit e no gene PDGFRA
poderé vir a fazer parte da investigagdo diagndstica inicial, principalmente para a deteccdo de

GIST potencialmente mais agressivos e para a orientacdo de tratamentos quimioterapicos

moleculares especificos.
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8) Conclusoes

Entre as 138 amostras diagnosticadas como neoplasias mesenquimais do trato
gastrintestinal, foram identificados 85 casos de GIST. Esses foram caracterizados do ponto de

vista anatomopatoldgico, imuno-histoquimico, clinico, molecular e avaliados os fatores de risco.

8.1) O tipo morfoldgico predominante foi o fusocelular, presente em 74,1% dos casos. A
classificacdo de risco (NIH), que leva em conta as variaveis: indice mitotico e tamanho tumoral,
mostrou que 28,2% dos GIST nesta série pertenciam a categoria de risco muito baixo e baixo,

23,9% a categoria de risco intermediario e 47,9% a categoria de alto risco.

8.2) O painel imuno-histoquimico diagndstico mostrou CD117 positivo em 97,6% e o
CD34 em 72,9% dos casos. O painel imuno-histoquimico progndstico mostrou uma negatividade

para o p16 ™** em 35,3% e um Ki67 > 3% em 32,9% dos GIST neste estudo.

8.3) Nao houve uma predominancia de sexo e a média de idade foi de 58,4 anos. A
localizacdo mais frequente foi a gastrica (45,9%) seguida da intestinal (37,6%). A curva de
sobrevida mostrou um tempo de seguimento de 2,5 anos (£ 2,8) e uma mediana de 1,5 anos. O
tempo médio de sobrevida foi de 10,3 anos (IC 95%: 8,9 a 11,6) A taxa de recorréncia foi de

25,8% e a de metastase de 11,9%.

8.4) Em 70% das nossas amostras foi possivel a realizagdo do sequenciamento ¢ foram
encontradas 29 mutacdes para o exon 11 do gene c¢-Kit: 12 mutacdes de ponto, 10 delecdes, 04

duplicagdes e 03 mutagdes de ponto associadas a delegoes.

8.5) Quanto a sobrevida, ambos marcadores prognosticos tiveram associacao, sendo que

INK4A :
negativo.

houve maior probabilidade de 6bito nos pacientes com Ki-67 > 3% e pl6
Contudo, na analise multivariada, o pl6 INK4A 130 se manteve estatisticamente significativo. Em

relagdo as categorias de risco, o Ki67 > 3% teve nitida associacdo com a categoria de alto risco

(NIH).
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8.6) Nao houve uma associagdo significativa entre as mutagdes nem os tipos de mutagao

com as categorias de risco e a sobrevida dos pacientes

8.7) Das variaveis que compdem a categoria de risco, apenas o indice mitdtico apresentou
associagdo significativa com a sobrevida dos pacientes, sendo que os pacientes com > 10/50 CGA

apresentaram maior risco para obito, conforme analise multivariada.
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