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RESUMO

Os objetivos desse trabalho, foram avaliar o perfil morfolégico e
imunohistoquimico e sua relagcdo com o prognostico nos Sarcoma de Ewing/PNET.

Foram estudados 32 pacientes ( 16 pacientes de cada sexo), todos caucasoides,
portadores de tumor de pequenas células redondas, diagnosticados como sarcoma de
Ewing e PNET, num periodo compreendido entre 1989 ¢ 1997.

Clinicamente foram avaliados quanto a idade, sexo, topografia da lesdo,
presenca de metastase ao diagndstico e estadiamento do tumor.

O estudo histopatologico foi avaliado quanto a: atipia celular, presenca de
rosetas de Homer-Wright, necrose tumoral espontanea, e indice mitotico. Também foi
avaliada a presenca de glicogénio intracitoplasmatico e o padrao de distribuicao das
fibras de reticulina.

No estudo imunohistoquimico, foram  utilizados um painel com 12
marcadores para avaliagdo de diferenciacdo celular: mesenquimal, epitelial, neural,
glial, e leucocitaria, glicoproteina da membrana celular, além do gem que controla a
apoptose celular.

Utilizou-se o método estatistico de Cox Mantel, e sobrevida de Kaplan Meier,
para avaliag¢ao de fatores prognosticos.

A idade dos pacientes variou de 02 a 36 anos com média de 15,11 anos. A

localizagdo topografica do tumor teve a seguinte distribuicdo: no esqueleto
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apendicular (71,87%), e no esqueleto axial ( 28,13%) o qual mostrou tendéncia ao
comprometimento do progndstico.

A maioria dos tumores era composto por células uniformes, redondas e
escuras, o padrao atipico foi observado em 18,75%, a formagdo de rosetas em
21,87%, e necrose tumoral espontanea em 65,62%. A maioria dos casos mostrou um
indice mitdtico menor que 1 ( 87,5%). Presenca de glicogénio foi encontrada em
53,12% das biopsias, e estava ausente as fibras de reticulina envolvendo as células
tumorais.

Os resultados da imuno-histoquimica foram os seguintes: : Vim (75% ); Cam-
5.2(9,37%); NSE (34,37%);S-100 (25%); Leu-7 (9,37%); Sin (21,87%); NF (3,12%);
CGR (43,75%); GFAP (12,5%); LCA (ausente); CD99 ( 71,87% ); Bcl-2 (6,25%).

Os fatores significantes de pior prognostico, foram dois marcadores de
diferenciacdo neural: um morfoldgico, caracterizado pela presenca de rosetas de
Homer-Wright e outro imuno-hitoquimico, representado pela expressdao do NSE.
Com esses marcadores foi construido um indice chamado de indice de Diferenciacdo
Neural ( IDN ). Esse indice foi graduado com valores de 0 a II, onde o grau 0
significa a auséncia dos marcadores, o grau I a presenca de pelo menos um desses
marcadores, ¢ o grau II com a presenca dos dois marcadores neurais. Este indice
mostrou-se muito sensivel com o aumento diretamente proporcional da sua graduacao

com piora prognostica( p=0,0028 ).
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Teoricamente, a presenga de metastase ao diagnoéstico, tem sido um fator
clinico que compromete a sobrevida. Embora sem significancia estatistica (p=
0,2312), todos os nossos pacientes portadores de metédstase ao diagnostico, foram a
obito nos primeiros 20 meses do acompanhamento da doenga. Além da metéstase ao
diagnostico, outros fatores tais como, necrose tumoral espontanea, e a localizacao no
esqueleto axial, tem sido de relevancia prognodstica na literatura. Com esses dados
criamos o L.G.S. ( Indice global de sobrevida), que associa esses fatores com o I.D.N.

O LI.G.S. ¢ graduado de 0 a III, onde o grau 0, ¢ a completa auséncia desses
fatores, e de I a III, pela somatoria gradativa de cada um desses fatores. Notamos

significancia progndstica na aplicacdo desse indice (p=0,005).

CONCLUSOES:

1 — A diferenciagdo neural caracterizada pela presenca de rosetas de Homer-
Wright e positividade ao N.S.E., demonstraram estreita correlagdo com reducao de
sobrevida, tornando fundamental a sua pesquisa nas avaliagdes histopatoldgicas do

sarcoma de Ewing/PNET.

2 — O Indice de Diferenciagio Neural ( IDN), foi definitivo em mostrar a piora

do progndstico a medida do aumento da sua graduagao.
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3 — A correlagdo prognostica observada na aplicagdo do Indice Global de
Sobrevida ( IGS), que agrupa: 1.D.N., metastase presente ao diagnostico, necrose
tumoral espontanea e a localizacdo topografica no esqueleto axial, mostra-se

promissora nos estudos dos sarcomas de Ewing/PNET.
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1. INTRODUCAO

1.1. SARCOMA DE EWING

O Sarcoma de Ewing ( SE ), ¢ uma neoplasia 6ssea primdria altamente
agressiva, composta por células redondas imaturas sem produ¢do de matriz dssea, que
acomete preferencialmente os ossos longos de criancas e adolescentes (FECHNER &
MILLS, 1993; UNNI 1996; DORFMAN & CZERNIAC, 1998 ). E considerado um
tipo de sarcoma relativamente raro, ocupando cerca de 6 a 8% de todas as neoplasias
primarias do o0sso, € ocupa a 4* posi¢ao dentre as neoplasias 6sseas malignas, vindo
depois do mieloma, do osteossarcoma e¢ do condrossarcoma. Se retirarmos desta
estatistica o mieloma, o SE chega a ocupar 16% dos tumores malignos primarios do
osso ( UNNI, 1996 ).

Esse tumor foi inicialmente apresentado por Lucke em 1866, (FECHNER &
MILLS, 1993), como uma neoplasia maligna de células pequenas e redondas. Mas
foi em 1921, que James Ewing descreveu detalhadamente esse tumor, o qual rotulou-
o de endotelioma difuso do o0sso. A partir de 1929 foi reconhecido e denominado, até
os dias de hoje, como Sarcoma de Ewing ( FLECHNER & MILLS, 1993 ). Em 1971
se pensava que ele teria origem nas células imaturas do reticulo, ou do mesénquima

primitivo da cavidade medular do osso (FLECHNER & MILLS,1971). Também nao
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¢ recente a suspeita de que o SE apresenta caracteristicas de diferenciacao neural.

Willis em 1940 o rotulou como sendo a metastase do neuroblastoma.

1.1.1 ACHADOS CLIiNICOS

Aproximadamente 80% de todos os pacientes tem menos de 20 anos e 50%
estdo na segunda década de vida ( onde ocorre o pico de incidéncia ).O restante dos
casos sdo diagnosticados entre 20 e 30 anos. E muito raro a partir da 3* década, e
quando se confronta com a possibilidade de Sarcoma de Ewing nesta idade, deve-se
eliminar o carcinoma de pequenas células e linfomas de alto grau como principal
diagnoéstico diferencial. E em criancas muito pequenas, a possibilidade de
neuroblastoma metastatico ou leucemia aguda também deverdo ser descartadas
(DORFMAN & CZERNIAK, 1998).

O SE tem predile¢cdo pelo sexo masculino na propor¢do de 1,3 e 1,5 homens
para 1 mulher, e ¢ praticamente inexistente na raca negra (FLECHNER &
MILLS,1993).

A forma mais comum de apresentagdo clinica, tem sido a dor local e massa
palpavel. Embora estes sejam os sinais mais freqlientes da doenca, ndo sdo
patognomonicos dela. O tempo de histéria varia muito, alguns pacientes chegam a
apresentar queixa de dor, por exemplo, meses antes do diagnostico. Geralmente
quando o paciente apresenta sintoma de dor, edema local, associados a clinica, além

de alteragdes do hemograma, como anemia e aumento do V.H.S.e febre, deve-se
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suspeitar da doenga em estagio avancado. Cerca de 70% dos pacientes apresentam-se
ao diagnéstico com a doencga disseminada com o envolvimento de outros 0ssos
tardiamente (FLECHNER & MILLS, 1993).

A localizacdo do tumor no esqueleto ocorre preferencialmente nos 0ssos
tubulares longos, sendo que o fémur ¢ o local mais comum deles, seguidos pela tibia,
umero e fibula. Nesses 0ssos acomete preferencialmente a diafise ou metéafise. Na
seqiiéncia, observa-se o envolvimento do esqueleto axial, preferencialmente a pélvis,
seguida pela coluna vertebral e costelas. Aproximadamente mais de 2/3 dos sarcoma
de Ewing tem apresentacdo nos membros inferiores € na pélvis. Qualquer outro 0sso
pode ser afetado, incluindo os ossos cranio-faciais (DORFMAN & CZERNIAK,

1998).

1.1.2. ACHADOS DE IMAGEM:

Os achados de imagem nao sdo caracteristicos e variam muito na dependéncia
de fatores como: idade, o local de acometimento, a expansdo do tumor e as reagdes
endostica e periosteal, em resposta a agressao tumoral. Classicamente, o tumor cresce
infiltrando-se através dos espacos intermedulares, canais de Harvers e Volkman, e
periosteo, onde freqiientemente causa um tipo de reagdo periosteal, formando
multiplas camadas reacionais infiltradas por tumor e provocando uma alteracao

radiografica que se assemelha a “casca de cebola”, nos ossos tubulares longos.
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( Figs. 1-2). E também descrito um defeito de aspecto concavo na superficie 6ssea
que ¢ referida como padrao em formato de “ pires ““ e predominantemente encontrada
em tumores de localiza¢do subperiosteal ou nas lesdes intramedulares (DORFMAN
&CZERNIAK, 1998). O coértex ¢ permeado e a massa tumoral que vai se alojar no
espaco subperiosteal e em partes moles produz uma compressdo que se reflete na
superficie cortical externa, deprimindo-a, levando a uma imagem semelhante a de um
pires. A maioria dos sarcomas de Ewing apresenta lesdes predominantemente liticas,
infiltrativas e com reagdo periosteal incaracteristica (DORFMAN & CZERNIAK,
1998; CAMPANACCI & RUGGIERI, 1993; FLECHNER & MILLS,1993 ).(Figs.
3,4)

Quando a infiltragdo do osso ¢ difusa e se formam nddulos neoplasicos
confluentes, se observam dareas de ostedlise com pequenas areas de erosdo da
cortical, mostrando um aspecto irregular conhecido como "roido de tracas". Todos
esses aspectos radiograficos ndo sdo patognomonicos do SE, sendo obrigatério o
diagnoéstico diferencial com o carcinoma metastatico, o linfoma maligno, a
osteomielite e a histiocitose de células de Langerhans.

Freqiientemente existe uma despropor¢ao entre o aspecto radiografico e o
volume anatomico do tumor. Anatomicamente ele ¢ maior do que mostra a
radiografia simples da regido acometida. Com o advento e popularizagdo da
tomografia computadorizada ( CT) e da ressonancia nuclear magnética (RNM), a
visualizacdo do volume e limites tumorais ficaram mais precisos, 0 que permite uma

melhor avaliacdo da extensdo deles, em exames pré-operatdrios e pds quimioterapicos
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( CAMPANACCI & RUGGIERI 1993). (Figs. 5,6)
A cintilografia 0ssea, ¢ um estudo recomendado. O exame ¢ sensivel e sem
morbidade, permite explorar todo o esqueleto, e se evidencia o tamanho do tumor

assim como a possibilidade de acometimento de outros ossos (FAUCHET et al,

1989).(Fig. 7).

1.1.3. ASPECTO MACROSCOPICO

O componente intra-6sseo do tumor, tem consisténcia firme, coloragdo
acinzentada tipo cerebroide, com zonas alternadas de cor vinhosa por hemorragia, e
outras de tonalidade amarelada e de consisténcia amolecida, devido a necrose.
Freqiientemente, a necrose estd associada a um liquido de aspecto leitoso, que pode
ser confundido com pus ( osteomielite purulenta ) e a cultura se faz obrigatoria.
(CAMPANACCI & RUGGIERI, 1993; UNNI, 1995).

A cavidade medular parece ser o local da origem do tumor, mas no entanto ele
pode invadir todas as por¢des do osso e freqiientemente partes moles, que na maioria
das vezes, ¢ também fridvel e macia. Nao raro o componente extra-6sseo pode ser

maior que o componente intramedular (FLECHNER & MILLS,1993 ).
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1.1.4. ASPECTOS MICROSCOPICOS

O SE cléssico, mostra-se como uma neoplasia de células mesenquimatosas

indiferenciadas que crescem em arranjo sélido, formando lengdis densamente
compactados ou ninhos septados por traves conjuntivas delicadas e vascularizadas.
( Fig. 8). As células sdo pequenas, poligonais; citoplasma escasso, com bordos
celulares indistintos. O ntucleo € central, redondo ou oval com cromatina finamente
granular e dispersa, e contem de um a trés nucléolos pouco evidentes.O numero de
figuras de mitose ¢ variavel e em muitos casos a escassez de mitoses contrasta com
aparéncia imatura das células.

O tumor também pode exibir um padrio bifasico que ¢ simulado pela
presenca das chamadas células claras ( ou células principais ) dada pela cromatina
delicada e as células escuras ( ou células secundarias ) devido a condensagdo nuclear
representada nas células em apoptose.( Fig. 9). A relacdo entre esses dois tipos de
células, varia de tumor para tumor, ¢ em diferentes areas do mesmo tumor, muitas
vezes, criando um padrao pseudo-organdide ( DORFMAN & CZERNIAK, 1998 ).

Alguns casos referidos como Sarcoma de Ewing atipico, as células tumorais
sdo maiores ( 20 a 24 wm ), comparadas com a forma classica, na qual o tamanho
médio das células ¢ de 14um.( Fig. 10). Também podem mostrar vacuolizacao
citoplasmatica e exibir grande heterogeneidade, porém ndo tem a aparéncia observada

dos sarcomas pleomorficos ou neoplasias epiteliais ( LLOMBARD — BOSCH et al,
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1996 ). O nimero de mitoses pode ser variavel (FLECHNER & MILLS, 1993;
SCHAJOWICZ, 1995). Nao ha formacdo de osso ou cartilagem tumoral, o que
permite diferenciar o SE do osteossarcoma de células redondas e do condrossarcoma
mesenquimatoso, respectivamente.

Necrose ¢ um achado freqiiente no sarcoma de Ewing e pode variar desde
pequenos focos até areas extensas e irregulares.( Fig. 12). Estas areas de necrose
podem estar associadas a infiltragdo de neutréfilos que podem ser confundidas com
osteomielite aguda. Alteragdes cisticas degenerativas, comumente preenchidas por
sangue, podem ocorrer ¢ simular um cisto dsseo aneurismatico ( DORFMAN &
CZERNIAK, 1998 ).

O glicogénio intracitoplasmatico, pode ser demonstrado através da reagdo
pelo 4cido periddico de Shift ( PAS ), mas a quantidade pode também variar de tumor
para tumor, ¢ em diferentes por¢des da mesma neoplasia.( Fig. 14 ). Segundo
Schajovicz ( 1994 ), esse aspecto tem valor diagnostico, pois ndo ¢ encontrado nos
linfomas malignos, e nas metastases dsseas do neuroblastoma, tumores esses, que
fazem parte do diagndstico diferencial histologico com o Sarcoma de Ewing .

A coloragdo pela reticulina evidencia a distribui¢do lobular, sem o
envolvimento individual das células. Também ¢ critério importante na distingdo com
o linfoma 6sseo, uma vez que neste, em geral, se observa trama reticular proeminente

envolvendo célula por célula (SCHAJOWICZ, 1994 ).( Fig.15)
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1.1.5. ASPECTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

O aspecto imuno-histoquimico tem sido objeto de muitos estudos para o
diagnédstico e o prognéstico do SE ( AMBROS et al, 1991; CAVAZZANA et al,
1987; DAUGGARD et al, 1989; FELLINGER et al, 1991, 1992; HARA et al, 1989;
HESS et al, 1997, HARTMAN et al, 1991; KUDO et al, 1989; LLOMBARD —
BOSCH et al, 1988, 1996; LADMIL et al, 1990; NAVARRO et al, 1994; RAMANI
et al, 1993; SHANFILD et al, 1997; STEVENSON et al, 1994; TSOKOS et al,
1984; USHIGOME et al, 1989 ). A positividade para a Vimentina ( VIM ) esta
presente na maioria dos SE. Em relagdo aos marcadores de diferenciagdo neural , o
Neurofilamento (NF), ¢ praticamente pouco reativo ( COFFIN et al, 1997 ), o Leu-7 ¢
enolase neural especifica (NSE), estdo ausentes. Porém a Sinaptofisina,( SYN ) esta
presente em um grande niimero desses tumores ( FLECHNER & MILLS, 1993).

O SE tipico ndo exibe positividade para o antigeno leucocitirio comum
(LCA), que ¢ comumente usado para diagnostico diferencial com os linfomas. Os SE
apresentam positividade exagerada para o MIC-2 gem, situado no braco curto do
cromossoma sexual, produzindo grande quantidade de uma proteina de superficie
expressa pelo antigeno CD99 e detectada pelos anticorpos monoclonais MIC-2,

HBA-71, e 0013 ( FLECHNER & MILLS, 1993; STIVENSON et al, 1994 ).
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1.1.7. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Os diagnésticos diferenciais morfoldgicos se fazem principalmente com:

Sarcoma  Osteogénico de Pequenas Células e Condrossarcoma
Mesenquimatoso. A distincdo de se faz , pela demonstragdo nesses tumores, da
producao da matriz ostedide e cartilaginosa respectivamente, associada a presenga de
células pequenas escuras. Os aspectos radiograficos, e clinicos sao também
importantes para se estabelecer a diferenca. Os marcadores imuno-histoquimicos,
podem ser de grande ajuda para essa diferenciacao. (FLECHNER & MILLS, 1993).

Linfoma Osseo. E encontrado com freqiiéncia em pacientes de mais idade
(acima dos 40 anos). A microscopia Otica, embora ambos os tumores sejam
compostos por células redondas, nos linfomas os nlcleos sdo proeminentes e
riniformes, diferente do contorno nuclear regular do SE. Para complicar, alguns
linfomas pediatricos, linfomas linfociticos de alto grau, e leucemias linféides agudas
podem expressar positividade para o CD99 (MIC-2) (RIPOEL et al, 1994). A
positividade do antigeno Leucocitario Comum (LCA), associado aos linfomas,
contribui para o diagnostico. Também a coloragdo para as fibras de reticulina pode
ajudar, quando presente favorece o linfoma.

Neuroblastoma metastatico. Quando presente no 0sso, 0 paciente tem na
maioria das vezes, menos de 5 anos de idade, e o quadro clinico de tumor primario
retroperitoneal, juntamente com a presenca de catecolamina urinaria, pode ser de

grande contribuic¢ao para o diagnostico.
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A avaliacdo da microscopia Optica mostra células redondas com nucleos
proeminentes e formagdo de rosetas verdadeiras de Homer - Wright. Através do
estudo imuno-histoquimico as células apresentam forte positividade para marcadores
neurais como o Leu-7, NSE, SYN, NF, e Vimentina, o SE ocasionalmente pode
apresentar em menor intensidade a positividade para o NSE e Leu-7, mas costuma ser
negativo para o NF, SYN ( FLECHNER & MILLS, 1993 ).

Rabdomiossarcoma metastdtico. Esse tumor freqlientemente afeta
pacientes jovens, podendo dar metastase para o tecido dsseo. Ocasiona problema com
o diagnostico diferencial morfologico com o SE, principalmente com as variantes:
embriondria e alveolar. Ajuda muito quando existe diferenciacdo rabdomioblastica e
positividade para marcadores musculares como: desmina; HHF35 e actina
sarcomérica.

Tumor Neuroectodérmico Primitivo( PNET). Esse tumor e o SE estao
em intima associagdo, e por defini¢do, o PNET seria o SE com comprovada
diferenciagdo neural ( DORFMAN & CZERNIAK, 1998). Clinicamente, ha uma
maior freqiiéncia de metastase ao diagnostico no PNET e esse tumor costuma
responder menos ao tratamento quimioterapico ( FLECHNER & MILLS, 1993 ).

Carcinoma de pequenas células metastdtico. Este ocorre em pacientes
de maior idade e quando conhecido o tumor primario, o diagnostico ¢ definitivo. Na
auséncia, essa situacdo pode ser complicada, ainda mais que, a presenca de queratina

de baixo peso molecular tem sido detectada em torno de10% dos SE ( COLLINE et




INTRODUCAO 11

al, 1998). Ajuda excluir o SE a positividade para vérios sub tipos de queratina e

outros marcadores epiteliais como EMA e CEA e negatividade para o CD99 (MIC-2).

1.1.8. TRATAMENTO E PROGNOSTICO

O tratamento do SE, se faz pela quimioterapia, radioterapia e a ressec¢ao do
tumor . A radioterapia, antes da década de 80 era praticamente a unica forma de
tratamento que se dispunha além da quimioterapia, cuja aplicacdo estava se iniciando.
Com a evolugdo das drogas quimioterapicas ( € o uso de varias associagdes delas ), o
melhor conhecimento das conseqiiéncias da radioterapia, a evolucdo da cirurgia na
ressec¢do em bloco dos tumores, a possibilidade de reconstrugdo ortopédica
preservando o membro acometido, melhorou significativamente o tratamento desses
tumores.

As lesdes nos ossos dispensaveis, como a fibula, costelas, sdo ressecadas
cirurgicamente apos quimioterapia prévia, com sobrevida acima dos 65% em 5 anos
( FLECHNER & MILLS, 1993 ). Os tumores localizados na pelve, apresentam
progndstico pior, provavelmente pelo acesso cirirgico dificil e com margem exigua
na ressec¢ao ( FRASSICA et al, 1993).

A presenga de metéstase ao diagndstico ou durante a evolugdo do tratamento,
implica em piora das condi¢des e menor tempo de sobrevida ( doenca disseminada )

(FLECHNER & MILLS, 1993; USHIGOME et al, 1989; PICCI et al, 1993).
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Existe uma variedade de fatores anatomopatoldégicos e clinicos que podem
influenciar na sobrevida dos pacientes com SE. Pacientes com idade abaixo de 10
anos respondem melhor ao tratamento que os mais velhos, e em pacientes com
doenga localizada em ossos que ndo pélvicos, tem melhor prognostico ( FLECHNER
& MILLS, 1993).

O volume estimado através dos exames de imagens, pode também ser
correlacionado. Pacientes com lesdes menores que 100 ml tem cerca de 80% de
sobrevida em 3 anos, comparados com apenas 32% dos pacientes com tumores de
maior volume ( JURGENS et al 1988 ). Essa relagdo também foi confirmada por
outros estudos, porém com o ponto de corte de 200 ml, em relagdo ao volume da
lesdao ( AHRENS et al, 1994 ).

Alguns achados histologicos estdo implicados como de valor prognostico. Ha
trabalhos que observaram necrose espontdnea extensa em lesdes ndo tratadas,
demonstraram um comportamento clinico pior e baixos indices de sobrevivéncia a
doenca ( DAUGAARD et al, 1989; de STEFANI et al, 1984, LLOMBARD - BOSCH
et al, 1986 ). Outros estudos tem mostrado a presenca de células escuras
(‘apoptoticas ) , que por vezes assumem o padrao pseudo — organdide
( também conhecido como tabuleiro de xadrez ou "filagree" ). Esse arranjo
arquitetural ¢ um fator preditivo, para pior prognodstico ( TERRIER et al, 1996 ;
KISSANE, 1983).

A correlagdo entre alto indice mitotico ( 1 ou mais por campo de maior

aumento ) e baixa sobrevida ja foi detectado por Daugaard et al em 1989.
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1.2. TUMOR NEUROECTODERMICO PRIMITIVO ( PNET)

Uma das mais antigas descri¢cdes em literatura do PNET, foi feita por Stout,
em meados de 1918, na qual ele se referiu a um tumor do nervo ulnar que lembrava o

neuroepitélio primitivo. Penfeld em 1932, introduziu pela primeira vez o termo

" "

neuroepitelioma periférico ", a um tumor de partes moles lobulado e de células
redondas, que formava rosetas no exame histopatolégico.

Os Sarcoma de Ewing e o PNET, foram consideradas entidades clinico
patoldgicas separadas no passado, agora sdo aceitos como espectros de uma mesma
doenga ( COFFINS et al, 1997 ).

A hipoétese, de que o PNET e SE, fazem parte de uma mesma familia de
neoplasia, vem sendo cada vez mais aceita, porque dividem semelhangas de
anormalidades citogenéticas, como por exemplo a translocacdo dos pares de
cromossomas t(11-22) e q(24-12). Estudos de oncogénese, revelam a existéncia em
ambos de uma glicoproteina de peso molecular de aproximadamente 30KDa, ligada
ao cromossomo X que ¢ denominada de MIC-2 ( P 30/32 ) e que ¢ evidenciada pelos
anticorpos MIC-2, HB71 e 013. Aproximadamente 90% dos SE e PNET expressam
esse marcador ( COFFINS et al, 1997, DORFMAN & CZERNIAK, 1998).

E um tumor maligno primitivo do o0sso, que lembra o SE, clinicamente,
radiograficamente, a luz da microscopia Optica ¢ a nivel de biologia molecular. A

distin¢do com o SE se faz baseada principalmente, na comprovagdo de diferenciacao

neural do primeiro.
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Por muitos anos foi conhecido o PNET de partes moles, e foi distinguido do
SE por Jaffe em 1984. Antes desta época, todos os tumores com essas caracteristicas
neurais eram diagnosticados como SE. Jiirgens et al (1994), sugerem que os critérios
de diferenciacdo sejam, aqueles que incluam a positividade imunohistoquimica para
diferencia¢do neural, como NSE e a evidéncia de rosetas de Homer - Wright, ou a
demonstragdo ultraestrutural que caracterize a diferenciagdo neural como granulos
neurosecretores, neurotiibulos e neurofilamentos. J4 Schimidt (1991), caracterizou o
PNET como um tumor de células redondas que apresente positividade para pelo
menos 2 marcadores neurais e ou rosetas verdadeiras de Homer-Wright.

O estudo imuno-histoquimico com marcadores para o NSE, NF, SYN, pode
ser suficiente para separar os dois tumores, podendo estar aliados a comprovagio
histopatologica de diferenciacdo neuroectodérmica. Os estudos citogenéticos de
oncogenese demonstram estreita relagdo entre os dois, principalmente a positividade

exacerbada pelo gem pseudoautossdomico MIC-2 ( STEVENSON et al, 1994).

1.2.1 ASPECTOS CLINICOS

No passado os PNETs, incluiam tumores originados em partes moles,
principalmente da parede toracica, chamados de tumor de Askin ( tumor maligno de
células redondas de origem téraco-pulmonar ), mas hoje se incluem nessa categoria
também os tumores originados primariamente nos ossos. E uma neoplasia maligna

que acomete criancas, adolescentes e adultos jovens, e ¢ bem mais raro que o SE. Ha
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uma predomindncia para o sexo masculino. Apresenta sinais clinicos, como febre, e
queda do estado geral. Na maioria das vezes, ja ao diagnostico do tumor primario,
estdo presentes metéstases a distancia ( DEHNER LP, 1993 ).

Anatomicamente, os sitios de maior incidéncia sdo os ossos do esqueleto
axial ( costelas, esterno e vértebras ) , existindo a seguir uma predile¢ao pela fibula e

um menor envolvimento com o fémur e imero (FLECHNER & MILLS, 1993 ).

1.2.2 ACHADOS DE IMAGEM

Nao apresenta diferenca em relagdo ao SE, com grande comprometimento de

partes moles além da lesdo Ossea.

1.2.3 ASPECTOS MACROSCOPICOS

Macroscopicamente ¢ impossivel distinguir o PNET do SE. Ele se apresenta
na maioria das vezes com aspecto multinodular ou lobulado, com alternancia entre
massa solida branca ou areas mucoéides, moles, cisticas e parcialmente hemorragicas,
com focos de necrose ( COFFINS et al, 1997; FLECHNER & MILLS, 1993 ). Apesar
da origem, ndo se evidencia correlacdo direta com raiz nervosa. (FLECHNER &

MILLS,1993 ).
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1.2.3. ASPECTOS MICROSCOPICOS

Microscopicamente o tumor tem todas as alteragdes do Sarcoma de Ewing. E
composto por células mesenquimatosas, pequenas, redondas de citoplasma escasso,
formando lengbis celulares separadas em lobulos por traves fibrovasculares. Nos
casos tipicos a presenca inequivoca de rosetas do tipo Homer - Wright, ¢ um fator
importante para o diagnostico. Llombard - Bosch & Olaya em 1983, propuseram que
20% ou mais do tecido tumoral deveriam exibir rosetas do tipo Homer - Wright para
ser considerado do ponto de vista morfoldgico como PNET. Porém, na experiéncia de
Dorfman & Czerniak 1998, se esse critério for levado em consideracdo o diagnostico
de PNET ¢ extremamente raro.

A roseta do tipo Homer - Wright, ¢ caracterizada, por células tumorais
dispostas em arranjo nitidamente circular, contendo prolongamentos celulares,
caracterizados por processos que formam um material fibrilar com orientacdo para
dentro, ou seja para a por¢ao central da estrutura. Esse tipo de roseta ¢ idéntica a
encontrada no neuroblastoma. Outros arranjos semelhantes a rosetas, caracterizados
por 6 a 10 células orientadas de forma circular com o centro vazio também podem
estar presentes, mas ndo podem, de forma isolada, serem utilizadas como evidéncia
de diferenciacdo neural ( DORFMAN & CZERNIAC 1998 ).

Como a grande maioria dos PNETs exibe semelhanga histopatoldgica com o
SE, s6 podera ser distinguido, na existéncia de diferenciagdo neural caracterizado pela

presenca de rosetas verdadeiras, bem como através de estudos ultraestruturais ou
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imuno-histoquimicos. O glicogénio intracitoplasmatico estd presente em menor

quantidade no PNET cerca de 30% dos casos ( COFFIN et al, 1997 ).

1.2.4. ASPECTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

Um dos mais importantes achados para o diagnostico e a separacdo do PNET
e SE, dos outros tumores de células redondas, ¢ o reconhecimento nos primeiros do
gem MIC-2. A coloracdo pelos anticorpos de proteina glial fibrilar (GFAP),
citoqueratina, desmina e leucocitario comum, tem se mostrado negativa, na grande
maioria dos estudos de diferenciagdo (FLECHNER & MILLS,1993), servindo para
diferenciar os SE/PNET dos outros tumores de células redondas.

O PNET apresenta praticamente 90% de forte positividade para o NSE e
outros marcadores usados para reconhecimento do PNET, incluem o Leu-7, syn,
S100, em 40% de positividade dos casos, e cromogranina ( CGR ) em 20% (COFFIN

etal - 1997).

1.2.5. ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS

Encontram-se alteracdes celulares do tipo microtubulos, nicleo com granulos
densos, e lamina basal envolvendo o citoplasma das células tumorais. As rosetas
exibem area central preenchida por prolongamentos citoplasmaticos (FLECHNER &

MILLS,1993 ).
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1.2.6. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Neuroblastoma metastdtico. Ocorre em criangas com menos de 5 anos de
idade, mostra tendéncia a metastatizar para o 0sso do cranio, e esta associado a altos
niveis de catecolaminas excretadas na urina. A investigacdo desses metabolitos na
urina, estdo praticamente normais em tumores neuroectodérmicos primarios.

Sarcoma de Ewing. Existem muitos estudos na literatura tentando encontrar
subsidios que se possam distigui-lo do PNET ( DORFMAN & CZERNIAK, 1998).
Acredita-se que o SE ¢ uma forma indiferenciada do PNET ( FLECHER & MILLS,
1993). A microscopia Optica, os dois tumores sdo praticamente idénticos. No estudo
imuno-histoquimico, o SE pode apresentar positividade para alguns marcadores
neurais do tipo NSE, SYN, Leu-7, o que torna em alguns casos a distingdo entre eles

muito dificil.

1.2.7. TRATAMENTO E PROGNOSTICO

O PNET e o SE, sao tratados da mesma forma, o controle local da doenca ¢
feito na maioria das vezes com cirurgia, ¢ em locais inacessiveis, com radioterapia.
Estudos na literatura tem mostrado sempre um progndstico pior em pacientes
portadores do PNET, principalmente quando metédstases estdo presentes ao

diagnoéstico (FLECHNER & MILLS, 1993; SCHAJOWICZ, 1993 ).
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1. 3. JUSTIFICATIVA

Como se pode observar, o SE e o PNET sao muitos semelhantes entre si do
ponto de vista clinico, radiografico, a microscopia Optica e ao nivel de biologia
molecular, sendo que a distingdo entre os dois estd na demonstracdo clara de
diferenciag¢do neural no PNET.

Estudos citogenéticos também tem documentado estreita relagdo entre eles.
Ushigome et al (1992), propdem serem esses dois tumores de mesma origem, na qual
representariam apenas estagios diferentes da mesma doenca, e numa analogia
espectral, num extremo estaria o SE, representados por células totalmente
indiferenciadas e no extremo oposto ficaria o PNET demonstrado pela diferenciacdo
neural celular.

O diagnostico do SE/PNET ¢ feito praticamente por exclusdo dentre outros
sarcomas de células redondas. O advento da imuno-histoquimica e o seu constante
aprimoramento tem sido fundamentais no diagnostico, na classificacdo, e no
prognodstico dos SE/PNET. Porém esses estudos mostram freqiiéncia por vezes

distintas entre os autores, a exemplo da tabela abaixo.
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ROSEMBERG et al 1994 COFFIN et al 1997
VIM 93,6
CAM 17% <10%
NSE 68,5%
S100 24.4% 40%
Leu? 28.2% 40%
NF 7.1% 40%
CGR 13% 20%
SYN 2,6% 40%
GFAP 0% 10%
LCA 0% 0%
MIC2 87,1% 90-100%
Bcel2 53,9%

Baseados em distintos resultados quanto a distribuicdo e freqiiéncia

dos marcadores celulares, através da imuno-histoquimica, nos Sarcomas de

Ewing/PNET, aliados a caracterizagdo de fatores prognésticos, muitas vezes

contraditoria na literatura, bem como a auséncia de estudos nacionais reveladores da

expressao anatomo-clinica e imuno-fenotipica desses sarcomas em nosso meio, esse

trabalho teve como propoésito o seguinte objetivo:




OBJETIVO
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho, foi avaliar o perfil morfoldgico e imuno-

histoquimico e sua relacdo com o prognostico nos Sarcomas de Ewing / PNET.



MATERIAL £

METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes

Foram estudados retrospectivamente 32 casos de biopsias de Sarcoma de
Ewing ou PNET, diagnosticados no Depto. de Anatomia Patologica FCM
UNICAMP, de pacientes acompanhados no Depto de Ortopedia FCM UNICAMP, e
do Centro Infantil Dr Domingos A.Boldrini, no periodo de 1989 a 1998. Todos os
pacientes foram avaliados clinicamente quanto a: idade, sexo, localiza¢dao do tumor,
exames de imagens ( rx simples, tomografia computadorizada e ressonancia nuclear

magnética ), estadiamento clinico, e evolugdo da doenga.

3.2 Avaliacao histopatolégica

O material obtido, através das biopsias, foi fixado em formalina a 10%.
Utilizou-se de cortes de 4 um que foram corados pela hematoxilina e eosina, reacao
pelo PAS, e impregnacdo pela prata para as fibras de reticulina ( método de Gomori
), segundo a padronizagdo técnica ( AFIP, 1995).

Através de cortes histoldgicos corados com H&E, foram avaliados os

seguintes itens:
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A - Atipia celular: Foi considerado valor (0) quando as células tumorais

apresentaram padrdo convencional de células uniformes, de pequeno tamanho

( 14um médio ), citoplasma escasso, niicleos ovais ou redondos com
cromatina finamente granular e nucléolos pouco aparentes.

Foi considerado valor ( 1 ) quando as células tumorais eram nitidamente

maiores ( 20 - 24 wm ) citoplasma amplo e vacuolizado, ntcleos largos e com

pleomorfismo evidente, comparados ao padrao classico. ( Figs. 10A e 10B).

B - Presenca de rosetas: Foi valorizada a roseta do tipo Homer - Wright, que

¢ caracterizada por células tumorais dispostas em arranjo nitidamente circular,
contendo prolongamentos ou processos celulares citoplasmaticos, que formam
um material fibrilar orientado para o centro da estrutura ( DORFMAN &
CZERNIAC, 1998 ), foi atribuido o valor ( 0 ) quando ausente e ( 1 ) quando
presente. ( Fig.11).

C. -Necrose tumoral: Foi avaliado o grau de necrose tumoral espontanea,

uma vez que a analise foi feita no material de bidpsia e os pacientes eram
virgens de tratamento especifico. Considerando-se valor ( 0 ) na auséncia de
necrose ou na presenca de necrose celular esporadica e isolada ( uma ou outra

célula ), e valor ( 1) no caso de necrose de grupo de células, podendo ser
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focal: 1A ( menor ou igual a um campo de maior aumento ) ou confluente,

extensa: 1B ( maior que um campo de maior aumento). ( Fig. 12).

D - Indice mitotico: E o coeficiente entre a somatdria do nimero de mitoses

encontradas em 10 campos de maior aumento ( Objetiva 40x ), aleatorio. Foi
atribuido valor ( 0 ) quando o indice mitotico era menor que um e ( 1 ) quando

o indice mitotico era igual ou maior que um. ( Fig.13).

3.2.2 Avaliac¢ao histoquimica
A Glicogénio
Através da reagdo pelo PAS, foi pesquisado a presenca de gliogénio

intracelular. ( Fig.14)

B Fibras de reticulina

Foi avaliado o padrdo de distribui¢do das fibras de reticulina nos tumores

através da impregnagdo pela prata. ( Fig.15).

3.3 Avaliacdo imuno-histoquimica

No estudo imuno-histoquimico, foram utilizados marcadores celulares para
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analise de diferenciacdo: mesenquimal, epitelial, neural, glial e leucocitaria conforme
a seguinte relacdo: Vim (vimentina ); Cam-5.2 (queratina); NSE (enolase neural
especifica); S-100 ( proteina S-100 ); Leu-7 (bainha nervosa); Syn (sinaptofisina);
NF (neurofilamento); CGR (cromogranina); GFAP (filamento de proteina glial);
LCA (antigeno leucocitario comum); CD99 ( glicoproteina da membrana celular

MIC-2 ); Bel-2 ( gem que controla morte celular ). Ver tabela A.

ANTICORPO ORIGEM | CLONE | CODIGO [DILUICAO

PRIMARIO

NSE DAKO H.14 M873 1:100

S-100 DAKO |POLICLO 7311 1:1000
NAL

VIMENTINA DAKO V9 M725 1:20

LCA DAKO CD45 M701 1:50

CAM 5.2 DAKO | 35BH11 A575 1:2

LEU-7 DAKO HNK1 M1014 1:200

N.F. DAKO 2F11 M762 1:200

C.GR. DAKO |POLICLO A430 1:50
NAL

SYN. DAKO [POLICLO A010 1:50
NAL

GFAP DAKO 6F2 M761 1:100

BCL-2 DAKO 124 M887 1:40

CD99 DAKO 12E7 M3601 1:50

Tabela A - descri¢ao dos anticorpos e sua diluigao

3.3.1 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA
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Foram usados 12 anticorpos monoclonais primarios, (tabela 1), anticorpo
secundario capaz de ligar-se ao primario e conjugado a biotina, € o complexo de
peroxidase conjugado a streptavidina e a biotina. A estreptavidina contém 4 sitios para
a ligacdo da biotina, sendo que um deles € ocupado pela biotina ligada ao anticorpo
secundario e os outros 3 sitios sdo acoplados ao complexo biotina peroxidase da

solugao.

* Cortes histologicos: de 4 um de espessura, foram colocados em laminas
previamente lavadas e desengorduradas, tratadas com solu¢do de organosilano a
2% em acetona ( 3-Aminopropil-trietoxi-silano - SIGMA cod A 3648). As
laminas com os cortes foram deixadas a temperatura de 34 graus na estufa por 24

horas e entdo se procedeu a reagdo imunohistoquimica.

* Desparafenizacdo: Realizado banho de xilol a 60° C ( 15 minutos), seguidos por
dois banhos em xilol a temperatura ambiente( 10 minutos cada banho) com a

finalidade de retirar o excesso de parafina.

* Hidratacao: Realizada em gradiente decrescente de alcoois ( 3 banhos de alcool

absoluto, I I III, de 2 minutos cada, 1 vez em alcool a 80% por 2 minutos, 1 vez




MATERIAL E METODOS 29

em alcool a 50% por dois minutos, todos eles a temperatura ambiente. Segue-se

lavagem em agua corrente por 2 minutos € passagem em agua destilada.

Inibicdo da peroxidase endégena: Banho em solugdo a 3% de peroxido de
hidrogénio em metanol por 15 minutos, a temperatura ambiente, lavagem em agua
corrente e passagem por dgua destilada. Incubagdao em solugao tamponada PBS

( phosphate buffer saline, pH: 7,6 ).

3.3.1.1 DESMASCARAMENTO DOS ANTIGENOS:

Método Micro-ondas - Imersdo das laminas em cuba plastica apropriada para
micro-ondas, com tampao citrato 1M, pH 6.0, por 3 periodos de 7 minutos cada,
na poténcia maxima. Apoés deixar esfriar dentro do forno de micro-ondas durante

10 minutos.

Método Autoclave - Para o anticorpo monoclonal Bcl-2 se faz necessario o
desmascaramento do antigeno por autoclave, para melhor identificagdo. Imersao
das laminas dispostas em ber¢o de metal em autoclave, contendo tampao citrato
IM, pH 6.0, levado a pressao de 120mmhg por 5 minutos. A partir dai desliga-se

o autoclave e espera esfriar.




MATERIAL E METODOS 30

Reacio antigeno-anticorpo primario: A reagdo de incubagdo, se processa
durante o dia a temperatura ambiente por 2 horas. A seguir, retira-se o excesso de
anticorpo primario, com 3 lavagens em PBS de 5 minutos cada, a temperatura
ambiente.

Reacdo com anticorpo secundario biotinado: dirigido contra o anticorpo
primadrio, (cadeia pesada). Incubagdo com anticorpo secundario (anti-
imunoglobulinas de camundongos, coelho e cabra, produzidos em porco, Kit
Multilink Dako cod. E 453 ), dilui¢do 1:200 em tampao PBS, com azida sddica,
durante 30 minutos em camara Umida, a temperatura ambiente. Retira-se o
excesso do anticorpo secundario; segue-se 3 lavagens em PBS, 5 minutos cada, a

temperatura ambiente.

Reacio S-ABC - ( complexo streptavidina-biotina peroxidase ): Incubacao
com complexo S-ABC ( Kit Dako, cod.K377), dilui¢do 1:50 em tampao Tris 0,05
M. Incubar por 30 minutos em camara imida, a temperatura ambiente, segue-se

lavagem em tampao PBS.
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* Coloraciao: Realizada em DAB ( 3,3" tetra-hidrocloreto de diaminobenzidina,
Sigma D5637 ), cromdgeno de cor marrom que impregna o sitio celular onde

ocorre a reagao:

. H202 + peroxidase ------------------ >H20 +1/2 02

* Preparo : 40mg de DAB em 100ml de tampao PBS e 40ml de peroxido
hidrogénio 30%. Deixam-se as ldminas na solugdo cerca de 3 a 5 minutos, a
temperatura ambiente, ou até a visualizagdo de coloragdo levemente acastanhada

dos cortes. Lavagem em agua corrente e passagem em agua destilada.

* Contra-coloragao : Realizada com hematoxilina de Mayer, durante 1 minuto, a
temperatura ambiente. Em seguida, lavagem em agua corrente ( devem ser
colocadas algumas gotas de amoniaco na agua para melhor evidenciar a contra-
coloracdo e obter melhor contraste. Segue-se lavagem em agua corrente e

passagem em agua destilada.

* Desidratac¢ao: 3 passagens em alcool absoluto, passagens em 3 xilois, em

seguida, montagem das ldminas com Entellan ( Merck, n° 7961)




MATERIAL E METODOS 32

3.3.1.2. Avaliacio da reacao imunohistoquimica

Foi feita em microscopio otico comum, e a reagdo foi considerado positiva
quando as células eram coradas em marrom independentemente da sua extensio. Os
casos duvidosos de tonalidade ténue ou presente apenas em célula isolada ou
positividade na periferia do corte, foram considerados negativos. Todas as reagdes

foram acompanhadas de controle positivo.

3.4.Estadiamento

Foi utilizado o sistema de estadiamento de Enneking ( ENNEKING et al,
1983 ). Este sistema ¢ baseado em critérios anatomo-clinicos e de imagens ( rx

simples, tomografia computadorizada, ressonancia nuclear magnética e cintilografia

Ossea ) (tabelas Be C).

3.5. Tratamento
Os pacientes foram tratados com protocolo de quimioterapia, radioterapia, e

cirargicos semelhantes.
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ESTADIO GRAU LOCAL METAS
HISTOLOGICO TASE
IA INTRACOMPARTIMENTAL NAO
BAIXO
IB EXTRACOMPARTIMENTAL | NAO
IIA INTRACOMPARTIMENTAL NAO
ALTO
1IB EXTRACOMPARTIMENTAL | NAO
IIIA INTRACOMPARTIMENTAL SIM
INDIFERENTE
I1IB EXTRACOMPARTIMENTAL SIM

Tabela B. Estadiamento de Enneking para Tumores Musculoesqueléticos
Grau histolégico Baixo-( Bem diferenciado) Alto ( Pouco diferenciado, ou
indiferenciado)

INTRACOMPARTIMENTAL

Intra-osseo

Intra-articular

Subcutineo

EXTRACOMPARTIMENTAL

Extensao extra-ossea
Extra-articular
Fascia profunda
Tecidos moles

Tabela C - Classificagdo de Enneking, para compartimentos anatdmicos.

Os resultados obtidos nas avaliagdes clinicas, estadiamento, aliados

aos achados morfoldgicos e imuno-histoquimicos, foram comparados entre si e

correlacionados com a sobrevida dos pacientes.
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3.5. AVALIACAO ESTATISTICA

Foram feitos estudos da avaliagdo da utilidade de variaveis histopatologicas e
imuno-histoquimicas como fatores progndsticos, e esses eventos tiveram:
Inicio: dia da bidpsia

Evento esperado: “end point” : 6bito

O método utilizado para analises univariadas com variaveis discretas, foi o de
: Kaplan Meier. Por causa do nimero relativamente pequeno dos pacientes, utilizou-
se somente duas categorias, positivo e negativo ( “cut-offs naturais ).

Os critérios para a dicotomizagdo foram os seguintes :

a - presenga ou auséncia indubitdvel dos antigenos

b - presenga ou auséncia indubitavel de necrose

¢ - presenga ou auséncia indubitavel de rosetas

A diferenga entre as curvas foi calculada com um teste estatistico chamado de
Mantel-Haenszel log-rank test , a variavel continua foi avaliada com o teste Cox
univariado. O nivel de significancia foi de 0,05.

Para a analise da combinagado de fatores, usamos o modelo de regressao
multivariada de riscos proporcionais de Cox. O método de regressao introduzido por

Cox em 1972, ¢ amplamente utilizado quando se necessita avaliar variaveis multiplas
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ao mesmo tempo. Este teste estatistico, ¢ um método semi- paramétrico, que avalia os
efeitos de variaveis diferentes no mesmo espago de tempo.

A probabilidade de sobreviver até qualquer ponto no tempo ¢ estimada a partir
da possibilidade acumulativa de sobreviver a cada um dos intervalos de tempo
precedentes.

Defini¢do : uma analise de riscos ( “azares”) proporcionais

risco (azar) ( p.ex. probabilidade de falecer ) h(t)

risco (azar) no comego da observagdo hy (1)

Modelo univariado :

h(t) = [ ho (0] ¢ BX

Modelo multivariado :

h(t) = [ hy (0] ¢ (B1X1+B2 X5 +B3X3+ )

h(t)
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In ho (t) =B1X 1+ B2 X2+B3X3 +...;

X1, X7 ... representam as co-variadas ( = pardmetros discretos ou continuos )

A selecao passo por passo ( “stepwise”’) escolhe os parametros relevantes para

0 modelo.

Modelos baseados em relativamente poucos casos por variavel a ser analisada
podem mostrar “instabilidade”do sistema, isto €, amostras aleatorias do mesmo
conjunto de dados criam modelos com variaveis diferentes.

Recomenda -se incluir pelo menos 10 eventos de desfecho para cada variavel
preditéria no modelo. Para avaliar a “estabilidade” do modelo criado, pode ser usado
o método de bootstrap ( CHEN et al 1985 ). Neste procedimento criam-se multiplos
conjuntos de dados a partir de um sorteio de casos, com reposi¢ao ap6os cada sorteio
do conjunto original de dados.

Cada grupo “novo” sera testado com a regressao Cox, a fim de comprovar as
variaveis calculadas neste modelo com o modelo Cox obtido no grupo original de
dados.

Foram consideradas importantes as variaveis que apareceram associadas com

algum fator de mau progndstico na evolugao.
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4. RESULTADOS

4.1 Pacientes

Dos 72 pacientes eleitos para o estudo somente 33 casos estavam completos,
com material anatomopatologico e historia clinica com dados suficientes para a
avalia¢do proposta no objetivo do trabalho. Destes, 1 caso devido a positividade para
o LCA (Antigeno leucocitario comum ) e negatividade para o CD99, foi excluido da
avaliacdo devido a se tratar de um linfoma 6sseo. Todos os pacientes tem etnia

caucasoide.
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4.1.1 IDADE

A idade variou de 02 a 36 anos com uma média de 15,11 anos. A tabela e

grafico abaixo, mostram a distribui¢ao dos pacientes segundo a faixa etéria.

FAIXA ETARIA

N %
0-10 13 40,62%
11- 20 13 40,62%
20-40 08 18,76
TOTAL 32 100%

Tabela 1. Distribui¢do dos pacientes quanto a faixa etaria.

14-
12
10

S N A & >
1 \ \ \ \

0-10 11_20 30_40

Grafico 1. Distribuigdo dos pacientes quanto a faixa etaria
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4.1.2 SEXO

A distribuicdo dos pacientes relativo ao sexo, caracterizou-se por: 16 pacientes do

sexo masculino e 16 pacientes do sexo feminino, segundo tabela 2.

SEXO

N %
MASCULINO 16 50%
FEMININO 16 50%
TOTAL 32 100%

Tabela 2 Distribui¢ao dos pacientes segundo o sexo.

Grafico 2' Distribuig¢do dos pacientes segundo o sexo
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4.1.3. DISTRIBUICAO TOPOGRAFICA NO ESQUELETO

O tumor praticamente se apresenta em 50% das vezes nos membros inferiores,

conforme tabela 3 e grafico 3.

ESQUELETO APENDICULAR 71,87%
MEMBRO INFERIOR 21 65,62%
FEMUR 12 37,50%
TiBIA 6 18,75%
FIBULA 2 6,25%
CALCANEO 1 3,12%
MEMBRO SUPERIOR 2 6,25%
UMERO 1 6,25%

ESQUELETO AXIAL 9 28,13%
MANDIBULA 1 3,12%
COSTELA 1 3,12%
VERTEBRA 2 6,25%
ESCAPULA 1 3,12%
CLAVICULA 1 3,12%
PELVICOS 3 9,37%

TOTAL 100%

Tabela 3. Distribui¢ao topografica dos tumores estudados
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Grafico 3. Distribui¢do topografica dos tumores no esqueleto.
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4.1.4. ESTADIAMENTO DOS TUMORES SEGUNDO ENNEKING.

Todos os pacientes foram estadiados segundo o método de Enneking, vide tabela 4 e

grafico 4 abaixo.

ENNEKING
N %
1B 27 84,37%
1B 5 15,63
TOTAL 32 100 %

Tabela 4. Estadiamento dos tumores estudados segundo Enneking.

1IB
84%

I11B
16%

Grafico 4 Estadiamento dos tumores estudados segundo Enneking ao diagndstico.
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4.1.5. METASTASE AO DIAGNOSTICO

Cinco pacientes apresentaram metastases ( pulmonares ) ao diagnoéstico, vide tabela 5

e grafico 5 abaixo.

N Y%
AUSENTE 27 84,37
PRESENTE 5 15,63
TOTAL 32 100 %

Tabela 5. Mostra a relagao dos pacientes com metastases na época do diagndstico.

15,63 (5)

Grafico 5 . Tradugdo grafica de 5 pacientes portadores de metastases ao diagnostico
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4.1.6 AVALIACAO DOS EXAMES DE IMAGEM

Na avaliacdo dos exames de imagem, os tumores mostraram um padrdo semelhante
em todos os casos, caracterizado por areas de lise 6ssea entremeadas por esclerose de
padrdo difuso, com quebra da cortical e invasdo de partes moles ( Figs. 3 ¢4 ). O
levantamento periosteal em casca de cebola se observou em cerca de 20% dos casos
(Figs. 1 e 2 ). Nao foi avaliado o volume tumoral pelo CT, dado que em alguns
pacientes esse exame nao foi possivel de ser localizado.

A tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética mostraram o
tamanho do tumor com o seu crescimento para além dos limites do osso

(Figs.5 € 6).

A cintilografia 6ssea mostrou-se muito sensivel as variagdes do fluxo sangiiineo no
0sso acometido ( Fig. 7 ). Os exames de imagem nos deu informagdes da invasdo e
crescimento tumoral, foi praticamente uniforme e nao forneceu dados que pudessem
ser contundentes para a estatistica. Essa avaliagdo foi necessaria para complementar o

estadiamento de Enneking.
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4.1.7 OBITO

O tempo de seguimento, foi 0 minimo de 2 meses e 0 maximo de 112 meses com
média de 31.15 meses. A tabela 6 e grafico 6 mostram os pacientes que foram a 6bito,

por progressao da doenga.

EVOLUCAO ( MESES )
(2- 112 ) MEDIA 31.15

PACIENTES OBITOS METASTASE
ATE 40 23 15 5
41 - 80 07 02 0
MAIOR QUE 80 02 0 0
TOTAL 32 17 5

Tabela 6. Mostra a evolucdo dos pacientes divididos a cada 40 meses.

251
201
151
10

5- o 4

0 . ] Obitos

ATE40 41 80 MAIOR QUE
80

Grafico 6 Traducao grafica da tabela 6
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4.1.8. AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA

Andlise anatomopatoldgica, com laminas coradas com H&E, mostram aspecto
neoplasico, em leng6is densamente celulares, septados por traves fibrosas delicadas.
O padrio era uniforme, caracterizado por células pequenas ovaladas, arredondadas,
com citoplasma escasso, nucleo central, redondos com cromatina dispersa e
nucléolos pouco evidentes. Os demais casos mostraram células de maior tamanho e
pleomorfismo presente. Quadro 7 e grafico 7 ( Figs. 8¢ 9).

RESULTADO RELATIVO A O PADRAO CELULAR

PADRAO CELULAR N %
TIPICO 26 81,25
ATIPICO 06 18,75
TOTAL 32 100

Tabela 7. Freqiiéncia da presenca da atipia tumoral avaliada no estudo

B Tipico
W Atipico

Grafico 7. Tradugao grafica da tabela 7.
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4.1.8.a -PRESENCA DE ROSETAS DE HOMER-WRIGHT

Encontramos as rosetas presentes em 7 casos. Tabela 8 e Grafico 8. ( Fig.11)

N %
PRESENTES 07 21,87
AUSENTES 25 78,13
TOTAL 32 100%

Tabela 7. Freqiiéncia da presenca de rosetas Homer-Wright ao diagnostico

PRESENTE
[ AUSENTE

Grafico 7 . Tradugao grafica da tabela 7.
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4.1.8.b. NECROSE TUMORAL ESPONTANEA
O grau de necrose tumoral espontanea, encontrada no material examinado por ocasido

da bidpsia, foi analisado em 28 casos.( Fig.12 ).

N Y%
PRESENTE 21 (1A+1B) 75
AUSENTE 07 25
NAO AVALIADOS 04 00
TOTAL 32 100

Tabela 8. Freqiiéncia da necrose expontanea ao diagnostico. Os 4 casos ndo avaliados,
ndo dispunham de material suficiente para a avaliacdo completa em todos os campos

OAUSENTES
EN.?
H1A+1B

Grafico 8A . Mostra a freqiiéncia da necrose espontanea ao diagnostico.




RESULTADOS 50

4.1.8.c - MITOSE

O numero de mitoses variou de 2 a 22, por 10 campos de maior aumento, em 30

pacientes avaliados. O indice mitotico variou segundo a tabela e grafico abaixo.

INDICE MITOTICO N %
MENOR QUE 1 28 92,85
IGUAL OU MAIOR QUE 1 02 7,14
NAO AVALIADAS 02 00
TOTAL 32 100

Tabela 9. Freqiiéncia dos pacientes com presenga de mitoses por campo
diagnostico

E<l1
O>=1
Bl Nao Aval

Grafico 9A . Traducgao grafica da tabela 9.

no
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4.1.9.HISTOQUIMICA
4.1.9.a.Avaliagdo do glicogénio citoplasmatico através da reacdo pelo PAS , esteve

presente em 53,12% dos casos vide tabela 10 e grafico 10. ( Fig.14).

PAS

N Y%
PRESENTE 17 53,12
AUSENTE 15 46,88
TOTAL 32 100%

Tabela 10. Mostra a freqiiéncia de casos positivos a reacao pelo PAS.

O PRESENTE
B AUSENTE

Grafico 10A . Tradugao grafica da reacdo do PAS nos pacientes avaliados.
4.1.9.b. Avaliacao da fibras de reticulina mostrou a presenga da mesma apenas junto
as traves fibroconjuntivas vascularizadas, mas nao envolvendo as células tumorais.

(Fig.14).
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4.1.10. AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

O resultado do estudo imuno-histoquimico, usando os 12 anticorpos, estdo agrupados
na tabela . A interpretacdo dos resultados foram:

4.1.10.a. N.S.E. ( Fig.15).

N.S.E.

N Y%
PRESENTE 11 34,37
AUSENTE 21 65,63
TOTAL 32 100%

Tabela 11. Distribui¢do dos pacientes na reagdo imunohistoquimica da NSE.

OPRESENTE
B AUSENTE

Grafico 11 A Grafico da distribui¢do dos pacientes a reacdo da NSE.
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4.1.10.b. PROTEINA S-100. ( Fig. 16).

S-100

N %
PRESENTE 08 25
AUSENTE 24 75
TOTAL 32 100

Tabela 12. Distribui¢do dos pacientes segundo a reagdo pela proteina S-100.

7 R —_
p N

8
PRESENTE
= AUSENTE

Grafico 12 . Tradugao grafica da distribui¢do dos pacientes na reagdo da proteina
S-100.
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4.1.10.c. VIMENTINA ( VIM). ( Fig.17).

VIMENTINA

N Y%
PRESENTE 24 75
AUSENTE 08 25
TOTAL 32 100

Tabela 13. Distribui¢do dos pacientes segundo reagdo ao antigeno Vimentina.

B PRESENTE
H AUSENTE

24

Grafico 13 . Traducdo grafica da distribuicdo dos pacientes na reacdo ao antigeno
Vimentina.
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4.1.10.d ANTIGENO LEUCOCITARIO COMUM.

L.C.A

N Y%
PRESENTE 0 0,00
AUSENTE 32 100
TOTAL 32 100

Tabela 14. Distribuicdo dos pacientes segundo a positividade para o L.C.A.
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4.1.10.e. CAM 5.2 (CITOQUERATINA )

CAM. 5.2

N %
PRESENTE 03 09,37
AUSENTE 29 90,63
TOTAL 32 100%

Tabela 15. Freqiliéncia dos pacientes quanto a positividade para citoqueratina
Cam 5.2.

3
: B PRESENTE
AUSENTE

Grafico 15 . traducdo grafica da tabela 15.
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4.1.10.f LEU-7. ( Fig.18).

LEU-7

N Y%
PRESENTE 03 09,37
AUSENTE 29 90,63
TOTAL 32 100

Tabela 16. Distribuicao dos pacientes quanto a presenca do Leu-7.

O PRESENTE
l AUSENTE

Grafico 16 . Distribui¢ao dos pacientes quanto a reagdo do Leu-7.
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4.1.10.g. NEUROFILAMENTO

NEUROFILAMENTO

N Y%
PRESENTE 01 03,12
AUSENTE 31 96,88
TOTAL 32 100

Tabela 17. Freqiliéncia dos pacientes segundo a reacdo ao Neurofilamento.

35

30

251

201

151

10

PRESENTE AUSENTE

Grafico 17. Tradugado grafica da tabela 17.
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4.1.10.h. C.G.R. (CROMOGRANINA ) ( Fig.19).

C.G.R.

N %
PRESENTE 14 43,75
AUSENTE 18 56,25
TOTAL 32 100

Tabela 18. Freqiiéncia dos pacientes relacionados com a presenga da Cromogranina.

18

NANANNANN

PRESENTE AUSENTE

Grafico 18. Traducao grafica da tabela 18.
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4.1.10.i. SYN. ( SINAPTOFISINA ) (Fig.20).

SYN.

N Y%
PRESENTE 07 21,87
AUSENTE 25 78,13
TOTAL 32 100

Tabela 19. Distribuigdo dos pacientes segundo a reagdo pela Sinaptofisina.

0 PRESENTE
Bl AUSENTE

Grafico 19. Distribuicao dos pacientes segundo reagdo com Sinaptofisina.
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4.1.10.j. GFAP ( PROTEINA GLIAL FIBRILAR )

GFAP

N Y%
PRESENTE 04 12,5
AUSENTE 28 87,5
TOTAL 32 100

Tabela 20. Freqiiéncia da reacgdo a proteina glial fibrilar.

AUSENTE

PRESENTE 4

Grafico 20 A. Tradugao grafica da tabela 20.
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4.1.10.k. BCL-2
BCL -2

N Y%
PRESENTE 02 06,25
AUSENTE 30 93,75
TOTAL 32 100

Tabela 21. Freqiiéncia dos casos com relagdo ao marcador BCL-2.

301

()
=

25+

20+

15+

10

N

PRESENTE AUSENTE

Grafico 21A. Mostra a traducdo grafica da tabela 21.
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4.1.10.. CD99 (HBA 71) (Fig.21).

MIC-2

N %
PRESENTE 23 71,87
AUSENTE 09 28,13
TOTAL 32 100

Tabela 22. Mostra a distribui¢do da reacao ao CD99.

23

PRESENTE
O AUSENTE

Grafico 22. Mostra a traducdo grafica da reagdo ao CD99.
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4.2 CORRELACAO ANATOMOCLINICA

4.2.1. IDADE
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Grafico 23. Analise estatistica da idade e correlagdo com a sobrevida.
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4.2.2 LOCALIZACAO TOPOGRAFICA

LOCAL
—O—AXIAL
APENDICULAR

PROBABILIDADE %

oo

o 20 4 e 8 100 120
EVOLUGAO EM MESES P=0,1239

Grafico 24. Correlagdo entre a localizacdo do tumor e sobrevida. Embora o p nao
significativo, observa-se através do grafico uma tendéncia da piora prognoéstica
quando comprometido o esqueleto axial.
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4.2.3. ESTADIAMENTO DOS TUMORES SEGUNDO ENNEKING.

ESTADIAVENTO
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Grafico 24. O grafico mostra a avaliagdo do grau de Enneking e a sobrevida. H4 uma
tendéncia a piora do progndstico quando a graduacido aumenta.
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4.2.4. METASTASE AO DIAGNOSTICO.
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Grafico 25. A correlagdo entre metastase ao diagnostico e sobrevida, evidencia uma
tendéncia ao mau progndstico.
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4.2.5. ATIPIA CELULAR.

} } } T } } }

1,0+ :6? rrrrrrrrrrrr e R SRS ‘ e -

1 % | § | ATIPIA ; i

| | | | —Oo—TiPICO | 3

0.8 i) e SRR SRR ATIPICO | 7

X 1 %@ 1 1 1 1 1

w ] ? ? ? ‘ ?

() : ‘ 3 : : : :
< Y ‘
o 3
= :
a 3
<< ‘
o |
O :
e 3

O o e 4

0,0+ i T —_—_ 4

T T l T T

0 ' 20 ' 40 ' 60 ' 80 ' 1(I)O ' 150
EVOLUCAO EM MESES ~ P=0,3670

Grafico 26. A analise estatistica, ndo mostra correlagdo entre atipia celular e o
progndstico.
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4.2.6. ROSETAS DE HOMER WRIGHT.

ROSETA
—O—AUSENTE :
PRESENTE | N
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Grafico 27. Correlagdo da presenca de rosetas de Homer-Wright e sobrevida. (A
presenca de rosetas verdadeiras mostrou-se como um fator importante e foi
considerado o marcador morfolégico mais significativo neste estudo).
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4.2.7 NECROSE TUMORAL ESPONTANEA.
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Grafico 28. O grafico mostra a correlagdo entre necrose tumoral espontanea e
sobrevida. Na nossa andlise ndo se mostrou significativa.
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4.2.8 MITOSE
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Grafico 29 O grafico mostra tendéncia a piora do prognéstico com o indice mitotico
>=1.
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4.2.9. GLICOGENIO INTRACITOPLASMATICO.
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Grafico 30. O grafico mostra a correlagdo da reacdo pelo PAS e sobrevida. Nao se
observa qualquer significancia.
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4.2.10.CORRELACAO IMUNO-HISTOQUIMICA E SOBREVIDA.
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] ] ] I ] ] ]
NSE
—O— AUSENTE ;
o PRESENTE | " 7
o\ .
w 1
aQ z
€ OB i T e e 9
Q |
= 1
Q |
< ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, —
5 :
@) O

m . . . . . . .
B g S S S S S
00 A — — S— S—
I T I T I T I T I T I T I

0 20 40 60 80 100 120

EVOLUQAO EM MESES Pzgﬁz*lg4

Grafico 31. Observa-se significancia notdria entre esse marcador de diferenciacao
neural e a evolucdo progndstica.
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4.2.10.B PROTEINA S-100.
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Grafico 32.0 grafico mostra que a correlagdo anatomopatologica entre a proteina
S-100 e sobrevida.
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4.2.10.C. VIMENTINA.
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Grafico 33. O grafico mostra que a relagdo da Vimentina com o prognéstico ndo teve
significancia.
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4.2.10.D. CAM 5.2.
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Grafico 34. O grafico mostra que a positividade para a citoqueratina ndo ¢
significativa.
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4.2.10.E LEU-7.
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Grafico 35. O grafico mostra que a relagdo entre o prognostico e a presenca do
Leu-7, ndo foi signifcativa.




RESULTADOS 78

4.2.10.F. CROMOGRANINA.
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Grafico 36. O grafico mostra correlagdio entre a sobrevida e presenca de
cromogranina. Na nossa analise ndo se mostrou significativa.
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4.2.10.G. SINAPTOFISINA.
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Grafico 37. O grafico mostra relagdo entre a sinaptofisina e a sobrevida. Nao se
mostrou significativa.
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4.2.10. H GFAP
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Grafico 38. O grafico mostra que a presengca do GFAP ndo tem influéncia
significativa com o progndstico.
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4.2.10.1. BCL-2
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Grafico 39. O grafico mostra que a presenca do BCL-2 nio teve significancia com o
progndstico.
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4.2.10.J. CD99 (MIC-2).
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Grafico 40. O grafico mostra que a correlagdo entre o a presenca do CD99 e
progndstico, ndo foi significativa.
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41.11 CORRELACAO NATOMOCLINICA COM O INDICE DE
DIFERENCIACAO NEURAL. ( IDN).

A- Indice de Diferenciacio Neural:

Na avaliacao pelo teste de Kaplan-Meyer, a varidavel independente considerada
foi a sobrevida, e a morte como varidvel dependente, e com base nessas duas
variaveis testamos a relagdo estabelecida com a avaliagdo clinica, achados
histologicos do tumor ( necrose, mitose, roseta e atipia celular ) , com cada anticorpo.

Alguns anticorpos que mostraram que a sua presenga ou auséncia estava
correlacionada com prognostico ruim,( p= 0,05 ) foram agrupados e avaliados na
regressao multivariada de Cox.

Utilizou-se para calculo o método de eliminacdo " backward conditional " de
estatistica Wald, com coeficiente de significancia 0,05, como limite de retirada de
variaveis.

Em todas as correlagdes que fizemos na avaliacdo prognostica dos resultados
obtidos pelo nosso estudo, certamente os mais importantes foram os fatores que
mostram a diferenciagdo neural do Sarcoma de Ewing, presenca de rosetas
verdadeiras de Homer Wright, considerada um marcador morfologico, ¢ a
expressividade imunohistoquimica do N.S.E..

Esses marcadores foram tdo categoricos como fatores do mau progndstico,

que confeccionamos um Indice de Diferenciagdo Neural, ( 1.D.N.), graduado de 0 a II,
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conforme a tabela abaixo.(vide tabela 23). Na aplicagdo deste indice em nossa
casuistica, ele se mostrou muito significativo estatisticamente, onde o pior

prognostico estava sempre relacionado com o grau I1.( Grafico 41).

GRAU 0 GRAU 1 GRAU II

ROSETAS AUSENTE APENAS UM DOS | PRESENTE
DOIS MARCADORES

N.S.E. AUSENTE PRESENTES PRESENTE

Tabela 23. Mostra a quantifica¢do do Indice de Diferenciagdo Neural.
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Grafico 41.0 grafico mostra a analise estatistica da aplicacdo do I.D.N. na nossa
casuistica mostrando ser este indice altamente significativo, com piora do progndstico
a medida que ele aumenta em graduagao de 0-II.
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4.1.11. CORRELACAO DO IDN E OUTROS ACHADOS DE IMPORTANCIA

PROGNOSTICA NA LITERATURA.

Para testarmos a estabilidade estatistica deste indice ( IDN ), usamos um
artificio estatistico chamado BOOTSTRAP, que permite avaliar grupos de pacientes
com numero pequeno ( N ). Fizemos 100 grupos de 32 pacientes sorteados
aleatoriamente do grupo principal. Correlacionamos com achados de relevancia
progndstica na literatura( necrose tumoral espontanea, localizagao no esqueleto axial).

Obtivemos o seguinte resultado: ( vide tabela abaixo )

|.D.N. 94%
TOPOGRAFIA TUMORAL 47%

METASTASE 31%
NECROSE 28%

Tabela 23. A tabela mostra o resultado do teste de BOOTSTRAP, onde aplicado a
regressao Cox Mantel. Nos 100 conjuntos formados, a presenca do IDN foi
extremamente significativa, aparecendo em 94% dos conjuntos, seguidos pela
localizagdo no esqueleto axial do tumor, metastase ao diagndstico e necrose tumoral
espontanea.
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Com os resultados da tabela acima, fizemos um indice global de sobrevida
(IGS), no qual somamos a presenca do IDN os fatores prognosticos relevantes na
literatura, e que na nossa casuistica tiveram uma tendéncia ao mau progndstico
( localizagdo no esqueleto axial, metastase, necrose espontanea tumoral). Com esses
dados o IGS foi graduado da seguinte forma: grau 0, na completa auséncia desses
fatores, do grau I ao III, pela somatoria de cada um desses fatores . O IGS tem
graduacdo até o III, porque na avaliagdo Cox, acima da somatoéria de 3 ou mais

fatores, correlacionado com prognostico, o valor do p era o mesmo ( p= 0,005).

L.G.S. PACIENTES OBITOS %
0 05 0 0
I 10 5 50
| 09 5 55
Il 08 6 75

Tabela 24. A tabela mostra a aplicabilidade do IGS ( indice Global da Sobrevida ) nos
32 pacientes da nossa série, notar que porcentagem dos 6bitos ¢ maior a medida do
aumento da sua graduacao.




RESULTADOS 87

) ' ) ' I ' I ' ) ' ) ' |
: 1.G.S.
§ ple)
3 —O= 0
2 ? —o— |
S 3 —O— I
w : n
[m)] :
< :
Q |
= : :
[a1] 3 3
é e B
o } o
x i O i
O g O SO SO P H
0,0 o oo T F T PRPIE 4
1 M 1 M l M 1 M 1 M l M l
0 20 40 60 80 100 120
EVOLUCAO EM MESES P=0,005

Grafico 42. O grafico mostra a influencia do IGS, na sobrevida dos nossos pacientes.
Notar que o aumento da graduacao piora o progndstico.
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Fig. 1. Caso 31 Radiografia simples do fémur distal em perfil
Mostrando o levantamento periosteal em casca de
Cebola.
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Fig 2 Caso 31 — ( H&E original 10 x ) corte histologico mostra a infiltragdo tumoral
permeando a  cortical 0ssea. Essa se espessa as custas de esclerose dssea reacional.
O tecido tumoral intercalado por esclerose Ossea cortical d4 o aspecto radiografico de
"casca de cebola".
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Fig.3 — caso 32 Radiografia simples do tergo distal do femur
Mostra lesdo litica entremeadas com areas de esclerose,
com aspecto permeativo e rotura da cortical.




ILUSTRACOES 92

Fig. 4 caso 29 Radiografia simples distal da tibia
Mostrando o mesmo aspecto permeativo.
Achado comum nos SE/PNET
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Fig. 5 Caso 31 Tomografia computadorizada mostrando um corte do fémur
distal com limites imprecisos do tumor
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Fig. 6 Caso 31 Ressonancia Nuclear Magnética para analise comparativa entre os
femures. Observar a E, o comprometimento tumoral no canal medualr, e a extensao
para partes moles de forma muito precisa.

94
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Fig. 7 . Caso 31 Cintilografia 6ssea ' *, demonstrando a hipercaptagdo do
radiofarmaco no 1/3 distal do fémur E (seta), sem evidéncia de comprometimento em
outro 0sso
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Fig. 8 Caso 29 ( H&E original 10X ) A figura mostra tecido neopldsico com padrao
densamente celular monétono, septado por traves conjuntivas delicadas, com nucleos
pequenos, escuros ¢ citoplasma escasso.
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Fig.09. Caso 31 ( H&E original 40x ) A figura mostra padrdao da apoptose nas células
tumorais (seta vazia). Ver contraste com as células preservadas ou células principais
(' seta cheia).
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Fi 10 A (H&E original 20x) mostra o SE classico, células pequenas uniformes, com
citoplasma escasso, nucleos pequenos com cromatina delicada e nucléolos pouco
evidentes.

Fig.10B.Caso 03, ( H&E original 20x ), mostrando atipia celular, com nuicleos
maiores e irregulares, nucléolos evidentes (comparar com a figura A).
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Fig.11 Caso 18 ( H&E original 40x) A figura mostra a formag¢ao de rosetas
verdadeiras de Homer Wright ( seta ).
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Fig.12 Caso 15 ( H&E original 20x ) A figura mostra area de necrose entremeada por
células tumorais viaveis.
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Fig.13. Caso 15 ( H&E original 40x ) A figura mostra muitas figuras de mitose por
campo de maior aumento.
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Fig. 14 Caso 02 ( reacdo pelo PAS; original 20x ) A figura mostra células coradas
de vinho, correspondente ao material granular do glicogénio intracitoplasmatico.
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Fig.15. Caso 20 ( coloragdo pela prata original 10 x ) A figura mostra fibras de
reticulina presentes envolvendo os l6bulos e ndo as células individualmente.
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Fig. 16 caso 29 (original 40x),A figura mostra a reacao positiva a NSE ( células
coradas em ferrugem expressam a positividade ).
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Fig. 17. Caso 03,( original 40x) A figura mostra a reacdo positiva ao S-100. Auto
controle filete nervoso ( seta).
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Fig.18 Caso 01,( original 20x) A figura mostra a reag@o positiva a Vimentina.
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Fig. 19. (original 10x),A figura mostra reagdo positiva ao Leu-7.
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Fig 20 Caso 26 (original 10x) A figura mostra reacdo positiva a Cromogranina.
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Fig. 21 Caso 21 (original 20x) A figura mostra reac¢do positiva a Synaptofisina.
Também evidenciamos nesta lamina a formac¢ao de rosetas de Homer Wright ( seta ).
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Fig. 22 Caso 31 (original 40x) A figura mostra a reagdo positiva ao CD99
evidenciando a presenga do mic-2. Padrdo de coloragdo que evidencia a membrana
celular ( glicoproteina de membrana).
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6. DISCUSSAO

Ushigome et al 1989, propde serem o Sarcoma de Ewing e PNET, tumores
participantes de uma mesma origem, na qual apenas representam estagios diferentes
de uma mesma doenca, onde numa avaliagdo espectral, num extremo estaria o
Sarcoma de Ewing representado por células totalmente indiferenciadas e no extremo
oposto estaria PNET mostrando diferenciagdo celular neural.

Clinicamente eles se apresentam da mesma forma, com queda do estado geral,
febre, dor e aumento da temperatura local, aumento de volume local por massa em
tecidos moles, alteragdes do hemograma que muitas vezes torna dificil o diagnéstico
diferencial com a osteomielite ( HOROWITZ et al 1991; SHAJOWICZ, 1993 ).

A idade em que o tumor se apresenta esta descrita na literatura como sendo o
pico da incidéncia entre a primeira e segunda década ( LLOMBART-BOSCH, 1988;
SCHIMIDT et al, 1993; FELLINGER, 1992; FRASSICA et al, 1993; DORFMAN &
CZERNIAK, 1998 ), na nossa casuistica tivemos uma distribui¢do igual de 26
pacientes na primeira e segunda década e os restantes 6 acima da segunda década.
Estatisticamente ndo foi significante com relacdo a sobrevida, embora alguns autores
reportaram uma ligeira tendéncia do PNET ser mais freqiiente a partir da segunda
década, e mais agressivo dada as suas proprias caracteristicas proprias da
diferencia¢do neural ( USHIGOME et al, 1992; ROMANI et al, 1993; FRASSICA

et al, 1993 ). A distribuicdo relativa ao sexo, originalmente descrita como mais
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freqiiente no sexo masculino ( 1,5 Homens para 1 Mulher ). Na revisdo da literatura
sofre algumas modifica¢des, quando se estuda separadamente o Sarcoma de Ewing
ou o PNET. Romani et al, 1992 relata a distribuigdo relativa ao sexo de 7H:8M,
quando estudaram apenas os casos de PNET. No nosso estudo tivemos uma
distribuigdo igual entre os sexos, que também ndo foi de valor prognostico. E um
tumor raramente encontrado na raga negra, portanto de uma etnia quase
exclusivamente caucasoide. Este achado se constatou nesse estudo, onde todos os

pacientes eram brancos.

Em nossa série, a localizacdo topografica do tumor foi mais freqiiente no
esqueleto apendicular, onde o fémur foi o 0sso mais acometido, também sugerida por
Daugaard et al, 1989; Schmidt et al, 1991. Os autores que nos seus estudos
compararam a distribui¢do topografica do PNET especificamente, descreveram uma
incidéncia muito maior no esqueleto axial ( USHIGOME et al, 1992; SHIMIDT et al,
1992; ROMANI et al, 1993 ). Em conformidade com a literatura, estatisticamente
existiu uma tendéncia a piora da sobrevida em pacientes que tinham localizacdo no
esqueleto axial.

A localizacdo na pélvis desse tumor compromete muito a sobrevida (
FRASSICA et al, 1993). Em nossa casuistica observamos apenas uma tendéncia a
esse fato, além do que, o nimero estudado foi muito pequeno ( 3 ). Assim sendo nao

temos parametros estatisticos confidveis para afirmar. Uma das explicagdes para esse
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mau prognostico € que se o tumor cresce para o interior da pélvis, muitas vezes de
forma silenciosa sem sintomatologia que o identifique precocemente, € no momento
do diagnostico ja ¢ muito extenso com o envolvimento de 6rgaos pélvicos. Uma outra
possibilidade ¢ a dificuldade de remocao cirurgica adequada, dada a proximidade do
tumor com estruturas vitais intrapélvicas, fato esse que dificilmente ocorre com os
tumores localizados no esqueleto apendicular.

O estadiamento para os tumores musculoesqueléticos de Enneking, ¢ utilizado
na maioria dos servicos de oncologia ao redor do mundo, com a finalidade
estabelecer um padrdo de avaliacdo e estadiamento com conseqiiente uniformidade de
tratamento para os pacientes. Quanto maior a graduagdo, piora a sobrevida, uma vez
que essa graduagcdo estd relacionada com o crescimento tumoral intra ou
extracompartimental, ao grau histologico, e presenca de metéastases ( ENNEKING et
al, 1983; FRASSICA et al, 1993 ). Em nossa casuistica, os pacientes com o grau IIIB,
tiveram uma tendéncia ao comprometimento da sobrevida.

A presenca de metastase ao diagnostico ¢ relatada na literatura como um fator
de mau progndstico ( PATRICIO et al, 1992, FLECHNER et al,1993), independente
do niimero de lesdes ( PAULISSEN et al, 1998). Em nossa casuistica cerca de 18%

( 6/32) dos nossos pacientes tinham metastase presente ao diagnostico, o que estd em
conforme com os achados de PAULISSEN et al (1998). A metéstase ndo apresentou
significancia estatistica, como um fator isolado de mau prognoéstico, mas foi de

significancia relevante quando associada com o indice de diferenciacdo neural.
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O paciente que ndo apresenta metastase ao diagnostico e a desenvolve no decorrer da
quimioterapia, representa uma falha de tratamento, e estd relacionada com tumores
que apresentam padrio de atipia celular ao exame histopatologico ( BURGET et al,
1990, CANGIR et al, 1990, HARTMAN et al,1991). Na nossa série, nao houve
significancia na correlagdo da presenca de metastase e atipia celular. A sobrevida
média de nossos pacientes estd em aproximadamente 20 meses, de conformidade
com a literatura, que mostra sobrevida em torno de 25 meses ( LLOMBART-BOSCH
et al, 1989; MUNOZ et al 1998 ),18 meses ( HEIJ et al, 1994 ) e 12 meses em
pacientes com tumores pélvicos ( FRASSICA et al, 1993).

Na avaliagdo dos exames de imagem, todos os tumores mostraram um padrao
semelhante em todos os casos, caracterizado por acometimento metafisario, com
areas de lise Ossea, entremeados por esclerose dssea com ruptura da cortical e
extensao do tumor para partes moles. O volume tumoral ndo foi avaliado, pois muito
pacientes ndo tinham tomografia que permitisse uma avaliagdo segura. Existe
controvérsia na literatura com relagdo a real significincia do volume do tumor e
progndstico. Para os achados de Picci et al ( 1993 ), o volume tumoral ao diagnostico
ndo teve importancia progndstica. Segundo evidéncias de Patricio et al ( 1991 ), os
pacientes com maior volume tumoral ao diagnostico tiveram pior prognostico assim
como o tempo de sobrevida livre de doenca nesses casos foi bem maior nos pacientes
com tumor de menor volume. O autor infelizmente, ndo menciona a dimensdo real

das lesdes. Embora ndo tenhamos medido o volume tumoral, achamos que esse ponto
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na literatura deixa margens para muita discussdo, pois sistematicamente essa
neoplasia quando diagnosticada ja tem um comprometimento grande de partes moles,
e portanto um grande volume.

Na literatura disponivel, existem controvérsias a respeito da atipia celular
correlacionada com a sobrevida. Varios autores ( LLOMBART-BOSCH 1986 - 1989,
SCHIMIDT et al, 1991; ODA et al, 1995 ), ndo encontraram relacdo significativa
entre a atipia e prognostico. No entanto para alguns autores ( HARTMAN et al,
1991; USHIGOME et al,1992; ROMANI et al, 1993), quando o tumor apresenta
aspecto lobular, células de volume aumentado tem sido correlacionada com o mau
prognostico, desde que as células tumorais, mostram diferenciacdo neural. A atipia
celular ao nosso ver, ndo pode ter significado relevante isoladamente, porqué o
material de bidpsia pode estar representado um pequeno universo de todo o tumor, e
nesse espécime pode ter um predominio de células morfologicamente tipicas, e com
conseqiiente melhor progndstico. Na avaliacdo global, quando se discute na literatura
os achados hitopatolégicos, tem se valorizado o aspecto em jogo de xadrez, dada
pelas células neoplésicas preservadas ( tipo 1 ) e em apopitose ( tipo 2 ) ( KISSANE
etal, 1983; LLOMBART-BOSCH et al, 1986; HARTMANN et al, 1991).

Nos nossos achados a atipia celular tumoral ndo teve influéncia na redugdo da
sobrevida.

O achado de rosetas de Homer-Wright, tem sido considerado por véarios

autores como um critério morfolégico de diferenciacdo neural do Sarcoma de Ewing,
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e conseqlientemente de mau prognostico ( LLOMBART-BOSCH et al,1986;
SCHIMIDT et al, 1991; USHIGOME et al, 1992; ROMANI et al, 1993; NAVARRO
et al, 1994; ODA et al, 1995 ). Em nossa série, encontramos essas rosetas em 7
pacientes as quais se correlacionaram com extremo significdncia com o mau
progndstico ( sobrevida média em torno de 18 meses ).

A presenca de rosetas foi o unico dado histopatologico que teve correlagao
direta com a sobrevida em nossa série, e foi considerado por nds como um importante
fator de diferenciacao neural.

A avaliacdo da necrose tumoral espontinea presente no diagndstico
histopatologico tem sido um fator de controvérsia. Alguns autores demonstraram
correlacdo direta e progressiva do comprometimento prognostico a medida do
aumento do grau de necrose ( LLOMBART-BOSCH et al, 1986; DAUGAARD et al,
1989; FLECHNER & MILLS, 1993 ). Pacientes com necrose tumoral espontanea
acima de 50% apresentaram sobrevida em torno de 11 meses ( DAUGAARD 1989 )
com piora a medida da associagdo com o comprometimento extenso de partes moles
( LLOMBAT-BOSCH et al, 1986 ). Em nossa série, ndo tivemos uma correlagao
importante entre a necrose e o 0bito dos pacientes analisados. Vale a pena esclarecer
um ponto, a qualidade e quantidade do material colhido tem muita influéncia em uma
avaliacdo histopatoldgica quanto a quantificacdo da necrose ao diagndstico. Esta pode
variar de acordo com o local da retirada da biopsia. Na hipotese dela ser retirada de

uma area mais central do tumor, muito provavelmente a chance de se obter area
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necrotica serd maior do que se a retirada de area mais periférica e com melhor aporte
vascular. Em nossos pacientes as bidpsias foram obtidas tomando-se o cuidado da
retirada do material obter um espectro de todo o tumor.

Segundo Shajowicz (1994), as mitoses estdo presentes mas sdo infreqiientes,
0 que contrasta com um crescimento rapido " a olhos vistos " nesta neoplasia. Neste
trabalho observou-se que o indice mitdtico variou de 0 a 22 mitoses por 10 campos de
maior aumento ( C.M.A.).

O que observamos em nossos casos, foi a presenca constante de mitoses,
sendo que em 26 casos o indice mitotico estava abaixo de 1 C.M.A. Nao obtivemos
correlacdo desse indice com a sobrevida, ja Daugaard et al ( 1989 ), avaliando 87
pacientes, observou correlagdo na contagem de mitoses, quando era menor do que 1
C.M.A. a sobrevida média era de 26 meses e quando maior ou igual a 1 CM.A. a
sobrevida reduzia drasticamente para 12 meses.

A presenca de glicogénio intracitoplasmatico, descrita na década passada por
Shajowicz, como achado importante para o diagnéstico do Sarcoma de Ewing/PNET,
¢ ainda hoje utilizada para separar os tumores de células redondas. Cerca de 80% a
90% dos Sarcomas de Ewing apresentam granulos PAS positivos ( LLOMBART-
BOSCH et al,1989; ROSENBERG et al, 1990; HARTMAN et al, 1991; SCHIMIDT
et al, 1991; ROESSNER et al,1993; PICCI et al, 1993 ). Em nossa série, tivemos
cerca de 60% de positividade quanto a presenca de glicogénio intracitoplamatico, sem

no entanto ter qualquer correlagdo com o mau prognoéstico. Também Daugaard et al
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( 1989 ) ndo obtiveram qualquer relagdao desse achado com a sobrevida. A medida em
que a célula do SE tem diferenciacdo neural, ela deixa de apresentar glicogénio no
citoplasma. Embora cerca de 10% dos PNETs apresentam glicogénio, era de se
esperar que a auséncia do PAS fosse prognosticamente ruim, € no entanto nao o €.

O estudo das fibras de reticulina mostrou padrao de envolvimento restrito as
traves fibroconjuntivas e de permeio do tumor e ndo envolvendo células neoplésicas,
em acordo com varias descrigdes e livros textos. Esta coloracdo ajuda muito nos
tumores de células redondas, para separar o linfoma, do Sarcoma de Ewing.

Segundo Ambros et al ( 1991 ) o processo de descalcificagdo que ¢ submetido
o material da bidpsia Ossea, pode alterar e muito a resposta imunogénica celular,
sendo que os resultados quando negativos deverdo ser interpretados com muita
cautela.

O uso da reagdo imuno-histoquimica para o diagnostico € o prognostico do
Sarcoma de Ewing, comecou a ser mais utilizada a partir de 1984 ( TSOKOS et al,
1984).

O gem Bcl-2, foi originalmente descrito como um gem envolvido da
translocagdo cromossomica do linfoma tipo B. Nos dias de hoje sabemos que esse
gem esta ligado ao controle da morte celular. A identificagdo do Bcl-2 ¢ muito
importante, pois mostra a correlagdo entre morte celular e resisténcia a quimio e

radioterapia ( DORFMAN & CZERNIAC 1998).
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Na nossa casuistica, somente 2 pacientes mostraram imunogenicidade
presente para esse marcador, e coincidentemente os dois foram a ébito com 13 e 16
meses de seguimento. Nao houve fator progndstico com esses casos, mas acreditamos
que isso se deva ao numero reduzido de pacientes.

O antigeno leucocitario comum, do ponto de vista pratico, ¢ um marcador
altamente especifico para leucocitos, usado para diagndstico dos linfomas em geral, e
portanto deve fazer parte do painel imuno-histoquimico para o diagndstico diferencial
entre as neoplasias de células redondas. Deve ter cautela na sua avaliagdo, devido a
presenca de elementos inflamatdrios nos tumores ( SEIXAS, MT 1995 ). Na analise
dos nossos casos esse marcador foi negativo.

A citoqueratina ¢ utilizada para identificar um grupo de polipepitideos
com peso molecular variando de 40 a 67 KDa, e para diagnosticar neoplasias
provenientes dos tecidos de origem epitelial ( DORFMAN & CZERNIAK, 1998 ),
porém ndo ¢ especifica podendo aparecer em neoplasias de origem mesenquimatosa.
A identificag¢do da citoqueratina ( Cam 5.2 ) nos Sarcoma de Ewing/PNET, tem sido
demonstrada por véarios autores ( COLLINI et al, 1998; ) Alguns trabalhos tém
evidenciado correlacdo entre este marcador e melhora da sobrevida (SCHMIDT et al,
1991 ). Em nossa casuistica, tivemos positividade em apenas 3 pacientes, 9,37%,
identificamos uma tendéncia a piora da sobrevida. Talvez com uma quantidade maior

de pacientes poderiamos chegar a uma outra conclusao.
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A reacdo da Vimentina, expressa universalmente positividade para células
provenientes do mesénquima e algumas epiteliais e suas neoplasias. A sua presenca,
de uma certa forma, garante que a imunogenicidade da célula esta preservada.

( DORFMAN & CZERNIAC 1998 ). Alguns autores relatam a sua presenga como
um auxiliar no diagndstico do SE mas sem muito valor prognostico ( FELLINGER et
al, 1992 ). No6s obtivemos uma positividade para a Vimentina em nossa série de 75%
(24/32 ), sem significancia prognostica.

O gem MIC2, localizado no brago curto do cromossomo X, produz uma
glicoproteina cuja funcdo se acredita estar relacionada com a adesividade celular, e
pode estar envolvido na formacdo da estrutura das rosetas ( DORFMAN &
CZERNIAC, 1998 ). Essa glicoproteina expressada pelo antigeno CD99, ¢ detectada
pelos anticorpos monoclonais HBA71, 013, 12E7 ¢ MIC-2 ( RAMANI et al 1993,
FLEXNER & MILLS 1993, FELLINGER et al 1992 ). O Sarcoma de Ewing/PNET
expressa positividade para o0 CD99 em pelo menos 90% a 95%, mas ndo € especifico
para eles, uma vez que pode expressar positividade para outros tumores pediatricos,
como linfoma linfocitico, e ocasionalmente rabdomiossarcoma e sarcoma sinovial
( DORFMAN & CZERNIAK, 1998; FELLINGER et al, 1992 ), e em tecidos ndo
neoplasicos, como musculo esquelético, medula o6ssea, e linfocitos do baco e
linfonodos ( MACMANUS et al 1996 ).

Segundo Fellinger et al (1992), esse reagente pode ser aplicado a todos os

tecidos acondicionados em parafina e descalcificados, sem perda da antigenicidade da
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célula. Ambros et al 1986, Ushigome et al 1992, publicaram artigos onde sugeriam
que nos tecidos descalcificados existe possibilidade real de perda dessa
imunogenicidade, e recomendam o uso de material congelado para o estudo imuno-
histoquimico do CD99. Em nossa série tivemos positividade de 71,87%. Essa
incidéncia parece relevante, uma vez que sO utilizamos material emblocado em
parafina.

Embora esses achados sejam abaixo do que se costuma encontrar na literatura,
observamos que dos 32 casos avaliados, somente em 2 casos ambos: CD99 e Vim
foram negativos. Nos demais a freqiiéncia do CD99 e Vim exibiram respectivamente
71,87% e 75%. Segundo Fellinger et al (1991), a presenca desses dois marcadores,
associado a clinica, histopatologia, ja seriam suficientes para dar o diagndstico de
Sarcoma de Ewing. A fungdo do CD99 na realidade, ¢ mais para confirmagdo
diagnostica do SE/PNET do que um fator prognostico.

Ap6s a confirmacgao diagnostica do SE/PNET, usamos os marcadores neurais
para fazer a distin¢do entre os SE com, e sem diferencia¢do neural (PNET), a qual ja
relatamos tem influéncia no mau progndstico.

Um dos principais marcadores neurais, utilizado amplamente na literatura, ¢ o
NSE. E uma enzima glicolitica que transforma piruvato de 2-fosfoglicerato em
piruvato de fosfofenol. Essa proteina tem subunidades que sdo especificas para varios
tecidos, explicando sua presenga por exemplo, para células musculoesqueléticas,

outra subunidade presente nas células gliais, outro no cérebro e tecido
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neuroenddcrino ( DORFMAN & CZERNIAK 1998 ). Em trabalhos de Fellinger et al
em 1992, o NSE ndo se mostrou importante como fator progndstico isolado. Foi
usado em nossa série como um marcador neural, e tivemos uma positividade de
34,37% dos casos. Na correlagcdo com o progndstico foi notdrio o seu significancia. A
sobrevida média dos pacientes estava em torno de 11 meses.

A proteina S-100, foi originalmente identificada nas células gliais, e células de
Schwann, mas pode se expressar em melandciotos, células de gordura, células
mioepiletilais e células de Langherans, células cartilaginosas € nos cordomas
( DORFMAN & CZERNIAC, 1998). E usada como um marcador neural.
Curiosamente, a sua expressao, segundo trabalho de Schimdt et al ( 1991 ), mostra
que este marcador pode estar relacionado com um curso clinico favoravel. Em nossa
casuistica, a expressividade pelo S-100 ocorreu em 25% dos casos € ndo mostrou
qualquer valor prognostico.

O Leu-7, ¢ identificado como marcador em bainha do nervo e células
neuroenddcrinas, usado para fazer diagnostico diferencial entre neoplasias de células
fusiformes e tumor de origem em bainha nervosa. Segundo Schmidt et al (1991), a
presenca do Leu-7, associada a outros marcadores de diferenciacdo neural ou mesmo
isolado em sarcoma tipo PNET indica um progndstico pior. O leu-7 foi encontrado
em 3 pacientes desta casuistica e ndo mostrou qualquer valor prognostico.

A utilizagdo do neurofilamento, como marcador neural, tem sido

recomendado para diagnosticar tumores neurogénicos. Ele ¢ subdividido em trés
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distintos polipepitideos com diferentes pesos moleculares, com positividade para
SE/PNET e neuroblastoma ( USHIGOME et al, 1989 ). Nao fala a freqiiéncia em que
esse marcador foi identificado, mas em nossa casuistica encontramos em apenas um
paciente ndo sendo possivel qualquer correlagdo prognostica.

A Sinaptofisina ¢ um marcador identificado nas células neurais e nas vesiculas
pré-sinapticas. Tem sido usada como um marcador neural em tumores com
diferencia¢do neuroenddcrina, como por exemplo o neuroblastoma, paraganglioma e
outros ( DORFMAN & CZERNIAK, 1998 ). A expressdao da positividade desse
marcador em nossos casos foi de 21,87% e ndo mostrou qualquer valor estatistico.

A proteina glial fibrilar ( GFAP ), identificada nas células gliais, ¢ usada no
diagnostico diferencial dos tumores localizados no cranio, coluna vertebral e bainha
dos nervos periféricos( DORFMAN & CZERNIAC, 1998 ). Esteve presente em
apenas 12,50% dos casos sem relevancia prognostica.

A Cromogranina foi identificada em 43% dos casos, € ndo mostrou valor
progndstico isoladamente.

Schmidt et al (1991), foram autores que mais avaliaram a relacdo entre
marcadores neurais e prognostico do SE. Eles chegaram a propor uma nova
classificagdo dos SE/PNET segundo a sua diferenciagdo neural, indicada pela
aquisi¢ao de marcadores neurais, na avaliagdo imuno-histoquimica de seus pacientes.

Eles classificam os tumores em 4 grupos dependendo da presenga de

marcadores neurais. Grupo I sem qualquer marcador incluindo a auséncia de rosetas
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de Homer-Wright, Grupo II quando o tumor apresenta um marcador neural e seriam
considerados SE. J4 os Grupos III e IV seriam os tumores que apresentam dois ou
mais marcadores neurais, e/ou rosetas verdadeiras e considerados PNET. Notou que
os pacientes dos grupos III e IV tinham sobrevida pior do que os grupos I e II.

Em nossa casuistica fizemos essa distribui¢do ¢ ndo encontramos correlagao
progndstica, entre a avaliacdo isolada e em conjunto com os marcadores neurais, a
exce¢do do NSE especificamente e rosetas de Homer-Wright. Eles foram os unicos
marcadores que avaliados em conjunto ou isolados tiveram notéria relagdo com o
mau prognostico nos nossos casos,( p< 0,05 ). Usamos a aquisi¢do desses
marcadores, a medida em que eles iam aparecendo em nossos casos e elaboramos um
indice, o qual chamamos de indice de diferenciacdo neural ( LD.N.). O grau 0,
quando ndo apresentava nenhum desses marcadores, o grau I quando era identificado
um marcador, podendo ser o NSE ou a presenca de rosetas verdadeiras, ¢ grau II
quando estavam presentes esses dois marcadores.

Em nossos casos o IDN se mostrou altamente sensivel e diretamente
proporcional, isto ¢ a medida que aumenta a sua graduagdo, observa relacao direta
com o comprometimento da sobrevida ( P= 0,0028).

Teoricamente, a presenca de metastase ao diagnodstico, tem sido um fator
clinico que compromete a sobrevida. Além da metastase ao diagnodstico, outros
fatores, tais como, necrose tumoral espontanea, ¢ a localizagdo no esqueleto axial da

neoplasia, tem sido de relevancia prognostica na literatura. Para testar a estabilidade
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do IDN, era necessario compara-lo com outros fatores de piora do progndstico.
Embora ndo tdo significantes, e com o p acima de 0,05, comparamos esses fatores
com o IDN, usando o método de BOOTSTRAP, que ¢ um artificio estatistico que
permite avaliar com seguranca um numero pequeno de pacientes. Fizemos 100
grupos de 32 casos sorteados aleatoriamente do grupo principal. Aplicamos a
regressao de Cox e o IDN, se mostrou muito estdvel aparecendo em 94% dos grupos,
seguido da localizagdo axial do tumor, metastase e necrose tumoral espontanea.

Com esses dados, fizemos um indice global de sobrevida ( IGS ), associando
aqueles fatores ao IDN. Claro que ndo tivemos o mesmo rigor estatistico usado no
IDN, uma vez que na andlise univariada o p para a necrose ¢ metastase ao diagndstico
e localizagdo no esqueleto axial ficou acima de 0,05. Mas os resultados que
obtivemos, quando aplicamos o IGS em nossos casos nos permite sugerir que a
utilizagdo deste indice mostra-se promissora nos estudos dos sarcomas de Ewing e

PNET.
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7. CONCLUSOES

Apos as avaliagdes e comparagdes de todos os fatores disponiveis para analise

com o prognostico, chegamos as seguintes conclusdes:

1 — A diferenciacdo neural caracterizada pela presenca de rosetas de Homer-
Wright e positividade ao N.S.E., demonstraram estreita correlacdo com reducdo de
sobrevida, tornando fundamental a sua pesquisa nas avaliagcdes histopatologicas do

sarcoma de Ewing/PNET.

2 — O Indice de Diferencia¢do Neural ( IDN), foi definitivo em mostrar a piora

do progndstico a medida do aumento da sua graduagao.

3 — A correlagdo prognostica observada na aplicagio do Indice Global de
Sobrevida ( IGS), que agrupa: metastase presente ao diagnostico, necrose tumoral
espontanea e a localizagdo topografica no esqueleto axial, mostra-se promissora nos

estudos dos sarcomas de Ewing/PNET.
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SUMMARY

The objective of this paper was evaluate the morphologic and
immunohistochemical profile and its relationship with the prognosis of Ewing
Sarcoma.

32 patients were studied (16 patient of each sex), everybody white, with tumor
of small round cells, with diagnosis of Ewing Sarcoma and PNET, in a period
between 1989 and 1997.

Clinically was appraised with relationship to the age, sex, time of history,
topography of the lesion, presence of metastasis at the diagnosis, and Enneking
staging.

The hystopathologic study was evaluated with relationship of: cellular atipia,
presence of Homer-Wright rosettes, spontaneous tumoral necrosis, and mitotic index.
It was also evaluated the presence of intracitoplasmatic gligogen and the pattern of
reticulin fibers.

At the immunohistochemical study 12 cellular markers were used for
differentiation analysis: mesenquimal, epitelial, neural, glial, and leucocyte according
to the following relationship: I came (vimentin); Cam-5.2 (keratin); SNE (specific
neural enolase );S-100 protein, Leu-7 ,Syn (Synaptofisin), NF (neurofilament), CGR
(cromogranin), GFAP (filament of glial protein ); CD99 (glicoprotein of the cellular
membrane MIC-2); LCA (Leucocyte common antigen). It was also analyzed through

of that method the Bcl-2 (gem that controls the cellular apopitosis).
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Cox Mantel's statistical method, and sobrevida of Kaplan Meyer was used, for
evaluation of prognostics factors.

The patients' age varied from 02 to 36 years with 15,11 year-old average. The
location of the tumor, in the axial skeleton, showed tendency to the bad prognostic in
our series.

Of the correlated factors, the one of the most immportant were markers of
neural differentiation: a morphologic one, characterized by the presence of Homer-
Wright rosettes and other the immunohistochemic, SNE marker.

With those markers we make a called Index of Neural Differentiation (NDI)
with values ranged from 0 to II, where the degree 0 means the absence of the
markers, the degree I the presence of at least one of those markers, and the degree 11
with the presence of these two neural markers. This index was shown very expressive
when applied in our patients p=0,0028.

Also the presence of metastasis at diagnosis, was a clinical factor that
committed the survival in our patients. Practically all of these dead in the first 20
months of disease, although without statistic value (p = 0,2312). The metastasis is a
clinical indicator of the spread of the tumor in another organs, and therefore with a
more difficult to control, even with the chemo and surgical treatment.

After the evaluations of all the available factors for analysis with the

prognostic, we have the following conclusions:




SUMMARY

1-The axial skeleton, and metastasis at diagnosis, can predict a worse

prognostic evolution (survival smaller than 18 months).

2— Neural differentiation characterized by presence of Homer-Wright rosettes

and SNE were defined as worsening prognostic factor.

3—Neural Differentiation Index (NDI), was definitive as showing the

worsening of the prognostic as it increased graduation.

4-The association of DNI and metastasis, spontaneous tumoral necrosis and
the location in the axial skeleton of the neoplasia, that are factors of
significant prognosis in the literature, has important prognostic evaluation

when they are together comparing with worse prognosis.
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Gréfico 43. O grafico mostra a evolugfio da sobrevida global dos 32 pacientes deste
estudo. .
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TABELA 25. A tabela mostra o resultado global da aval
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IDADE DIAGNOS| ENNEK { LOCAL EVOL VIVO META
MESES
1 11 5 11B TIBIA 63 1 0
2 18 2 1B CLAVICUL 23 0 1
3 2 6 B ILIACO 21 0 1
4 5 2 B FEMUR 8 0 0
5 13 1 B FEMUR 64 1 0
6 16 3 B UMERO 110 1 0
7 3 4 B ESCAPULA 42 1 0
8 11 5 B FEMUR 112 1 0
9 8 3 IIB UMERQ 16 0 0
10 10 9 11B FEMUR 43 1 0
11 3 4 11B VERTEBR 2 0 0
12 15 2 1B FEMUR 35 1 0
13 14 4 1IB TIBIA 43 0 0
14 8 5 1B COSTELA 11 0 0
15 8 1 I8 FIBULA 13 0 0
16 8,8 4 B |CALCANEOQO[ 26 1 0
17 19 8 B TIBIA 7 0 0
18 30 2 1B FEMUR 7 0 0
19 20 4 B FEMUR 17 1 1
20 25 9 1B TIBIA 65 0 0
21 5 5 B FEMUR 7 0 0
22 18 4 IIB FEMUR 5 0 0
23 8 5 1B FEMUR 47 1 0
24 26 2 B TIBIA 7 0 1
25 22 2 B ILIACO 5 0 1
26 22 24 B FEMUR 26 1 0
27 16 2 1B ILIACO 11 1 1
28 33 7 1B MANDIBUL 34 1 0
29 9 1 B TIBIA 15 1 0
30 11 3 1B FIBULA 10 1 0
31 12 1 B FEMUR 16 1 0
32 4 36 fB VERTEBR 8 0 0

TABELA 27. A tabela mostra o resultado da avaliagfo clinica, quanto a idade, tempo
de doenga, localizagio topografica do tumor, evoluco em meses, e presenca de
metastase ao diagnostico.
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PACIENTES

TABELA 28. A tabela mostra o resultado da avaliacZo histopatologica, quanto 3
presenca de necrose tumoral espontinea, rosetas, atipia celular, mitoses, e resultado
histoquimico do glicogénio intracitoplasmatico ( PAS ).

(0) ausente; (1) presente; ( N.?) nfio avaliadas.
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ROSEMBERG et al 1994 COFFIN et al 1997 BARBI et al 1998

VIM 93,6 75%
CAM 17% < 10% 9,37%
NSE 68,50% 34,37%
$100 24.40% 40% 25%
Leu7 28,20% 40% 9,37%

NF 7,10% 40% 3,12%
CGR 1,30% 20% 43,75%
SYN 2,60% 40% 21,87%
GFAP 0% 10% 12,50%
LCA 0% 0% 0
MIC2 87,10% 90-100% 72%
Bcel2 53,90% 6,25%

Tabela 29. A tabela mostra a comparacéo do resultado final do trabalho coma

literatura.




