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RESUMO
Introducao: o termo neuroendécrino tem sido usado para definir células que secretam seus produtos de maneira regulada ou
dirigida em resposta a estimulos especificos. O sistema neuroenddcrino inclui neurénios, células endécrinas e células imunes, compartilhando
um fendtipo comum, caracterizado pela expressao de diversos marcadores. O objetivo do presente estudo foi determinar por imuno-
histoquimica, o grau de diferenciagdo neuroendécrina em mesoteliomas pleurais por meio da sensibilidade mdltipla em paralelo dos
marcadores tumorais cromogranina A e enolase neurdnio-especifica (NSE). Metodologia: estudo secundario resultante da revisao nao
sistematica. Andlise de dados primérios nao publicados de 16 pacientes com mesotelioma pleural maligno. A técnica imuno-histoquimica
utilizada foi peroxidase-anti-peroxidase. Os marcadores utilizados foram: cromogranina A; NSE; queratina, vimentina, desmina, actina
muscular e proteina S100. Calculo da sensibilidade isolada de cada marcador e da sensibilidade para diferenciagdo neuroendécrina com
os marcadores NSE e cromogranina A na combinagao muiltipla em paralelo. Resultados: pacientes eram 11 homens (média de idade, 63
anos) e 5 mulheres (média de idade, 47 anos). Dos casos, 81% (13/16) eram do tipo histoldgico epitelial e 19% (3/16) do tipo bifasico.
Sensibilidade isolada dos marcadores: queratina 100%, vimentina 94%, desmina 56%, NSE 25%, cromogranina A 31%, protefna S100
31% e actina muscular 0%. Sensibilidade para diferenciacao neuroendécrina de 55,9% com NSE e cromogranina A usados como testes
mdltiplos em paralelo. Conclusao: na pratica clinica a expressao de marcadores neuroendécrinos em mesoteliomas pleurais conduz a
possibilidade dessas neoplasias expressarem maior quimiossensibilidade e de serem (teis para o diagnéstico diferencial com outros tipos
de neoplasias na pleura.

Descritores: diferenciagao neuroendécrina, marcadores tumorais, mesotelioma pleural, cromogranina A, enolase neurénio-especifica.

ABSTRACT

Introduction: the term neuroendocrine has been used to define cells that secrete their products (markers) in a regulated manner, in
response to a specific stimulus. The neuroendocrine system includes neurons, endocrine cells and immune cells. The presence of a
neuroendocrine marker was viewed as evidence of the neuroendocrine origin of the tumor cells. Our purpose was to determine the
sensitivity of neuroendocrine differentiation using neuron specific enolase (NSE) and chromogranin A in a parallel multiple test in pleural
mesotheliomas. Methodology: analysis of unpublished primary date. The distribution of keratin, vimentin, desmin, muscular actin, S100
protein, NSE, and chromogranin A was studied by immunohistochemistry according to peroxidase antiperoxidase (PAP) method. Sensitivity
of tumor markers was used in a parallel combination strategy from 16 specimens with diffuse mesotheliomas of the pleura (epithelial and
biphasic type). Results: patients included 11 men (mean age, 63 years old) and five women (mean age, 47 years old). Thirteen cases
(81%) were of epithelial type and three cases (19%) of biphasic type. Sensitivity of each tumor marker used was keratin 100%, vimentin
94%, desmin 56%, cromogranin A 31%, NSE 25%, proteina S100 31% and muscular actin 0%. Sensitivity of neuroendocrine differentiation
with tumor markers used in a parallel multiple tests was 55.9%. Conclusion: in the practical clinic the expression of pleural neuroendocrine
markers in mesotheliomas leads the possibility of these neoplasms to express greater chemosensitivity and to be useful for the distinguishing
diagnosis with other types of neoplasms in the pleura.
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Introducao

O termo neuroendécrino tem sido usado para
definir células que secretam seus produtos de maneira
regulada ou dirigida em resposta a estimulos
especificos. O sistema neuroenddcrino inclui neurénios
e células enddcrinas, compartilhando um programa
fenotipico comum, caracterizado pela expressao de
diversos marcadores’.

Alguns exemplos de marcadores neuroendécrinos
mencionados pela literatura sdo: L-aminodcido
descarboxilase (AADC), acetilcolinesterase (AChE),
protein gene product (PGP) 9.5, cromograninas A, B e
C (secretogranina Il), enolase neurénio-especn’ﬁca (NSE),
hormodnios peptideos, sinaptofisina, moléculas de
adesdo da célula neural (NCAM), entre outros?.

Caracteristicas neuroenddécrinas tém sido usadas
como evidéncia de uma origem embrionaria comum
para células normais e neopldsicas. Entretanto,
atualmente, é reconhecido que caracteristicas
neuroendécrinas podem ser observadas em varios
tipos celulares, tais como os imundcitos, que nao
tem a mesma origem embriondria de neur6nios ou
células enddcrinas'.

Day e Salzet' propéem redefinir o conceito
neuroendécrino para incluir a nogao de ativagao ou
transferéncia genética especifica que conduz a expressao
do fenétipo neuroenddcrino, total ou parcialmente, em
uma variedade de tipos celulares, incluindo as células
do sistema imune. As consideracoes mencionadas
conduz ao termo “sistema neuroimunoendécrino”, cuja
acdo e interacao estd sendo objeto de estudo e pesquisa
dos autores deste trabalho.

A importancia de se estudar o fenétipo
neuroendécrino nos tumores bronquicos ja foi
demonstrada por varios estudos na literatura. Trabalho
cléssico de Gazdar e colaboradores® concluiu que tumores
brénquicos ndo pequenas células (NSCLC) que expressam
marcadores neuroendécrinos sdo quimiosensiveis, assim
como tumores bronquicos de pequenas células (SCLC).
Estudos semelhantes com mesoteliomas pleurais nao
foram encontrados na literatura.

O mesotelioma pleural é uma forma rara no Brasil
de tumor maligno primario de pleura. A relacdo entre
a inalacao de fibras de amianto e o risco de
mesotelioma pleural ja estd bem definida, assim como
a associagao desse tipo de fibras com mesotelioma de
peritdnio, pericardio e tinica vaginal. Pode também
estar relacionado com outros tipos de cancer como o
de laringe*.

De acordo com Dail e colaboradores®, a
classificacdo histoldgica dos mesoteliomas pleurais é a
seguinte: epitelial (subtipos tubulopapilar, epitelidide,
glandular, células gigantes, pequenas células, cisto-
adendide e anel de sinete), sarcomatoide (fibroso,
sarcomatoso, mesenquimal), bifasico (epitelial e
sarcomatéide), transicional, desmoplastico e tumor
fibroso localizado da pleura. Na opinido destes autores®,
mesoteliomas classificados como benignos sdao na
realidade hiperplasia. O tipo mesotelioma pleural
difuso seria melhor classificado como transicional. O
termo “mesotelioma fibroso localizado” deve ser
denominado de tumor fibroso localizado da pleura e
nao é de origem mesotelial.

O objetivo do presente estudo foi determinar o
grau de diferenciagdo neuroendécrina em
mesoteliomas pleurais por meio da sensibilidade
multipla dos marcadores cromogranina A e enolase
neurdnio-especifica usados como testes em paralelo,
por imuno-histoquimica, em tecidos fixados de
mesoteliomas pleurais.

Metodologia

Delineamento: estudo secundario correspon-
dendo a revisao ndo sistematica, conduzida a partir do
estudo primario publicado por Hurlimann®.

Novos exames para diagndstico de mesotelioma
pleural maligno ndo foram realizados a partir da
casuistica Hurlimann porque o delineamento é um
estudo secundario. Somente delineamento com
estudos suplementares acrescentam medigdes de um
nimero pequeno de varidveis, para responder a uma
nova hipétese de pesquisa’.
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Aspectos éticos e consentimento dos autores dos
dados primarios nao foram considerados porque,
segundo Hulley e colaboradores’, “os estudos de
registros, dados ou espécimes ja existentes, sao tipos
de pesquisa isentos de revisdo pelo Comité de Ftica
em Pesquisa, desde que existam amostras disponiveis
ao publico”.

Os dados primarios de 16 pacientes com
mesotelioma pleural maligno foram estudados. Os
tumores foram classificados histologicamente em pegas
fixadas em formol. A imuno-histoquimica foi realizada
em laminas fixadas e embebidas em parafina para os
marcadores cromogranina A, enolase neurénio-
especifica, vimentina, queratina, desmina, proteina
S100 e actina muscular.

A classificacao histolégica das diversas amostras
estudadas por Hurlimann” estava de acordo com a
classificagao proposta por Dail e colaboradores®.

A técnica imuno-histoquimica utilizada pelos
pesquisadores foi aquela denominada de peroxidase-
anti-peroxidase (PAP) por Sternberger e cola-
boradores®. Esta técnica usa diaminobenzidina como
cromégeno. A intensidade da imunorreatividade
dos marcadores foi graduada, como dados nomi-
nais, em negativa (-), fraca (+), moderada (++) ou
forte (+++).

Andlise estatistica

Os dados de todos os casos descritos por
Hurlimann® foram transferidos para a planilha
eletronica do software Microsoft Excel?2000, com a
finalidade de estudo estatistico descritivo. As
sensibilidades isoladas de cada exame foram
calculadas com seus respectivos intervalos de
confianca de 95%°1°.

A andlise estatistica utilizada, e ndo publicada por
Hurlimann®, foi a sensibilidade isolada de cada
marcador tumoral testado. Para elevar a qualidade e
otimizar o desempenho do diagnéstico de
diferenciacdo neuroenddcrina para mesotelioma
pleural, foi calculada a sensibilidade total dos
marcadores neuroenddécrinos testados (NSE e
cromogranina A) como teste miultiplo paralelo,
utilizando a seguinte formula: Tp+ = A+ O B+.
Usando linguagem de probabilidade de eventos, Tp+
é teste mdltiplo em paralelo positivo, A+ representa
o resultado positivo do teste A e B+ o resultado positivo
do teste B. Denota-se por A 00 B, o evento unido do
teste A e do teste B. A sensibilidade combinada dos
testes em paralelo foi calculada com auxilio de regras
de calculo de probabilidade para a unido de dois
eventos independentes’.
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Resultados

A descricao dos casos e as sensibilidades isoladas
dos diversos exames nos 16 casos confirmados de
mesotelioma pleural descritos no estudo original de
Hurlimann® estao resumidas nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Descricao dos 16 pacientes diagnosticados como
mesotelioma pleural.
Parametros

Média de idade (limites) anos
Sexo masc . / média idade
Sexo fem. / média idade
Tipo histolégico epitelial

Tipo histoldgico bifasico
Fonte: Hurlimann, 1994.

Resultados
57,9 (20 -78)

11 pacientes (69,0%)/63 anos
5 pacientes (31,0%)/47 anos
13/16 (81,0%)

3/16 (19,0%)

Tabela 2 — Sensibilidades isoladas dos marcadores. Imuno-
histoquimica em 16 casos de mesotelioma pleural nos tipos
histolégicos epitelial e bifdsico.

Marcadore Sensibilidades isoladas
(intervalo de confianca de 95%)
Queratina 100,0 (83,8 — 100,0)
Vimentina 94,0 (74,8 -99,6)
Desmina 56,0 (33,3-77,4)
Enolase Neuronio-Especifica 25,0 (8,9-47,9
Cromogranina 31,0 (13,1-77,4)
Proteina S 100 31,0 (13,1-77,4)
Actina Muscular 0,0 0-0)

Fonte: Hurlimann, 1994.

A sensibilidade mdltipla paralela dos marcadores
para diferenciagdo neuroendécrina testados nos 16
casos de mesotelioma pleural foi de 55,9% (IC95%
39,4% — 72,1%). O resultado obtido foi o célculo das
sensibilidades totais (mdltiplas em paralelo) decorrentes
dos resultados das sensibilidades isoladas, considerando
os marcadores NSE e cromogranina A.

Discussao

As técnicas de imuno-histoquimica detectam
moléculas (antigenos) teciduais. E de grande valor nos
diagnésticos anatomo-patolégicos e na investigagao
cientifica. O mecanismo baésico é o reconhecimento
do antigeno por um anticorpo primario associado a
diversos tipos de processos de visualizagao'".

Atualmente estao disponiveis um grande nimero
de anticorpos para uso em tecidos fixados em formol
e incluidos em blocos de parafina, permitindo
posterior estudo dos blocos arquivados por longos
periodos'.

A detecgao imuno-histoquimica de painéis de
antigenos para diferentes tipos de tumores tem
aumentado a precisdo do diagnéstico histopatolégico
e, muitas vezes, tem permitido analise do prognéstico
de diversos tipos de neoplasia’">.
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A técnica de peroxidase anti-peroxidase (PAP) é
uma variacao da técnica de imunoperoxidade e é ainda
o método de escolha para deteccdo de antigenos em
tecidos ou preparagoes bacterianas com niveis altos
de biotina endégena como rim, figado e cortes por
congelagao, além de ser utilizada em patologias
cirGrgicas para detectar enzimas e antigenos tumorais'".

A andlise da tabela 1 concluiu que 81% (13/16)
dos casos estudados de mesoteliomas pleurais eram
do tipo histolégico epitelial e 19% (3/16) do tipo
bifasico. Estatistica de Hammar e Bolen (1988) em 241
mesoteliomas malignos, apud Deil e colaboradores®,
menciona uma freqtiéncia de 52% para o tipo epitelial
e 17% para o tipo bifasico.

No estudo de Hurlimann®, observa-se a alta
sensibilidade para o diagnéstico de neoplasias epiteliais
com dos marcadores queratina (100%) e vimentina
(94%); a baixa sensibilidade para os marcadores de
neoplasias musculares representados no estudo pela
desmina (56%) e actina muscular, em conjunto com a
proteina S100, um marcador tipico do sistema nervoso
central (marcador de astrécitos).

No estudo original de Hurlimann® foi concluido
que: “a desmina, encontrada em 56% dos
mesoteliomas malignos mas ausente nos carcinomas
pulmonares, pode ser Gtil no diagndstico diferencial
desses tumores”. Entretanto, estes marcadores nao
caracterizam diferenciacdo neuroendécrina celular.

No estudo de Hurlimann®, nos 16 casos de
mesoteliomas pleurais, o célculo das sensibilidades
isoladas dos marcadores neuroenddcrinas estudados
cromogranina A e NSE foram 31% e 25%,
respectivamente. A sensibilidade mdltipla paralela que
definiu a diferenciacdo neuroenddécrina pelos
marcadores estudados foi de 55,9%.

No estudo de Mayall e Gibbs' encontrado para
comparagao, em 13 mesoteliomas pleurais estudados
do tipo histolégico epitelial, subtipo pequenas células,
asensibilidade da NSE foi de 85%. Nenhum foi positivo
para cromogranina A.

O estudo de Johansson e Liden™ conclui que a
imuno-histoquimica é importante para estabelecer o
diagnéstico de mesotelioma pleural, além de ser um
esforco a mais para classificar corretamente o subtipo
histopatolégico. Nao avaliaram marcadores neuroen-
décrinos nos 85 casos estudados.

Concluiu-se que a sensibilidade para diferenciagao
neuroendécrina dos mesoteliomas pleurais estudados
foi de 55,9% com os marcadores cromogranina A e
enolase neurdnio especifica usados como testes
multiplos em paralelo. A implicagao clinica desses
achados seria a possibilidade desses mesoteliomas

expressarem maior quimiossensibilidade e/ou a
possibilidade desses marcadores serem Uteis no
diagnéstico diferencial com outros tipos de neoplasias.
A andlise imuno-histoquimica deve ser confrontada
com a informacao clinica e a andlise morfolégica usual
antes que o diagnostico de mesotelioma maligno
seja feito.

Comentarios: Existem trés maneiras gerais para
utilizacdo de dados primarios: andlise de dados
secundarios, estudos suplementares e revisdes
sistematicas. O uso criativo de dados existentes é uma
forma eficaz para pesquisadores, com tempo e
recursos financeiros limitados, comecarem a
responder questoes de pesquisa importantes de forma
rapida e eficiente.
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