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RESUMO

Pereira JCN. Estudo da correlacdo entre a incidéncia de metastases em
tumores carcindides tipicos broncopulmonares e biomarcadores teciduais,
variaveis clinicas e indice de risco [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2004.

Carcindides tipicos sao proliferacdes de células neuroenddcrinas. Discute-se
se sdo carcinomas ou adenomas, devido ao seu comportamento ambiguo. E
imperativo conhecer seu potencial maligno para que se estabelega o
tratamento adequado. Os relatos de metastase exigem uma definicdo de
quais sao os critérios que podem ser utilizados para prever o fenébmeno.
Atualmente é utilizada a classificacdo proposta por Travis que estratifica os
carcindides em tipicos e atipicos. Porém, todos os pacientes acometidos por
carcinoide tipico, pela classificagao, sdo considerados como sendo de baixo
risco para a ocorréncia de metastase, o que torna a proposta insuficiente
para se definir conduta terapéutica. O género, a idade, a localizagao central
ou periférica, o didmetro tumoral, e o estadiamento TNM, também ja foram
descritos como tendo correlagdo com malignidade em carcindides. Busca-se
descobrir outros critérios que possam ser utilizados para auxiliar na
determinagao do progndstico, como os biomarcadores celulares e estromais.
O estudo do comportamento celular através de marcadores correlacionados
com o fendtipo maligno pode ser realizado utilizando-se a técnica de
imunohistoquimica, assim como pelo estudo da matriz extracelular. A
analise, para cada paciente, da interacdo destes fendbmenos, permite melhor
definigdo do verdadeiro risco de ocorréncia de metastase. A exemplo de
outras doengas, permite mesmo a confeccdo de indices de risco,
ponderando-se a contribuicio de cada um dos marcadores para a
estratificacdo prognodstica. Com o objetivo de estudar a correlagado entre
variaveis clinicas (género, idade, dimensdes e localizacdo do tumor - central
ou periférico -, margem de resseccao comprometida e estadiamento TNM) e
biomarcadores teciduais, e o potencial metastatico dos carcindides tipicos,
procedeu-se a quantificagdo do nivel de expressdao imunohistoquimica das
proteinas p53, Ki-67 e Bcl-2, mensurou-se as fibras colagenas e elasticas e
a densidade de microvasos no estroma tumoral, e coletaram-se dados dos
prontuarios. Metastases linfonodais ocorreram em 9 dos 55 pacientes, e a
distancia em 6 (2 para o figado, 1 para osso, 1 para pulmao, 1 para tiredide
e 1 para gordura mediastinal). Dois doentes tiveram metastase linfonodal e
hematogénica concomitantes. A andlise estatistica univariada, os 5
biomarcadores (p53, Ki-67 e densidade de microvasos elevados, Bcl-2 e
densidade de fibras estromais reduzidos) e o género masculino foram
relacionados a maior ocorréncia de metastase. A faixa etaria elevada
apresentou tendéncia a relacionar-se com o fenémeno. A andlise
multivariada por regressao logistica, a densidade de microvasos foi 0 unico
fator independentemente relacionado ao fenédmeno. O aumento da
populacdo estudada poderia, talvez, implicar os outros marcadores como
variaveis associadas ao fenbmeno, mesmo a analise multivariada por



regressao logistica. Estabelecendo-se as correlagbes, a analise univariada,
entre cada marcador, faixa etaria e género com o fendmeno metastatico, foi
composto um painel utilizando-se a razdo de riscos. Ponderou-se o odds
ratio e propés-se um modelo de indice com valores numéricos diretamente
proporcionais ao risco de ocorréncia de metastase, que apesar de nao ter
validade externa ao estudo, pode ser desenvolvido por meio do aumento da
populacado estudada e pela adicao de novos marcadores. A aplicagdo de um
indice na pratica clinica auxilia a determinagcéo do prognéstico de um dado
individuo. Conclui-se que ha correlagao entre os niveis de expressao dos 5
marcadores e do género com o potencial metastatico. E que é possivel o
desenvolvimento de um indice numérico que se relacione com o risco de
ocorrer metastase.

Descritores: 1. TUMORCARCINOIDE/classificagdo 2. TUMORES
NEUROENDOCRINOS/classificacdo 3.CARCINOMA
NEUROENDOCRINO/classificacdo 4. NEOPLASIAS
BRONQUICAS/classificagdo 5.METASTASE 6.MARCADORES
BIOLOGICOSDETUMOR/classificacdo 7.MATRIZ
EXTRACELULAR/classificacdo 8. NEOVASCULARIZACAO PATOLOGICA
9.FATORES DE RISCO



SUMMARY

Pereira JCN. Study of the correlation between metastasis incidence in typical
bronchopulmonary carcinoid tumors and clinical features, tissue biomarkers
and index risk [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séao Paulo; 2004.

Typical carcinoid tumors are neuroendocrine cell’s proliferations. If they are
carcinomas or adenomas is still under discussion, due to their ambiguous
behavior. It is imperative to define their malignant potential, intending to
establish the adequate treatment. Metastasis reports demand a definition of
which are the criteria that can be used to foresee the phenomenon.
Nowadays it is used the classification proposed by Travis who stratifies the
carcinoid tumors in typical and atypical. However, all typical carcinoid
tumors, by this classification, are considered as being of low risk for
metastatic spread, what turns insufficient this proposal to define therapeutic
approach for all patients. Gender, age, the central or peripheral location,
tumoral diameter and TNM stage, also have already been described as
predictors of malignancy in carcinoid tumors. It looks for discovering other
criteria that can be used to assist in the determination of the prognosis, like
cellular and stromal biomarkers. The study of the cellular behavior based on
biomarkers related to the malignant phenotype can be carried out using the
immunohistochemical technique, as well as by the study of the extra cellular
matrix. The analysis, for each patient, of the interaction between these
phenomena, allows better definition of real metastasis risk. Like in other
illness, it allows an index risk construction, pondering the contribution of each
biomarker for the prognostic bedding. In spite to study the correlation
between clinical features (gender, age, diameter and tumor localization -
central or peripheral -, residual neoplasm in operative margins and TNM
stage), biomarkers and the malignant potential of typical carcinoids, it was
proceeded to the quantification of the immunohistochemical expression level
of the proteins p53, ki-67 and Bcl-2, it was also measured the collagens
fibers and elastic and microvessels density in tumoral stoma, and it was
collected data from the medical charters. Nodal metastasis has been
diagnosed in 9 of 55 patients, and haematogenic in 6 (liver: 2, bone:1, lung:
1, thyroid: 1, pericardial fat: 1). In 2 patients it was diagnosed both nodal and
haematogenic metastasis. Univariate statistical analysis showed that all the 5
biomarkers (over expression of p53, Ki-67 and microvessels density and
under expression of Bcl-2 and matrix fibers) and male gender are related to
increased risk for metastasis. Age (older patients) was borderline only related
to metastatic increased risk. Under multivariate analysis by multiple steps
logistic regression, only microvessel density was independently related to
metastasis. Perhaps, if it has been studied in a larger group of patients, other
biomarkers could be implied in multivariate analysis in the equation for
increased risk for metastatic disease. Based on univariate analysis for
defining correlation between each biomarker, age group and gender with the
metastatic phenomenon, it was composed a panel using the odds ratio for



each factor. It was proposed a practical model (to be developed by future
research) for a numeric risk index directly proportional to the metastatic risk.
The application of an index in the clinical practice assists the determination of
the prognosis for each patient. It was concluded that there is a correlation
between the expression levels of the 5 studied biomarkers and gender with
the metastatic potential, and that is possible the development of a practical
numeric risk index related to the metastatic risk.

Key Words: 1.CARCINOID TUMOURS/classification
2.NEUROENDOCRINE TUMORS/classification 3.NEUROENDOCRINE
CARCINOMAV/ classification 4. BRONCHIAL NEOPLASMS/ classification
5.METASTASIS 6. TUMOUR BIOMARKERS/classification
7.EXTRACELLULAR MATRIX 8.PATHOLOGYCAL ANGIOGENESIS 9.RISK
FACTORS
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1. INTRODUGAO

Acompanha-se diariamente, pela imprensa leiga, a incessante busca da
cura do cancer pelos cientistas. O argumento de que “cancer” € um termo
que engloba uma vasta gama de processos malignos, é suficiente para que
o circulo médico busque melhor compreender o funcionamento das células
neoplasicas. Porém, existem tumores que ja carregam consigo o rotulo
sombrio de “cancer’, e outros, que como uma dadiva dos Céus foram
poupados de tal acusacdo. Ante estes ultimos, predomina a reacao de
verdadeiro alivio ao diagndstico, que contagia o paciente, e muitas vezes o
proprio médico. No caso de algumas entidades patoldgicas, desfechos
morbidos ou mesmo letais alertam para o perigo de tal postura. O relato da
ocorréncia de metastase em pacientes operados por tumores carcindides
tipicos broncopulmonares é um exemplo'.

Tao importante quanto a busca da “cura do cancer’, é o
reconhecimento do potencial maligno de um tecido, quando se o tem, muitas
vezes literalmente, as maos; e ambas as tarefas tornam-se perigosamente
dificeis nos casos de desconhecimento da fisiologia da célula tumoral. O
estudo da biologia celular e molecular® veio esclarecer muitos dos
fendbmenos responsaveis pelo comportamento agressivo do “cancer’,
aliando-se aqueles que procuram estabelecer diagnodsticos e oferecer

tratamentos mais eficazes para os que sao acometidos pela doenca.
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Desde as primeiras mengdes feitas aos tumores carcindides,
comecando pela denominagdo karzinoid (que parece cancer)’, até o
crepusculo do século XX, criou-se o mito de serem tumores benignos,
adenomas, ou na pior das hipéteses, neoplasias bem diferenciadas. Se é
verdade que aquilo que se chama hoje tumor carcindide tipico, quando
comparado com outras entidades malignas, evolui de forma mais benigna
para a maioria dos doentes, também é verdade que esse tumor é
responsavel pelo sofrimento, ou mesmo 6bito, de uma parcela de pacientes.
Se os termos adenoma e carcinoma bem, pouco ou mal diferenciado
sobreviverao ou serao reutilizados nao se sabe. Mas o que se deve saber, é
que existe uma forma de tumor carcindide tipico que se comporta de forma
agressiva, e que os critérios histoldgicos classicos nao conseguem detectar.

Na busca de critérios que possam auxiliar na tarefa de melhor
classificar os tumores carcindides tipicos broncopulmonares, estabeleceu-se
no Servigo de Cirurgia Toracica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, um grupo assistencial e de pesquisa, que conta com
profissionais vindos de outros hospitais e mesmo de outras cidades, com
ambulatério e laboratério proprios. O grupo mantém como uma de suas
linhas de pesquisa o estudo de marcadores intra e extracelulares na busca
da criagdo de indices objetivos que possam ser correlacionados com o
potencial metastatico nestes tumores.

Este trabalho faz parte desse esforco, e contribuiu com o estudo da
associacao entre o indice de expressao dos marcadores: nucleares p53 e Ki-

67; citoplasmatico Bcl-2; fibras colagenas e elasticas matriciais, com o
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potencial metastatico em pacientes operados e acompanhados neste
Servigco. Gragas ao esforgo conjunto dos integrantes do grupo, cada qual
estudando diversos marcadores, inicia-se ja um esbog¢o, do que se espera,

sera um indice numérico de risco para a ocorréncia de metastase.



2. REVISAO DE LITERATURA




REVISAO DE LITERATURA 6

2. REVISAO DE LITERATURA

O tumor carcindide bronco-pulmonar € neoplasia neuroenddcrina
derivada de células do epitélio ventilatéorio denominadas células de
Kulchitsky®®, e perfaz de 0,5 a 5% '° dos carcinomas primarios do pulmao.
Estudos epidemiolégicos recentes demonstram progressivo aumento de seu
diagnostico nas ultimas décadas' 2.

E classificado em tipico e atipico de acordo com o grau histolégico de
malignidade® . O primeiro é considerado neoplasia de baixo grau de
agressividade, sem potencial metastatico, a disténcia ou linfonodal. Apesar
disso, € cada vez mais frequente o relato da ocorréncia de metastase em
individuos acometidos pela doenga'®.

Torna-se imperativo o estudo dessa entidade nosoldgica, para que se
compreendam quais 0sS mecanismos que proporcionam a estas células a
capacidade de disseminagao para linfonodos e outros 6rgaos, e somente

assim definir qual o grupo de doentes que esta sujeito a maior risco de sofrer

tais consequéncias.
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21 O ESPECTRO DE PROLIFERAGOES DE CELULAS

NEUROENDOCRINAS BRONCOPULMONARES

Células neuroenddcrinas estdo presentes em todo o epitélio
broncopulmonar, isoladas ou em grupo, sendo denominadas de células e
corpos de Kulchitsky, respectivamente’ . Apesar de pouco freqlientes em
qualquer segmento das vias aéreas, sao localizadas preferencialmente nos
brébnquios principais e lobares, sendo mais raras nas regides carinal e
periféricas'® 1°.

Possuem fungao de quimiorreceptores e sdo sensiveis a alteragcdes das
pressdes parciais de gases, tanto alveolares quanto sangiiineas®.
Proliferam-se em resposta as baixas concentracdes de oxigénio ou as altas
de gas carbonico?.

Hiperplasia de células neuroenddécrinas pode ocorrer no tecido
broncopulmonar adjacente a neoplasias, infeccbes ou a qualquer processo
patoldgico que desencadeie resposta inflamatéria®* 2°. Ndo é conhecida a
causa de tal fenbmeno. Nestes casos, os patologistas descrevem estes
aglomerados de células de Kulchitsky como "Tumorlets". Por definicdo, o
maior didmetro ndo deve ser maior que 5 mm, caso isto ocorra, passam a
ser arbitrariamente denominados tumores carcindides tipicos?.

Todos os tumores carcinodides tipicos sdo considerados verdadeiras
neoplasias, mesmo que em alguns casos, nao se observe qualquer

caracteristica indicativa de malignidade a analise histologica pela coloragao

pela hematoxilina-eosina.
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Os tumores carcindides atipicos sdo mais facilmente aceitos como
sendo carcinomas'™ %, pois possuem caracteristicas histopatologicas
sugestivas de malignidade, como presenca de areas necroticas e ocorréncia
de duas ou mais figuras de mitose a cada 10 campos microscopicos com
aumento de 400x (10 campos de grande aumento - CGA)™ '+ ¢,

Proliferagbes neoplasicas com alto grau de malignidade também
ocorrem, e compreendem os carcinomas neuroenddcrinos de grandes e de
pequenas células®® %°.

Nao ha evidéncia de que as hiperplasias sejam pré-malignas, ou de que
haja progressdo maligna de um grupo para outro mais agressivo. Existem
evidéncias epidemiolégicas de que cada grupo de proliferagbes é
independente?®, ressalva feita a polémica existente na diferenciacdo entre
hiperplasia de células de Kulchitsky e o tumor carcindide tipico®.

Tentativas para definir cada um dos grupos do espectro por meio de
analise de material genético’® 3" 32, de proteinas celulares® ou de fendmenos
extracelulares foram realizadas®. Porém, tdo importante quanto definir os

grupos e nomenclaturas, é atentar para o fato de que mesmo os tumores

carcinoides tipicos podem ter comportamento invasivo e metastatico.

2.2 HISTORICO

Laénnec®, em 1831, ao desenvolver o estetoscopio e compilar um
verdadeiro manual de como usufruir da inovagao, foi quem fez a primeira

descricdo do que provavelmente teria sido um tumor carcinéide brénquico.
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Descreveu detalhadamente a ausculta de um pulmao atelectasiado por uma
lesdo endoluminal de crescimento lento, gerando pneumonias de repeticao e
tosse com hemoptise, em uma mulher jovem nao tabagista. Porém, o termo
carcindide foi forjado somente em 1907 por Oberndorfer’ para descrever
lesdes tumorais que se assemelhavam morfologicamente a carcinomas,
apesar de apresentarem comportamento menos agressivo, e que podiam
ocorrer nos segmentos bronco-pulmonares ou no trato gastrointestinal. O
primeiro relato, comprovado histologicamente, de tumor carcindide, deve-se
a Lubarsch®, em 1888, que descreveu dois casos de pacientes com
multiplos tumores em ileo distal, descobertos a necropsia.

Em todas essas descrigdes predomina o conceito de que os tumores
carcindides sdo tumores benignos e, apesar dos relatos de metastases no

decorrer do século XX?, tal concepgao perdurou até a década de 1980.

2.3 CLASSIFICAGOES DA ORGANIZAGAO MUNDIAL DE SAUDE

Na classificagdo anterior a 1981 proposta pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), tumores carcindides bronquicos eram considerados
adenomas, por acreditar-se que representavam neoplasias de malignidade
intermediaria entre os hamartomas e os carcinomas primarios de pulmao.
Porém, os relatos de comportamento metastatico linfonodal e a distancia

- . ~ .. 36, 37
exigiram reconsideragao deste conceito .

Em 1982, a OMS?® situa os tumores neuroenddcrinos pulmonares entre

neoplasias malignas, dividindo-os em dois grandes grupos: os tumores
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carcinodides (tipicos e atipicos) e os carcinomas pulmonares de pequenas
células. Esta postura é mantida pela revisdo de 1999 (Quadro AP1 —
Apéndice A). As caracteristicas histologicas que definem o diagnéstico de
tumor carcindide tipico (CT) ou atipico (CA) ou carcinoma de pequenas
células sao relagao volumétrica nucleo/citoplasma, numero de mitoses em

10 campos de maior aumento, necrose, pleomorfismo e invasao vascular®.

24 TRATAMENTO DOS TUMORES CARCINOIDES TiPICOS

BRONCOPULMONARES

A conduta classica para o tratamento dos tumores carcindides € a

resseccdo cirtrgica®, variando-se da enucleacéo ou ressecgdes em cunha

41-44

para os tumores carcinoides tipicos as ressecgdes de todo o territorio de

drenagem linfatica compartilhado pela lesdo nos tumores carcindides

45, 46

atipicos Porém, a constatacdo de que mesmo as lesbes bem

diferenciadas (CT) podem apresentar metastases linfonodais e a distancia
em até 15% dos casos e mortalidade de até 10% em 5 anos'® ' 14 4749
desafia pesquisadores, clinicos e cirurgides a identificarem a populacao de
pacientes com tumores carcinodides tipicos de maior malignidade e a propor
abordagens terapéuticas mais eficientes. Discute-se, por exemplo, o papel
de ressecgdes cirdrgicas ampliadas neste eventual subgrupo®® *°.

O conceito de que tumores carcindides podem ter comportamento

agressivo exige que, a partir do diagnéstico adequado de carcinoma, e nao
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adenoma®’, defina-se em que grupo prognéstico o paciente encontra-se, e
proceda-se ao tratamento adequado.

Quanto aos outros carcinomas neuroenddcrinos broncopulmonares,
que nao os tumores carcindides tipicos, € bem estabelecido que possuem
potencial invasivo e metastatico®. O comportamento dos tumores
carcindides atipicos € mais agressivo, gerando metastase para linfonodos
mediastinais de 30 a 50% dos casos'™> 2 *°. Qutro grupo de tumores que
integra o espectro de agressividade entre os tumores carcindides tipicos e o
carcinoma neuroendocrino de pequenas células consiste nos carcinomas
neuroenddcrinos de grandes células' *2. Até o momento, existe discussao
quanto aos critérios de classificagao para a diferenciacao entre estes e os
carcinomas de grandes células com diferenciacdo neuroendécrina®, mas de
qualquer forma, ambas sado neoplasias agressivas, havendo até
classificagdes que as agrupam com os carcinomas pulmonares de pequenas
células®®, em um grupo denominado carcinomas neuroenddcrinos de alto
grau de malignidade®, em contrapartida aos de baixo grau (tumor carcindide
tipico e atipico)®.

Considerando-se a revisao da nomenclatura, poder-se-ia deduzir que o
uso do termo carcinoma ao invés de carcindide culminou com a
determinagado do tratamento pela ressecgao oncoldgica classica utilizada
para carcinomas pulmonares ndo neuroenddcrinos, porém, isto ndo ocorreu,
e ainda hoje se aceita a ressec¢ao econdmica (enucleagao, ressec¢cao em
manga ou cunha), sem a dissecg¢ao linfonodal hilar e mediastinal ipsilateral

para o tratamento do carcinoma neuroendécrino bem diferenciado (CT)*.
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Ocorre, entdo, uma disparidade entre a nomenclatura e a conduta
aceita nos centros especializados em oncologia pulmonar. Porém, se
considerado como um grupo homogéneo, os tumores carcinoides tipicos e
atipicos realmente possuem comportamento menos agressivo que 0s outros
carcinomas primarios de pulmao (epidermadide, adenocarcinoma, de grandes
e pequenas células). Para que haja concordancia entre nomenclatura e
conduta, ou incorre-se novamente no risco de considerar os CT e CA como
adenomas, ou no risco de submeter doentes com lesdes pouco agressivas a
procedimentos ampliados desnecessarios, em alguns casos com risco de
morbidade adicional; ou entdo, deve-se determinar um método capaz de
diagnosticar subgrupos de malignidade em tumores carcinoides.

Entre os métodos utilizados para a determinagdo de subgrupos de
tumores com maior grau de agressividade, encontram-se as técnicas
imunohistoquimicas®* para deteccdo de proteinas envolvidas em fendmenos
moleculares relacionados ao fendétipo maligno e técnicas de quantificagao da
densidade de fibras da matriz extracelular’ que interferem com o potencial
invasivo e metastatico>> °.

Moléculas intracelulares envolvidas no processo mitotico, como a
proteina nuclear Ki-67°", no processo de perda do controle da atividade
transcripcional, como a proteina p53 ou com a capacidade da célula entrar
em apoptose, como a proteina citoplasmatica Bcl-2, podem ser detectadas
pela técnica de imunohistoquimica. Assim também, macromoléculas que
compdem a matriz extracelular podem ser detectadas e sua quantidade

mensurada, como o colageno IV e as fibras elasticas.
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O estudo destes fendbmenos, como de tantos outros que ocorrem no
ambiente intra ou extracelular, auxilia na determinacdo do verdadeiro
comportamento maligno celular, e com isso, pode ser utilizado na pratica

clinica para classificar pacientes em subgrupos de prognéstico®* °%.

2.5 CRITERIOS HISTOLOGICOS DE AGRESSIVIDADE

A utilizagao de critérios histopatologicos classicos para a determinagao
do grau de agressividade pode nao ser suficiente, pois alguns fendbmenos
biomoleculares relacionados ao potencial metastatico ou invasivo,
detectaveis por métodos imunohistoquimicos ou de analise morfolégica ou
fisiolégica do genoma celular, ndo se traduzem precocemente no fendtipo
histologico classico do tumor® 8- 1 59.60,

Para que as células de uma lesdo neoplasica causem alteragcdes
morbidas em seu hospedeiro, € imperativo que em alguma fase de seu
desenvolvimento, cause pelo menos um dos trés fenbmenos: invasao ou
compressdo de estruturas adjacentes, metastase ou produgdo de
substancias que alterem o equilibrio homeostatico do individuo®?.

Acreditou-se por muito tempo que a analise de critérios como atipia
celular, presenca de necrose e fracdo do numero total de células
apresentando figuras de mitose, seria suficiente para definir se o tumor pode
ser considerado agressivo'™ #’. A falacia decorre da conclusdo de que um

tumor nao definido como maligno por estes critérios, & benigno*® ©'.



REVISAO DE LITERATURA 14

O estudo de fendmenos intra ou extracelulares, tais como o potencial

29, 62, a

proliferativo de células que ainda ndo apresentam figuras de mitose
integridade das proteinas de reparo do genoma®®, a capacidade de indugao
de apoptose em células indiferenciadas malignas, a eficacia de células
tumorais em progredir espacialmente através das fibras da matriz
extracelular®® e a eficdcia com que o parénquima tumoral induz
angiogénese, complementa a analise histoldgica classica das neoplasias

quanto a sua agressividade®>®’.

2.6 TECNICAS IMUNOHISTOQUIMICAS E DE ANALISE DA MATRIZ
EXTRACELULAR AUXILIAM NA DETERMINAGAO DO POTENCIAL

INVASIVO E METASTATICO

2.6.1 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO DE MARCADORES DE

FENOMENOS INTRACELULARES

2.6.1.1 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DA

PROTEINA NUCLEAR Ki-67

Os critérios mais utilizados para a diferenciagdo entre tumores
carcinoides tipicos e atipicos sao a presenca de necrose e o numero de

figuras de mitose a coloragao pela hematoxilina-eosina®®.
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Se houver presenca de areas de necrose ou se o numero de figuras de
mitose ultrapassar dois a cada 10 campos de grande aumento (400x),
considera-se o diagndstico de tumor carcindide atipico®” °.

A relagcdo entre o numero de células que estdo em processo de
proliferacdo e o numero daquelas em repouso, € um parametro
classicamente utilizado para classificar neoplasias em graus de
malignidade’. Tumores agressivos possuem elevada atividade mitética®.

Além da contagem direta do numero de células em divisao a
microscopia Optica, a determinacao da capacidade proliferativa tecidual pode
ser realizada por outros métodos, divididos nos imunohistoquimicos e nos
nao imunohistoquimicos. Entre estes, os mais utilizados sdo a marcagao
pela timidina tritiada (T [H3]), das regides organizadoras de nucléolo pela
prata (AgNOR) e a citometria de fluxo.

Técnicas de imunohistoquimica detectam a presenga de marcadores de
proliferagdo celular’’. Anticorpos contra proteinas nucleares como o PCNA
(antigeno nuclear de proliferacao celular) e o Ki-67 sao utilizados com esse
intuito”* ",

Segundo o Professor Venancio Alves®, patologista do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, o Ki-67, é
considerado como o melhor marcador operacional da proliferagao celular
para o patologista cirurgico.

A inclusdao do estudo deste marcador em qualquer analise que vise a

diferenciagdo entre grupos de malignidade, no espectro de neoplasias

derivadas das células de Kulchitsky, justifica-se devido a bem estabelecida
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correlagdo entre o indice mitético e o comportamento agressivo nos

carcinomas neuroendocrinos’.

2.6.1.2 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DA
PROTEINA NUCLEAR p53

A proteina nuclear p53 é considerada "o guardido do genoma"’®

por ter
capacidade de detectar danos a molécula de DNA que comprometem a
integridade celular’” "®. Ao detecta-los, a ativacdo do p53 desencadeia uma
série de eventos que culmina com o reparo da lesdo ou com a indugao da
célula a entrar em apoptose® ”°.

E necessario que o p53 esteja presente na sua forma ativa para que

desempenhe tal fungdo®%®?

, porém, mutagdes podem ocorrer a regido do
DNA que codifica a proteina, e algumas delas alteram a estrutura molecular
em pontos chave, de forma que o p53 torna-se inativo®®. O p53 mutado e
inativo, ndo sendo mais eficaz na vigilancia dos processos de duplicacao e
transcricdo, concorrem para que fendmenos oncogenéticos obtenham
éXitOsz’ 84, 85.

A determinagao da funcionalidade da proteina p53 pode ser feita de
forma direta, estudando sua estrutura terciaria e sua atividade, porém nao ha
aplicagao clinica de tais estudos até o momento. Outro método seria o
sequenciamento do RNAm que sera traduzido em p53, mas também néo é

realizado de rotina na pratica clinica®®. Em uso rotineiro nos laboratérios de

patologia esta a determinagdo da expressdo imunohistoquimica do p53°> ©,
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baseando-se no fato de que a proteina mutante, e portanto supostamente
inativa, possui vida média mais prolongada que a forma selvagem e ativa.
Niveis elevados de expressao imunohistoquimica do p53 estéo relacionados

a presenca de populacdo de moléculas mutadas, e inativas®® .

2.6.1.3 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DA

PROTEINA CITOPLASMATICA Bcl-2

A todo momento, em individuos pluricelulares, originam-se células com
caracteristicas neoplasicas, porém, mecanismos de auto-controle evitam que
estas se proliferem e desenvolvam massas tumorais®. Um dos mecanismos
€ a indugao destas células a morte programada. As células podem morrer
por apoptose, andikis ou necrose®. A proteina citoplasmatica Bcl-2 participa
do fendbmeno de apoptose, ou morte celular programada.

O processo apoptoético tem por objetivo a eliminagao de células que por
algum motivo sejam desnecessarias ou lesivas ao equilibrio tecidual®®.
Células desnecessarias sdo aquelas que foram substituidas por outras
recém formadas e diferenciadas, e que se permanecessem no tecido seriam
redundantes, ou entdao células que devem desaparecer no processo
embriogénico para a formacgao de fendas, sulcos e orificios.

O melhor exemplo de células lesivas sao aquelas que ndo possuem
mais comportamento adequado para viver em harmonia com suas vizinhas
teciduais e perderam a capacidade de seguirem o ciclo celular de forma

fisiolégica, por lesdo do DNA, em outras palavras, as células neoplasicas.
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Ainda que uma célula sofra lesdes em seu DNA podendo dar origem a
uma neoplasia, existem processos de reparo do material genético, como ja
visto por exemplo, através do p53%. Se néo for possivel alcangar novamente
a homeostasia celular, e esta se tornar instavel geneticamente a ponto de
ameacar a integridade tecidual, o préximo mecanismo de defesa contra o
desenvolvimento de tumores malignos, é a auto indugao a apoptose®.

O processo apoptético envolve diversas macromoléculas em cascata,
sendo indispensavel a participacdo das proteinas da familia do Bcl-2, como
a Bax e Bak®, além das pertencentes a familia das asparaginases da
porgdo C-terminal, as C-asparaginases (ou caspases)’" %. Estas e outras
moléculas que tomam parte no processo sao produzidas em maior
quantidade quando a apoptose & desencadeada. E possivel quantificar o
nivel de expressao destas moléculas pela técnica de imunohistoquimica. A
quantificacdo do Bcl-2 é realizada de rotina pelos laboratérios de patologia,
pois o marcador € conhecido desde o final da década de 80, e utilizado
desde o inicio dos anos 90.

A proteina Bcl-2 interage com outras moléculas, principalmente com a
Bax, formando estruturas quaternarias diméricas que regulam a liberagao de
citocromos do interior das mitocondrias®. A célula entra em apoptose
somente apds a presenca das moléculas de citocromo-C no citoplasma®. O
equilibrio entre Bcl-2 e Bax determina se o processo de liberacdo destes
sera bloqueado ou deflagrado. Se o Bcl-2 sobrepde-se em numero de
unidades ao Bax, os citocromos tendem a permanecer no interior

mitocondrial, e se o Bax predomina, tendem a sair da organela®. O
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processo de aumento da permeabilidade da membrana da mitocondria ao
citocromo C, oferece-lhe passagem livre para que atinja o citoplasma, e, a
partir deste momento, toda e qualquer estrutura celular sera desmontada ou

digerida, e a célula desaparecera ao ser fagocitada no local de sua morte.

2.6.2 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO DE MARCADORES DE

FENOMENOS EXTRACELULARES

Nao se pode conceber a matriz extracelular como uma entidade inerte
sobre a qual as células desenvolvem suas atividades. Este ambiente € vivo,
€ nao serve apenas como substrato anatdmico, esta em constante
transformacao, interagindo com células do parénquima de tecidos sadios e
patoldgicos™ ¥,

O fendmeno também ocorre em tecidos tumorais malignos’®. Interacdes
entre a matriz e a célula neoplasica sao indispensaveis para a determinagao

%, 9  Além disso, macromoléculas

do potencial invasivo e metastatico
matriciais, como o colageno tipo IV, a laminina, fibras elasticas ou a
fibronectina, exercem funcado de verdadeiras barreiras a invasao neoplasica
através da membrana basal’ %1%,

O rompimento desta é o primeiro fendmeno®® observado no
deslocamento de células invasivas rumo aos tecidos adjacentes, com seus
vasos sangiiineos e linfaticos, além de estruturas nervosas'®.

Na matriz extracelular, além de macromoléculas que formam seu

arcaboucgo, encontram-se as estruturas vasculares. A formagao de vasos
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sanguineos e linfaticos € estimulada por mediadores produzidos pelas
células neoplasicas, e é indispensavel para a nutricdo tumoral, assim como
para a ocorréncia do fendmeno metastatico'®. Dai decorre a necessidade
do estudo da angiogénese, além das macromoléculas da matriz extracelular

nas lesdes malignas.

2.6.21 ANGIOGENESE

Angiogénese é o processo de formacado de vasos sangliineos e
linfangiogénese é a formacédo de vasos linfaticos'®. Bem estabelecido é a
necessidade dos tecidos neoplasicos malignos de produzir vasos
sanguineos arteriais para suprir seu aporte metabdlico e de vasos venosos
para drenar seus residuos'®” "% Quanto maior a capacidade do parénquima
tumoral em induzir a angiogénese, maior seu potencial para progredir em
volume e gerar metastase'®""%,

Modelos experimentais em camundongos demonstram que células do
mesmo clone tumoral, sem capacidade de gerar metastase em situagdes de
escassez de vasos sanguineos ou linfaticos em sua proximidade, o fazem na
presenca destes'®. Demonstrou-se também que, além de atingir, invadir e
sobreviver na luz vascular, podem implantar-se em tecidos de linfonodos ou
orgaos a distancia.

Também ¢é possivel demonstrar, que tumores que nao apresentam

necrose, cujas células nao sao bizarras e tém baixa incidéncia de figuras de

mitose, sendo, portanto classificados como de baixo poder metastatico,
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podem produzir substancias angiogénicas para vasos sanguineos e
linfaticos, como o Fator de Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF)'".
Com isso, induzem a angiogénese em seus arredores, 0 que consiste em
um dos fatores necessarios para o desenvolvimento de metastase'® 1%’

Uma forma de quantificar a angiogénese é a utilizagdo de anticorpos
contra as células endoteliais dos vasos sanglineos em tecidos parafinados,
e identifica-los pela técnica de imunohistoquimica'’®>. O marcador de
angiogénese mais utilizado de rotina em laboratérios de patologia é o CD-34
(catepsina D-34).

O estudo do fendbmeno angiogenético tumoral € um exemplo de
interacao entre os marcadores celulares e estromais, pois o tecido tumoral
ao se proliferar (fenbmeno estudado pela marcacéao do Ki-67 ou do PCNA),
necessita de maior aporte sanguineo e produz fatores que estimulam a

formacdo de vasos (marcados por imunohistoquimica pelo VEGF)'®, a

0
mesmo tempo em que secreta enzimas que degradam a matriz para que as
células neoplasicas possam progredir pelo estroma em diregdo aos vasos
neoformados. Porém, a degradacdo enzimatica dos componentes do
intersticio, expde fragmentos de fibras colagenas (mensuradas por métodos
morfométricos) e favorece o contato destas com moléculas
transmembranaceas celulares, transduzindo-se o sinal de forma a inibir a
liberagdo de moléculas indutoras de angiogénese'® '™ A diminuicdo do

processo angiogenético culmina com a diminuigdo do aporte sanguineo ao

parénquima maligno, e com isso algumas células tendem a entrar em
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apoptose *°(que pode ser estudada do pela marcagéo imunohistoquimica do
Bcl-2, Bax, Bak, caspases, smacks, DIABLO, FAS, etc.).
Se as células nao morrerem, sob o efeito da hipdxia, voltam a produzir

e secretar fatores que estimulam novamente a angiogénese'"®.

2.6.2.2 FIBRAS COLAGENAS

O colageno tipo IV é o principal componente da membrana basal®,
estrutura que determina o limite entre 0o espago ocupado pelo estroma
tumoral e o preenchido pela matriz extracelular®® ''®. Enquanto as células
neoplasicas nao ultrapassarem a membrana basal, ndo sdo consideradas
invasivas1, além de ndo tomarem contato com estruturas vasculares
sanguineas ou linfaticas, ndo podendo, por conseguinte, gerar metastase
por estas vias®™ 1% "7 A interposigdo entre a malha de fibras colagenas e
tecidos sdos também diminui a capacidade das células atingirem e invadirem
estruturas adjacentes’"’.

Estudos recentes demonstram que o colageno tipo IV que envolve o
parénquima tumoral também tem capacidade antiangiogénica. O fenbmeno
ocorre mais precisamente quando enzimas produzidas pela célula
neoplasica iniciam o processo de degradacdo da membrana basal. A agéo

enzimatica expde dominios da fibra colagena''®

, € a interacdo entre estes
fragmentos e o0 componente extracelular das macromoléculas
transmembranaceas celulares resulta na diminuicdo do sinal pro-

angiogénico celular®.
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2.6.2.3 FIBRAS ELASTICAS

O pulmao é um 6rgao rico em fibras elasticas''®. Estas, localizadas no
compartimento extracelular fazem parte da malha de macromoléculas que o
compdem, juntamente com os colagenos, a laminina, a fibronectina, os
perlecanos, e tantos outros'"®.

A manutencdo da matriz, pela produgdo e remodelagcdo de seus
componentes, € realizada por células nela residentes, como os fibroblastos,
mas também pelos componentes celulares dos epitélios adjacentes'?°. Nos
tecidos saudaveis, o equilibrio entre producdo e reabsor¢cao remodela de
forma homeostatica tal estrutura. Porém, o desequilibrio causado por
aumento ou diminuicdo em qualquer dos processos de manutengao, resulta
em desaparecimento ou actimulo de componentes matriciais'®® 2! 122, A
cicatrizacdo € o modelo mais bem conhecido, com deposicdo de fibras e
fibroblastos na area reparada’’®.

Neoplasias também causam desbalango entre a produgao e reabsorg¢ao
de fibras da matriz'**'**. O comportamento do parénquima maligno pode
resultar no acimulo ou na diminuigdo destes componentes'®. Em alguns
casos, células com poder de produzir enzimas capazes de digerir colagenos,
fiboras elasticas, heparan sulfatos, laminina, ou qualquer outra
macromolécula que estiver em sua proximidade'?®, abrem caminho através
dos tecidos, caracterizando um fenétipo invasivo'® 2% 127 Em outros casos,

a reacao do intersticio que circunda o tumor provoca o anabolismo de novos

componentes da malha extracelular'?® 2% 128 Bons exemplos do fendmeno
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sdo as fibras colagenas e elasticas, observadas ao redor dos chamados
carcinomas com reacao tecidual desmoplasica e elastéticas,
respectivamente. Isso explica e desmascara o mito da malignizagao da
cicatriz, pois estudos recentes demonstram que a cicatriz € mais recente que
o componente carcinomatoso'?, provando ser a reacdo desmoplasica ou
elastética conseqiiéncia e ndo causa do processo neoplasico'?® 129130,

As reacgdes desmoplasicas e elastoticas observadas em diversos tipos
de tumores malignos tém significado diverso. No caso do pulmao, tém
correlagdo com o progndstico™".

A quantificagdo das fibras elasticas pode ser realizada, para estudo do

fendmeno da elastose'?® '

, que consiste no depdsito focal destas fibras.
Fukushima'®, em 2000, correlacionou-o com melhor prognéstico em
carcinomas primarios do pulm&o. Em carcinomas de outras localizagdes,
como o de mama, a elastose ja foi correlacionada com o grau de

diferenciagao e invasao'?® 28,

2.6.2.4 DENSIDADE ESTROMAL

Dado que tanto as fibras colagenas como as elasticas estdo envolvidas
no processo de contengao da livre movimentacédo das células tumorais pelo
tecido, a soma das densidades destas macromoléculas foi considerada no
estudo. Introduziu-se o termo densidade estromal para definir a

caracteristica.
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2.7 INDICES DE RISCO

A definicdo de condutas terapéuticas baseia-se no bindbmio diagndstico-
prognostico. Ante a identificacdo de uma entidade nosoldgica (diagndstico),
e o conhecimento de sua histéria natural (progndstico), os médicos

estabelecem uma programacao terapéutica.

A apresentagcao clinica heterogénea de uma doenga, ou mesmo de
varias, considerada sob uma unica denominacéo diagnostica, exige que se
estabelegcam subgrupos de individuos de acordo com seus possiveis
prognosticos.

A classificagdo de grupos de prognéstico € efetuada por meio do estudo
da incidéncia e ou prevaléncia de eventos morbidos decorrentes da doenca
em questdo. No caso de neoplasias, podem-se citar como eventos, a
invasao de 6rgaos pelo tumor, ocorréncia de metastase ou o6bito.

Existem indices de risco bem estabelecidos em medicina, como por
exemplo, a escala numérica de Glasgow'*?, que representa o nivel da
quantidade e da qualidade de consciéncia em neurologia. E amplamente
difundido entre os servigos de atendimento ao paciente traumatizado, e
utilizado como um descritor da gravidade do neurotrauma e como indicador
prognéstico. Para a determinagéo do indice numérico na escala de Glasgow
de um doente especifico, somam-se os valores obtidos pela verificagdo de 3
respostas a estimulos verbais ou dolorosos: abertura ocular, melhor resposta
motora e melhor resposta verbal. Para cada um dos trés itens, existe um

valor numérico que representa o desempenho do paciente. Somam-se os
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trés valores e obtém-se um indice que oscila de 3 a 15, sendo 3 o menor
nivel de consciéncia neurolégica e o 15 a representacdo de um individuo
vigio e orientado.

Outros exemplos sao os indices de risco de complicagcbes pOs-

133, 13

operatérias, como o indice de Risco Cardiaco 4, o indice de Risco

135, 136 derivado dos dois

Pulmonar ou o indice de Risco Cardiopulmonar
primeiros. Para a definicdo do progndstico de pacientes com carcinoma
pulmonar ndo pequenas células existe indice Prognéstico para Pacientes

com CPNPC Inoperavel™’

, cujos valores numeéricos de 0 a 6, representam
respectivamente os individuos com maior € menor tempo de sobrevivéncia.

Os fatores relacionados com a mortalidade (risco de 6bito) utilizados
para a determinacdo do indice Prognéstico para Pacientes com CPNPC
Inoperavel sao: sintomas, estadiamento, performance status, concentragao
sérica de hemoglobina e maior diametro tumoral.

No caso dos tumores carcindides tipicos broncopulmonares, utilizam-se
dois critérios (ambos histopatolégicos) para a classificacao dos doentes em
dois grupos diagndsticos, com intuito progndstico. O primeiro critério é a
contagem do numero de figuras de mitose entre as células tumorais
observadas a microscopia Optica, e o segundo é a verificacdo da presenca
de areas de necrose no tecido neoplasico® 8.

A presenga de 3 ou mais figuras de mitose em 10 CGA, a coloragao
pela HE, ou a presenca de necrose, definem o diagnostico de tumor

carcindide atipico. A auséncia dos dois critérios €& obrigatéria para a

definigdo do diagndstico de tumor carcindide tipico. Pacientes com a variante
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tipica apresentam menor risco de ocorréncia de metastase e maior tempo de
sobrevivéncia.

O diagnéstico de metastases linfonodais e a distancia e a existéncia de
obitos relacionados ao tumor carcindide tipico broncopulmonar, exigiram a
busca de critérios complementares para a determinagcdo de grupos de
pacientes segundo o prognostico.

Entre os critérios sugeridos como fatores progndsticos estao: género,
idade, localizacdo central ou periférica do tumor, comprometimento
neoplasico da margem de ressecgao cirurgica maior diametro da leséo e
estadiamento TNM, além do ja bem estabelecido critério histolégico (tipico
ou atipico).

O estudo da correlagdo de cada um destes 7 critérios clinicos com a
incidéncia de metastase linfonodal ou a distancia, pode ser um meio utilizado
para a determinagdo de um indice numérico de risco para a ocorréncia do
fendbmeno.

O estudo de critérios histopatologicos tumorais, tais como: a taxa de
proliferacdo celular, a mutagdo da proteina nuclear p53, a tendéncia das
células a entrar em apoptose, a angiogénese e a composicdo da matriz
extracelular podem auxiliar na compreensao da fisiopatologia da célula
maligna. Assim, pode-se estudar a correlacdo de cada um destes critérios
com a incidéncia de metastase, e utiliza-los na determinagao do indice.

O desenvolvimento de um indice que represente o risco da ocorréncia
de metastase em tumores carcindides tipicos, permite a classificacdo dos

pacientes em grupos prognosticos. O tratamento de pacientes com tumores
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de maior risco de acometer linfonodos regionais ou 6rgaos a distancia, nao
deve ser o mesmo oferecido para individuos com proliferagdes benignas,

sem capacidade invasiva ou metastatica.



3. OBJETIVOS DO ESTUDO
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3. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo sao:

1. Verificar se existe correlagao entre a incidéncia de metastases e o nivel
de expressao de cada biomarcador tecidual estudado.
2. Verificar se existe correlagdo entre a incidéncia de metastase e:
- género;
- idade;
- localizagdo (central ou periférica) da leséo;
- didametro do tumor;
- margem cirurgica comprometida por neoplasia;
- estadio TNM.
3. Verificar a possibilidade de estabelecimento de um indice numérico que

represente o risco da ocorréncia de metastase para cada doente.



4. CASUISTICA E METODOS
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4. CASUISTICA E METODOS

Em uma populacido de doentes tratados de tumor carcindide tipico
broncopulmonar, estudou-se a correlacdo entre variaveis clinicas, o nivel de
expressao de biomarcadores teciduais e a ocorréncia de metastase por meio
de estudo retrospectivo de corte transversal. Para tanto, realizou-se revisdo
dos prontuarios e analise dos espécimes obtidos da resseccéo tumoral.

O presente estudo (Protocolo de Pesquisa SDC-2243/03/37) teve
aprovacdo da Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdo de 14 de maio de 2003,

conforme documentagao apresentada no Apéndice B.

41 CASUISTICA

A presente casuistica constitui-se de material obtido a partir de 55
pacientes operados para tratamento de tumores carcindides tipicos
broncopulmonares. Obteve-se, de forma retrospectiva, os dados dos
individuos atendidos, operados e acompanhados no Servigo de Cirurgia
Toracica do Departamento de Cardiopneumologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, no periodo de

1981 a 1999.
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Inicialmente, foi realizada revisdo dos prontuarios dos pacientes com
diagndstico de adenoma brénquico, tumor carcindide broncopulmonar e
carcinoma neuroenddcrino pulmonar, recuperados da Divisdo de Arquivo
Médico do Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Os dados obtidos foram: género, idade no momento do ato operatdrio,
localizacdo do tumor em relagéo a carina (central ou periférico), didametro da
lesdo, comprometimento da margem cirurgica, estadiamento e TNM
segundo a UICC™® ocorréncia de metastases linfonodais, bem como
quantidade de linfonodos acometidos por neoplasia em relagdo ao total
dissecado, e/ou a distancia (local do acometimento e tempo de seguimento
livre de doencga) e sobrevivéncia ou ocorréncia de 6bito.

O levantamento dos dados de seguimento ou que eventualmente nao
constavam nos prontuarios disponiveis foi completado por meio da
convocacgao dos pacientes, comunicacdo pessoal, visitas domiciliares e/ou
questionarios enviados aos familiares enfocando dados relacionados a
recidiva, metastase a distancia e obito.

Como critérios de inclusado, utilizou-se a confirmacdo do diagndstico
histolégico do tumor primario, disponibilidade de dados referentes ao
estadiamento TNM, seguimento de 5 anos completos e exame de tomografia
computadorizada de térax ao final desse periodo. A verificagdo do
estadiamento linfonodal foi obtida pela revisdo histolégica dos linfonodos
ressecados e auséncia radiolégica ou intra-operatoria do aumento do volume

dos mesmos. Considerou-se dado satisfatorio para a determinacdo da
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presenca de metastase a distancia, a confirmacao histolégica do diagndstico
de carcinoma neuroendocrino na lesdo metastatica; e auséncia, a descrigao
em prontuario, realizada por cirurgido toracico, da auséncia de sinais,
sintomas ou evidéncia do fendmeno em método diagndstico por imagem.
Foram excluidos os portadores das Sindromes de Neoplasias
Endécrinas Multiplas, pois a ocorréncia das lesdes em diversos o6rgaos
poderia representar metastase ou segundo foco primario, e também os
individuos cujo diagnéstico foi de tumor carcindide atipico ou carcinoma
neuroenddcrino de grandes células segundo a classificacdo da Organizagao

Mundial de Saude de 1999%.

42 METODOS

4.21 CONFIRMAGAO DO DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

Foram coletados todos os espécimes de tumores primarios, e dos
linfonodos e metastases ressecados.

Todo o material encontrava-se incluido em blocos de parafina
tamponada, apés fixagcdo prévia em formalina 10%. Cada um deles foi
processado, primeiramente, para diagndéstico histolégico.

Cortes histolégicos de 3 ym de cada bloco foram montados sobre
ldminas e corados por hematoxilina-eosina. Estas foram revistas
separadamente e de forma aleatdria por dois patologistas do Departamento

de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo com
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expressiva experiéncia na anadlise de carcinomas neuroendocrinos
broncopulmonares. Os casos nos quais o diagndstico foi de tumor carcinoide
atipico, de carcinoma neuroenddcrino de grandes e pequenas células, foram
excluidos do estudo. Nenhum dos patologistas conhecia o diagndstico prévio
referente as laminas analisadas.

Apenas foram incluidos no estudo os casos nos quais houve,
obrigatoriamente, concordancia no diagnostico de tumor carcindide tipico
pelos dois patologistas.

A classificagao do tipo de tumor neuroenddcrino foi realizada nas areas
mais representativas, identificadas apos analise de pelo menos 10 campos
microscopicos a uma ampliacdo de 250x. Ja a classificacdo histolégica
obedeceu os critérios preconizados pela Organizagdo Mundial de Satde®®,
baseado no padrdo predominante identificado, cujos critérios sé&o

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Critérios histopatolégicos de classificacao dos carcinomas
neuroendodcrinos

Tumor Diametro da Necrose Mitoses Contorno Nucléolo
célula (um) (10 CGA) Nuclear

Tumor Carcindide Tipico 50-70 0 <2 Re(%‘;'ar A“(Sg)”te
Irregular Ausente/
Tumor Carcindide Atipico 40-50 +a++ 3a9 9 Presente

(+)

(Oa+)
. Ausente/
Carcmorg:f\I dle Grandes 40-60 gt >10 Ir:eaglilfr Presente
élulas ( ) (+a +++)
Carcinoma de Pequenas Irregular Ausente/
) 15-30 ++ a +++ >10 Presente

Células (+++) (Oa+)

Travis WD et al®®, 1998.
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As laminas relativas aos linfonodos extraidos e aos tecidos tumorais
metastaticos, também foram analisadas pelos dois patologistas para
verificacdo do estadiamento. Da mesma forma, foram incluidos somente os
casos nos quais houve necessariamente a concordancia dos dois
patologistas.

ApoOs essa selecao as laminas obtidas a partir dos blocos dos 55
pacientes escolhidos, foram preparadas para a marcagao imunohistoquimica
para CD-34, Bcl-2, Ki-67, p53, e para quantificacao de fibras elasticas e

colagenas.

4.2.2 TECNICAS DE COLORAGCAO

4221 TECNICA IMUNOHISTOQUIMICA EMPREGADA NA

DETECGAO DOS ANTIGENOS CD-34, Bcl-2, Ki-67 e p53

Os blocos selecionados foram submetidos a cortes histologicos de 3
pMm de espessura com o uso de um microtomo e o tecido colocado sobre
ldamina de microscopia, sem realizagao de coloragao.

Estas foram entdo submetidas ao seguinte processo de silanizagao:
primeiramente foram mergulhadas em uma cuba com alcool, em duas com
acetona e depois em mais duas com silane (SIGMA A3648) por 5 minutos,
respectivamente. O procedimento terminou com mais dois banhos em duas

cubas com acetona e em seguida em duas com agua destilada.
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A técnica de imunohistoquimica aplicada seguiu o seguinte protocolo’"®:

primeiramente as laminas foram desparafinizadas (permaneceram 20
minutos em xilol aquecido a 95°C, seguido de trés banhos de xilol a
temperatura ambiente). Em seguida, o tecido foi hidratado por submersao
em alcool absoluto, alcool 95% e alcool 70%, respectivamente, lavado em
agua corrente e depois em agua destilada e deionizada. O préximo passo foi
a recuperacao antigénica realizada em panela a vapor na qual colocou-se 0
berco com as laminas em cuba com solucéo de citrato 10 mM, pH 6,0 a 95-
100°C. Apdés 35 minutos, a cuba com as laminas permaneceu por 20
minutos a temperatura ambiente para esfriar e em seguida foi lavada em
Tampao Fosfato de Sdédio 0,05 M, pH 7,2-7,4 (PBS) trés vezes por 3
minutos. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito pela lavagem das
ldminas em perdxido de hidrogénio 10V (3%), sete vezes por 5 minutos,
seguido de lavagem em agua corrente, em agua destiladas e em PBS,
respectivamente, trés vezes por 3 minutos. Seguiu-se entdo com o bloqueio
de sitios inespecificos colocando-se as laminas em leite desnatado 2%
diluido em PBS por 20 minutos em temperatura ambiente.

Diluiram-se entdo os seguintes anticorpos primarios (cada um em um
recipiente distinto) em Soro Albumina Bovina (BSA), Sigma: CD-34 diluicao
1:25 (Novocastra Laboratory, Newcastle, United Kingdom), Bcl-2 diluigao
1:80 (Dako A/S, Copenhagen, Denmark), antigeno nuclear Ki-67 diluigao
1:400 (MIB1; Immunotech, Marseille, France) e uma proteina monoclonal

anti-humana p53 diluicdo 1:40 (DO7; Dako A/S, Copenhagen, Denmark).
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Todas as laminas foram cobertas com 100 uL dessas solugbes e
permaneceram incubadas em camara umida em geladeira durante 18 horas.
Apos esse periodo de incubagado, as laminas foram lavadas em PBS
trés vezes por 3 minutos e em seguida, incubadas com o anticorpo
secundario LSAB-HRP (Large Streptavidin-Avidin-Biotin -  System
Peroxidase; k-0690; Dako A/S, Copenhagen, Denmark), comercializado ja
pronto para uso, que segue a seguinte sequUéncia de utilizagao:
primeiramente incubou-se o anticorpo secundario por 1 hora a 37°C, e lavou-
se as laminas em tampdo PBS que a seguir foram incubadas pela
Estreptoavidina-Biotinilada Peroxidase por 45 minutos a 37°C.

Procedeu-se entdo a revelagdo, apds trés banhos de 3 minutos em
PBS, na qual as laminas foram colocadas no cromégeno (3-3'-
diaminobenzamidina — DAB 100mg em 70 mL de PBS + 3 mL de agua
oxigenada; Sigma Diagnostics, St. Louis, USA), por 5 minutos, lavadas em
agua corrente por mais 5 minutos, contracoradas em hematoxilina de Harris
(Sigma Diagnostics, St. Louis, USA) por 30 segundos e novamente lavadas
em agua corrente por 5 minutos para serem desidratadas em alcool 70%,
alcool 95%, alcool absoluto e em solugdo de xilol trés vezes,
respectivamente. As laminas foram finalmente montadas com laminula e
Entelan, rotuladas e mantidas em posicao horizontal por 24 horas.

Para controle positivo, corado simultaneamente as reacgdes descritas,
utilizou-se fragmento de carcinoma neuroendécrino de pulmdo, que é
sabidamente positivo para os anticorpos primarios. Para controle negativo,

0s mesmos cortes foram incubados com BSA, sem adigédo de anticorpo.
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4222 TECNICA EMPREGADA NA COLORAGAO DAS FIBRAS

ELASTICAS E COLAGENAS

A coloracao para as fibras elasticas foi executada pelo método Weigert
Resorcina-Fucsina modificado, com uma oxidagao prévia que cora os trés
tipos de fibras do sistema elastico (oxitalanicas, elauninicas e fibras elasticas
completamente desenvolvidas), mas que nao permite identifica-las
separadamente. Tal coloragdo segue o seguinte protocolo: primeiramente as
laminas foram desparafinizadas e hidratadas da maneira convencional
(como ja mencionado na técnica imunohistoquimica). Em seguida, sobre os
cortes, depositou-se uma solugdo aquosa de Oxona 10% (DuPont,
Delaware, USA) por 40 minutos para promover a oxidacao. Posteriormente,
lavou-se em agua corrente por 5 minutos e, em seguida, com alcool 70 e
95%, respectivamente. Foi entdo realizada a coloragao pela Resorcina-
Fucsina de Weigert por 1 hora a temperatura ambiente, seguida por 5
minutos de lavagem em agua corrente e de duas trocas de 10 minutos em
alcool 70%. A coloragado de fundo foi removida com uma passagem em
solugao alcool-acido a 1% (1 de HCI para 99 de alcool 70%) e posterior
lavagem em agua corrente. Finalmente, as laminas foram desidratadas,
diafanizadas e montadas.

A coloragéo para as fibras colagenas foi efetuada segundo a técnica de
Picrossirius sem hematoxilina, permitindo a sua quantificagao. Utilizou-se
uma solugao de Sirius Red 0,2% (Direct Red 80, Cl 35780, Wisconsin, USA)

dissolvida em conteudo aquoso saturado por acido picrico, incubada por 1



CASUISTICA E METODOS 40

hora a temperatura ambiente. A acentuacao da birrefringéncia do colageno
promovida pelo método de Picrossirius-Polarizacédo é especifica para

estruturas colagenas composta por agregados de moléculas orientadas.

4.2.3 QUANTIFICAGAO DA MARCAGAO ENCONTRADA

4231 DETERMINAGAO DOS iNDICES IMUNOHISTOQUIMICOS

A coloragdo castanha foi considerada como uma evidéncia da

expressdo dos antigenos nas células, de acordo com os anticorpos

utilizados (CD-34, Bcl-2, Ki-67 e p53), conforme detalhado nas Figura 1, 2, 3

e 4, respectivamente.

Flgura 1- Fotonilcrografla de lamina corada pbr |‘munoh|st6qmm|ca
para CD-34 em aumento de 200x. Nota-se coloragao
castanha nas células endoteliais (Caso n°9).
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Figura 2 — Fotomicrografia de lamina corada por imunohistoquimica
para Bcl-2 em aumento de 400x. Nota-se coloragao
castanha nos citoplasmas das células neoplasicas (Caso
n° 9).
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Figura 3 — Fotomicrografia de lamina corada por imunohistoquimica
para Ki-67 em aumento de 400x. Nota-se coloragao
castanha nos nucleos das células neoplasicas (Caso n°9).
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Figura 4 — Fotomicrografia de lamina corada por imunohistoquimica
para p53 em aumento de 200x. Nota-se coloragao castanha
nos nucleos das células neoplasicas (Caso n°9).

o

Para determinar os indices proliferativos depois da imunohistoquimica,
foi usada a técnica do point-counting, com auxilio de reticulo contendo 100
pontos e cinquenta retas, segundo proposto em 1988 por Gundersen e
colaboradores'®. Ao aumento de 400x, foram examinados 10 campos
microscopicos nao-coincidentes em cada caso para quantificar todos os
pontos que recaem sobre as porgdes coradas, segundo demonstra a Figura
5. Esse procedimento totaliza 1000 pontos estudados em uma area de
62.500 pm?, representando a proporcdo de células coradas positivamente

em area de tecido tumoral.
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— Fotomicrogr
por HE em aumento de 200x, demonstrando a aplicagao do
reticulo na quantificagcao da expressao da
imunohistoquimica encontrada.

Os indices de proliferacdo imunohistoquimicos (IPI) foram obtidos pela

seguinte relacao:

IPI = Pih — [% da seg¢&o]
Pt
Na qual, Pih e Pt sdo os numeros de pontos que se localizam sobre
tecido corado e células tumorais, respectivamente, expressos em
porcentagem.
Para todos os procedimentos morfométricos, a estimativa de erro (CE)

foi calculada pela relacao:
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CE = SE
meam
Na qual, SE representa o erro padrdao em média. Considerando o

numero de pontos contados, o CE é mantido abaixo de 10%.

4.2.3.2 QUANTIFICAGAO DAS FIBRAS ELASTICAS E COLAGENAS

Dez campos representativos (“hot spots”) foram analisados em cada
ldmina para cada coloragdo. A densidade de cada um dos tipos de fibras
consideradas na superficie do parénquima tumoral foi determinada pela

densidade Optica em um sistema de andlise de imagens, conforme

observado nas Figuras 6 e 7.

™ e o
PP e L P |

Figura 6 —'.'Fotomicrografia de lamina corada para fibras égeasem
aumento de 200x. Nota-se a coloragdao avermelhada na
presenca de fibras marcadas (Caso n° 9).
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Flgura 7 - Fotomlcrografla de Iamlna corada para fibras elasticas em.
aumento de 100x. Nota-se a coloragao violacea na
presenca de fibras marcadas, permeando as células
neoplasicas (Caso n°9).

O sistema usado consiste em uma camara digital CCD Sony DXC-10
aplicada em um microscopio Zeiss Axioplan, sendo que as imagens
formadas por este conjunto foram enviadas para um monitor (Trinitron Sony).
Por meio de um sistema digitalizador (Oculus TCX, Coreco Inc; Quebec,
Canada), as imagens foram capturadas por computador (Pentium 133Mhz),
que, deste ponto em diante, foram processadas pelo programa Bioscan-
Optimas 5.1 (Bioscan Inc; Washington, USA). O foco do sistema foi ajustado
da mesma forma para cada campo, acentuando-se a seguir o contraste para
tornar as fibras facilmente identificaveis em preto (fibras elasticas) ou bandas
birrefringentes (fiboras colagenas). A area ocupada pelas fibras foi
determinada por densitometria digital, ajustada a densidade expressa pela

tonalidade cinza das fibras. As fibras birrefringentes foram analisadas com o

uso de lentes para luz polarizada acopladas ao microscopio.
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4.2.4 ORGANIZAGAO DOS DADOS

Os dados obtidos com a quantificacdo de todos os marcadores
estudados encontram-se dispostos na Tabela B1 — Anexo B. Esta,
juntamente com a ja mencionada Tabela A1 — Anexo A, tornou possivel a
realizagao da analise estatistica e determinagao dos resultados.

As variaveis clinicas e histopatoldgicas consideradas foram as
seguintes: género, idade no momento do ato operatorio, tipo de ressecgao, e
também sua localizagcdo em relagdo a carina (central ou periférico),
comprometimento da margem cirdrgica, dimensdes do tumor (maior
diametro), estadiamento e TNM segundo a UICC' ocorréncia de
metastases linfonodais, bem como quantidade de linfonodos acometidos por
neoplasia em relagdo ao total dissecado, e/ou a distancia (local do
acometimento e tempo de seguimento livre de doencga) e sobrevivéncia ou
ocorréncia de o6bito. Foram consideradas variaveis biolégicas: CD-34, Bcl-2,
Ki-67, p53, fibras elasticas e colagenas e densidade estromal. Valores
individuais, bem como médias e medidas de dispersao, foram analisados

para cada variavel e colocadas sob forma de tabelas.

4.2.5 ANALISE ESTATISTICA

A escolha das medidas de tendéncia central e dispersdo dos valores
que compdem as amostras, assim como dos testes estatisticos para

comparagao entre as mesmas baseou-se nos tipos de distribuicdo. As
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distribuicbes foram consideradas paramétricas. Para todas as analises
utilizou-se o programa SPSS versao 10.0 (SPSS Inc; llinois, USA).

Os valores obtidos pelo estudo de cada variavel continua foram
organizados e descritos pela média e desvio padrdo. Para as categorizadas
utilizaram-se freqiiéncias absolutas e relativas''.

Para a comparacédo entre as médias de duas populagdes amostrais
utilizou-se o teste “t" de Student, e entre as médias de trés ou mais
populagdes foi feita pela analise de variancia (ANOVA), com aplicagdo do
teste auxiliar de Bonferroni'*% 43,

Comparacgoes da freqliéncia de um fendbmeno entre grupos de variaveis
categorizadas foram realizadas pela aplicagdo do teste exato de Fisher'*'.

Para a verificagdo de existéncia de correlagdo entre duas variaveis,
utilizou-se o estudo da correlacdo de Pearson'#? ™3,

Utilizou-se analise multivariada por regressao logistica, em degraus,
para a exploragao de correlagado entre multiplas variaveis tendo como evento
binario estudado a ocorréncia de metastase'*. O coeficiente beta ()
representa a magnitude da correlagéao.

As variaveis continuas, quando agrupadas de forma categorizada,
foram definidas pela classificagdo acima ou abaixo da média. A razao de
chances (odds ratio) foi utilizada para a ponderagao do risco inerente a cada
variavel categorizada, para a confec¢ao do indice de risco da ocorréncia de

metastase’’.

A analise da sobrevivéncia foi realizada pela curva de Kaplan-Meier.
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Para que se considere a diferenga entre médias, frequiéncias ou a
presenca de correlacdo entre variaveis, utilizou-se o valor de significancia

estatistica menor ou igual a 5% (p<0,05).

4.2.6 INDICE DE RISCO PARA A OCORRENCIA DE METASTASE

4.2.6.1 iNDICE DE RISCO COM BASE NA ANALISE MULTIVARIADA

Para a verificagdo da possibilidade de se estabelecer um indice
numerico de risco para a ocorréncia de metastase em pacientes com tumor
carcinoide tipico, utilizou-se a analise multivariada por regresséao logistica. O
evento binario metastase x nao metastase foi definido como fenémeno a ser
estudado.

Somente os fatores clinicos e os biomarcadores que apresentaram
correlagao com o fendmeno metastatico a analise univariada foram incluidos
na equacao de regressao logistica para analise multivariada em degraus.

A equacdo define o coeficiente de risco (B) para a ocorréncia de
metastase para cada variavel independente. Também define o valor da
constante, que deve ser somada a equacao final. O valor da constante
representa o risco de metastase para um individuo hipotético que nao
apresente nenhum fator de risco.

A equagao geral do risco para um individuo sera representada pela
soma do valor do risco especifico determinado para cada variavel

independente, acrescida do valor da constante.
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O risco especifico determinado por uma unica variavel é dado pelo
produto: valor medido para a variavel x [1/(1+e™)]. O valor de "z" é dado pela
analise multivariada de regressao logistica, e representa um coeficiente de
risco designado pela letra 3, e "e" € a constante de Neper.

A equacgao final de risco para um dado paciente sera: Risco = C + £
valor medido para cada variavel x [1/(1+e™)].

Dado a pouca praticidade de um indice que exija calculos que nao
fazem parte do cotidiano médico, propds-se um outro método simplificado,
que mesmo sem validade externa, seja um modelo hipotético a ser

desenvolvido por estudos futuros.

4.26.2 PROPOSTA DE UM MODELO SIMPLIFICADO PARA iNDICE DE

RISCO

Para a proposi¢cao de um indice simplificado, optou-se por um método
que utilize a soma de pontos.

As variaveis continuas foram categorizadas em dois grupos, um que
denote maior e outro que denote menor risco. As variaveis utilizadas para o
indice foram aquelas que estatistica e biologicamente tém correlagédo com o
risco de metastase, a analise univariada.

Para a transformacéao de variaveis continuas em categorizadas, utilizou-
se arbitrariamente a média dos valores, dividindo os pacientes em dois

grupos: acima e abaixo da média, para cada marcador.
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Os pontos a serem somados para cada variavel também foram
definidos de forma binaria: zero para o grupo de menor risco € o valor da
razao de chances para o grupo de maior risco.

O indice sera zero para o individuo que nao apresente nenhuma
variavel clinica ou biomarcador que indique maior risco. O valor maximo do
indice sera a soma de cada valor da razao de chances (odds ratio) para as
variaveis incluidas. Um paciente tera o maior indice quando apresentar
todos os fatores envolvidos com maior risco.

Apos o estabelecimento do valor maximo e minimo, classificou-se todos
os pacientes em trés grupos de risco: baixo, intermediario e alto. Para tal,
utilizou-se a divisao dos 55 doentes em quartis, segundo o valor dos indices
obtidos para a populagao. O primeiro quartil foi representado pelos pacientes
com 0s menores valores para o indice, o quarto quartil, aqueles com os
maiores.

No caso da ocorréncia de mesmo valor de indice para varios individuos,
definiu-se o valor de corte entre dois quartis contiguos, aquele de
mantivesse a divisdo dos grupos iniciais 0 mais proxima do agrupamento
inicial.

Propde-se um modelo que permita, com a progressao das pesquisas de
novos marcadores, € com o aumento do numero de pacientes seguidos, a
facil agregacao de novas variaveis, e a substituicdo do valor da razdo de

chances.
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5. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados por etapas: descricdo e analise da
casuistica; analise da expressao dos marcadores e dados relativos ao indice

de risco de ocorréncia de metastase proposto.

51 DESCRICAO DA CASUISTICA

Os dados clinicos e histopatologicos de todos os 55 pacientes incluidos

no estudo sao apresentados na Tabela A1 — Anexo A.

5.1.1 GENERO

A distribuicdo de acordo com o género foi de 41,8% (23/55) para o

género masculino e de 58,2% (32/55) para o feminino, na proporgao

aproximada de 2:3, respectivamente.

5.1.2 IDADE

A média de idade foi de 39,8 anos (minima de 9 anos e maxima de 77

anos) com desvio-padrao de 15,8 anos e mediana de 38 anos.
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5.1.3 TIPO DE RESSECGCAO EMPREGADA

A ressecgao cirurgica foi o tratamento realizado em todos os pacientes
do estudo. As operacgdes nao foram realizadas pelo mesmo cirurgidao, mas o
foram pelos componentes de uma mesma equipe, em um unico hospital. A
descricdo dos procedimentos sera realizada em trés partes: via de acesso,

estrutura (s) ressecada (s) e disseccéao linfonodal.

5.1.3.1 VIA DE ACESSO

Nao houve ressecgdo por via endoscopica e nem por técnica
videoassistida. Em todos os casos a operacgao foi realizada por toracotomia.
A toracotomia anterior foi a via de acesso em 7 casos: 1 resseccdo em
cunha para a retirada de um nédulo periférico de 3 cm em lobo superior
esquerdo e 6 lobectomias superiores (4 a esquerda e 2 a direita). Para 47
pacientes, a operacao foi realizada utilizando-se a toracotomia péstero-
lateral. Em uma paciente operada em 1999, realizou-se a lobectomia inferior
esquerda por toracotomia poupadora de musculo (tanto grande dorsal

quanto serratil anterior).

51.3.2 ESTRUTURA (s) RESSECADA (s)

A amplitude da operacdo variou desde a retirada do tumor pela

resseccdo em cunha ou em manga, até a pneumonectomia. Os
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procedimentos realizados foram: um paciente (1,8%) foi submetido a
ressecgdo em cunha, 34 (61,8%) a lobectomias, quatro (7,3%) a
bilobectomias e 11 (20,0%) a pneumonectomias, enquanto que em cinco
casos (9,1%) o procedimento empregado foi a ressecgdo em manga, com

reconstrugcao por broncoplastia.

5.1.3.21 DISSECGAO LINFONODAL

A ressecgao de linfonodos mediastinais e hilares ipsilaterais ao tumor
foi realizada em 83,6% (46/55) dos doentes. A quantidade de linfonodos
retirados por paciente variou desde 1 estrutura até 25 (Tabela A1 - Anexo A).

Dos 46 casos de disseccdo mediastinal, obteve-se ao todo 298
linfonodos, em média 6,5 + 5,4 por paciente submetido a este tipo de
ressecgao. Deste total, 5,7% (17/298) dos linfonodos estavam acometidos
por tumor carcinodide tipico, sendo que em trés individuos, 1 linfonodo
continha metastase, em quatro pacientes 2 estruturas eram positivas, e em
dois doentes 3 linfonodos continham a neoplasia.

Em 16,4% (9/55) dos individuos ndao houve retirada de estruturas
linfonodais. A revisdo dos prontuarios referentes a estes casos, ndo se
encontrou descricdo de linfonodomegalias, nem meng¢do quanto a
exploragao mediastinal.

Devido a heterogeneidade da exploragao operatdria mediastinal, foram
excluidos do estudo todos os individuos que nao possuiam exame de

tomografia computadorizada de térax realizada 5 anos apds o ato cirurgico
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(ver descricao e discussao do seguimento pds-operatorio), para a verificagao

de linfonodomegalia mediastinal.

5.1.4 LOBO OU SEGMENTO BRONQUICO ACOMETIDO

Os lobos ou segmentos brénquicos acometidos pelo tumor carcinoide

tipico, bem como a frequéncia e a porcentagem de ocorréncia em cada um

deles, encontram-se detalhados na Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncia e porcentagem de lobos ou segmentos
bréonquicos acometidos por tumor carcinodide tipico
Localizagao Freqliéncia Porcentagem
Brénquio Principal Esquerdo 10 18,2
Lobo Médio 9 16,4
Lobo Inferior Direito 8 14,5
Lobo Superior Direito 8 14,5
Lobo Superior Esquerdo 8 14,5
Lobo Inferior Esquerdo 7 12,8
Brénquio Principal Direito 3 5,5
Brénquio Intermédio 2 3,6
TOTAL 55 100,0

5.1.5 LOCALIZAGAO DO TUMOR EM RELAGAO A CARINA

Em relacdo a carina, 85,5% dos tumores (47/55) eram centrais, e

14,5% (8/55) periféricos (distais aos brénquios segmentares).
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5.1.6 DIMENSOES DO TUMOR

A avaliagdo da dimens&o do tumor seguiu dois critérios: maior diametro

e volume do tumor; sendo estes explicitados a seguir.

5.1.6.1 MAIOR DIAMETRO

A média do maior diametro dos tumores foi de 29,5 mm (minimo de 5

mm e maximo de 70 mm) com desvio-padrao de 16,7 mm.

5.1.6.2 VOLUME
O volume tumoral médio foi de 2,1 x 10* mm? (minimo de 3,3 x 10 mm?®
e maximo de 1,8 x 10° mm?), sendo seu desvio padréo de 3,4 x 10* mm?.
Para a mensuragao dessa variavel, utilizou-se a férmula de calculo do

145

volume de um sdélido elipsoidal (V) ™, segundo férmula abaixo:

V = 4n/3x(axbxc) — [mm’]

[{Peet) 113

Na qual, “a”, “b” e

“n

¢’ s&o os semi-eixos do tumor, ou seja, metade dos

trés diametros principais, expressos em milimetros.

5.1.7 COMPROMETIMENTO DA MARGEM CIRURGICA
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A margem cirurgica foi classificada pelo patologista como livre, em
83,6% dos casos (46/55), e como comprometida em 16,4% (9/55).

Os 9 casos de comprometimento da margem por tumor ocorreram em
pacientes com lesdes centrais. Seis doentes foram tratados com lobectomia
(2 em lobo superior esquerdo, 2 em superior direito, 1 em lobo médio e 1 em
inferior esquerdo), 2 com ressec¢gdo em manga e broncoplastia, e em 1

caso, o tumor era periférico e invadia o brénquio pela face contraluminal.

5.1.8 ESTADIAMENTO

Apos revisdo do estadiamento operatério final dos 55 casos, a
distribuicdo apresenta 19 pacientes (34,5%) no estadio IA; 20 (36,4%) no IB;
um (1,8%) no llA; oito (14,5%) no IIB; seis (10,9%) no IlIA e um doente

(1,8%) no estadio IV, ndo sendo classificado nenhum individuo como IlIB.

5.1.8.1 CARACTERISTICAS DO TUMOR PRIMARIO (T)

Quanto ao T, 23 pacientes (41,8%) foram classificados como T1, 22
(40,0%) como T2 e dez (18,2%) como T3, ndo sendo constatados individuos
classificados como T4. Nao Houve mudangca do estadiamento devido a

alteracdes do T.
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5.1.8.2 METASTASE LINFONODAL (N)

Para a determinacédo do status linfonodal em cada paciente, definiu-se
como critério de inclusao no estudo, o seguimento pds-operatdrio minimo de
5 anos e o estudo tomografico mediastinal apds o periodo.

Definiu-se como estadiamento linfonodal NO os pacientes que
preencheram dois requisitos: nao terem linfonodos acometidos por
metastase ao momento operatério, nem imagens compativeis com
linfonodos com mais de 1 cm de maior didmetro a tomografia
computadorizada de torax realizada apos o 5° ano de seguimento.

Os doentes que ndo tiveram linfonodos ressecados e que nao
apresentaram imagens tomograficas compativel com linfonodos com maior
didmetro acima de 1 cm apds 5 anos de seguimento, foram considerados
como no estadio NO.

Dos 55 pacientes, 9 (16,3%) nao tiveram linfonodos ressecados a
operacao. Um deles evoluiu a 6bito no terceiro més, por metastase hepatica,
sendo submetido ao exame de necrépsia. A busca ativa de metastases
hematogénicas e linfonodais ndo demonstrou linfonodos comprometidos. Os
outros 8 pacientes foram acompanhados por mais de 5 anos, alias, todos os
8 tiveram seguimento maior que 10 anos.

Em 83,6% (46/55) dos pacientes realizou-se a exploragao cirurgica do
hilo pulmonar e do mediastino. Destes, 19,6% (9/46) tiveram linfonodos

acometidos por tumor carcindide. Um paciente apresentou estadiamento N1
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e oito, N2. Nao foi constatado nenhum paciente com estadio N3. Ver item:
"Tipo de resseccédo empregada”.

Todos os 298 linfonodos ressecados foram revistos a coloragao pela
HE, para verificagdo do diagnodstico. Houve concordancia entre os dois
patologistas do estudo, que havia metastase para os linfonodos descritos

anteriormente como acometidos.

51.8.3 METASTASE A DISTANCIA (M)

Considerou-se metastase a distdncia a comprovacao de tecido de
tumor carcindide tipico em localizagdo que nao a da lesao primaria.

Utilizou-se como critério de exclusdao a presenga de Sindrome de
Neoplasia Enddcrina Multipla ou a presenca de tumor carcindide intestinal
com les&o unica pulmonar de igual padrao histolégico.

Considerou-se o paciente livre de metastase a distancia, aquele que
nao apresentou imagem sugestiva do acometimento em campos
pulmonares, figado ou glandulas supra-renais a tomografia
computadorizada, nem sinais ou sintomas suspeitos. Sinais ou sintomas
suspeitos foram: cefaléia, dor retro-ocular, alteragdes neuroldgicas, dores
0sseas, nodulos cutaneos ou subcutaneos.

Todos os 55 pacientes inclusos no estudo tinham exames de imagem
qgue abrangiam as regides anatébmicas do térax e abddmen superior.

Metastase a distancia foi detectada em 10,9% (6/55) dos individuos, e

ausente em 89,1% (49/55) dos casos. Cada paciente apresentou metastase
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para um 6rgao unico, ndo houve caso de dois sitios acometidos no mesmo
individuo.

Os sitios de destino das metastases hematogénicas foram: figado em 2
casos, clavicula direita em 1 caso, glandula tiredide em 1 paciente, outro
lobo pulmonar em 1 caso e gordura mediastinal em 1 individuo.

Os casos de metastase hepatica tinham imagem tomografica sugestiva,
ambos confirmados histologicamente, um a bidpsia e outro a necropsia. O
caso de lesdo em clavicula foi diagnosticado devido a investigacdo de dor
Ossea persistente e localizada.

A paciente com metastase para a glandula tiredide teve seu diagnostico
feito incidentalmente a tomografia computadorizada de térax. Aventou-se a
hipétese de adenoma de glandula paratiredide e quadro de Neoplasia
Enddcrina Multipla, foi encaminhada ao Servigco de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco sem suspeita de metastase. O exame com radiomarcador MIBI
mostrou captagao. A ressecgao cirurgica do tumor sob suspeita de adenoma
de paratiredide resultou no diagndstico de tumor carcindide tipico. O padrao
histolégico descartou carcinoma neuroenddcrino medular da tiredide. Apesar
do diagnéstico ter sido feito apdés 5 anos de acompanhamento, a paciente
nao realizou exame tomografico nos 2 anos anteriores, ndo se sabendo
portanto qual foi o periodo aproximado do acometimento da glandula.

Os pacientes com lesdo em gordura mediastinal e lobo pulmonar
diverso do tumor primario tiveram o diagndstico como resultado de exames

de tomografia. Ambos eram assintomaticos. No caso do doente com leséo
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em gordura mediastinal, o diagnédstico foi feito apdés 5 anos de
acompanhamento.
Um paciente que apresentava Neoplasia Enddcrina Multipla foi excluido

do estudo. Nao houve casos de neoplasia gastrointestinal concomitante.

5.1.8.4 PRESENGA OU AUSENCIA DE METASTASE LINFONODAL

E/OU HEMATOGENICA

Para a realizacao de comparagodes, optou-se por agrupar os individuos
em dois grupos: (1) aqueles nos quais nao havia a presenca de metastases,
0 que representa 76,4% (42/55) da amostra; (2) aqueles nos quais foi
observada a presenca de metastase linfatica e/ou hematogénica, que
representou 23,6% (13/55) da populagdo em estudo. Em dois individuos,
havia a presengca de metastases linfonodais e a distancia

concomitantemente.

5.1.9 SEGUIMENTO

O tempo médio de seguimento dos pacientes foi de 140,1 + 64,1 meses
(minimo de 0 més e maximo de 270 meses).

O seguimento por 60 meses ou mais foi obtido para 53 doentes. Os 2
casos que nao foram acompanhados por esse periodo apresentaram morte
nao correlacionada: 1 no segundo dia pds-operatorio, por sepse, e outro no

18° més por infarto agudo do miocardio.
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5.1.9.1 TEMPO DE SOBREVIVENCIA GLOBAL

A taxa de sobrevivéncia global em 5 anos foi de 96,3%. A curva de
Kaplan-Meier para sobrevivéncia em 5 anos esta representada na Figura 8.
Os 2 casos de O6bito correlacionado ao tumor carcinéide foram

decorrentes de metastase hepatica em 3 e 12 meses.

1.1

1,01

Curva de sobrevi-

27 véncia (60 meses)

11 = Obito n&o correla-

Sobrevivéncia acumulada

0,0 cionado
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (meses)

Figura 8 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevivéncia em 60 meses.
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5.1.9.2 TEMPO DE SOBREVIVENCIA LIVRE DE DOENGA

O tempo médio de sobrevivéncia livre de doenga de toda casuistica foi
de 135,9 + 62,5 meses (minimo de 3 meses € maximo de 169 meses). Em
seis doentes houve metastase a distancia, sendo que, para estes, o tempo
médio de sobrevivéncia livre de doenca foi de 32,5 + 35,8 meses (minimo de
3 meses e maximo de 84 meses).

A taxa de sobrevivéncia livre de doengca em 5 anos foi de 92,6%. Ao
considerar o seguimento total, a taxa foi de 88,4%. A curva de Kaplan-Meier

para a sobrevivéncia livre de doenca esta representada na Figura 9.
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Sobrevivéncia livre de doenca acumulada

0,0 cionado
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (meses)

Figura 9 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de doencga
em 60 meses.
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5.2 RESULTADOS DA ANALISE DOS DADOS DA CASUISTICA X

METASTASE

5.2.1 GENERO X METASTASE

A ocorréncia de metastase foi de 39% (9/23) entre os homens e de

12,5% (4/32) entre as mulheres (Teste Exato de Fisher, p=0,025).

5.2.2 IDADE X METASTASE

No grupo de doentes com idade inferior a 40 anos, a ocorréncia de

metastase foi de 13,8% (4/29) e entre aqueles com 40 anos ou mais, foi de

34,6% (9/26) (Teste Exato de Fisher, p=0,067).

5.2.3 CENTRAL E PERIFERICO X METASTASE

No grupo de doentes com tumores centrais, a ocorréncia de metastase

foi de 23,4% (11/47) e entre aqueles com tumores periféricos foi de 25,0%

(2/8) (Teste Exato de Fisher, p=0,615).

5.2.4 DIMENSOES DO TUMOR X METASTASE

Para o estudo das dimensodes tumorais, utilizou-se o maior didmetro em

milimetros. O volume, em milimetros cubicos, apresenta correlagdo com



RESULTADOS 65

essa variavel (Coeficiente de Correlagdo de Pearson, r=0,819, p<0,0001),

conforme demonstrado na Figura 10.
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Figura 10 — Graficos da correlagao entre maior diametro e volume dos
tumores.

5.2.41 MAIOR DIAMETRO TUMORAL X METASTASE
Os tumores que ndo geraram metastase possuiam maior didmetro

médio de 28,8 + 15,7 mm e os que as geraram, 31,9 + 20,1 mm (Teste “t‘ de

Student, p=0,555).

5.2.4.2 VOLUME TUMORAL X METASTASE

Os tumores que nado geraram metastase possuiam volume médio de

2,0 x 10* £ 3,5 x 10* mm® e os que as geraram, 2,3 x 10* + 4,9 x 10* mm?®

(Teste “t de Student, p=0,593).
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5.2.5 MARGEM CIRURGICA COMPROMETIDA POR TUMOR X

METASTASE A DISTANCIA

No grupo de doentes cuja analise microscopica da margem de
resseccao demonstrou presenca de células tumorais, a ocorréncia de
metastase a distancia foi de 33,3% (3/9) e entre aqueles com margem livre,

foi de 6,5% (3/46) (Teste Exato de Fisher, p=0,049).

5.2.6 TNM X METASTASE A DISTANCIA

A ocorréncia de metastase a distdncia para cada grupo do

estadiamento TNM esta disposta na tabela 3.

Tabela 3 - Ocorréncia de metastase a distancia por grupos de
estadiamento TNM da UICC
Metastase a distancia

Estadio Sem Metastase Com Metastase Total
IA (%) 17 (89,5) 2 (10,5) 19 (100)
IB (%) 18 (90,0) 2 (10,0) 20 (100)
1A (%) 1(100,0) 0 1 (100)
1B (%) 7 (87,5) 1(12,5) 8 (100)
A (%) 6 (100) 0 6 (100)
B (%) 0 0 0 (100)
IV (%) 0 1 (100) 1 (100)

Total (%) 49 (89,0) 6 (11,0) 55 (100)

Teste do Qui-quadrado de Pearson, p=0,107.
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5.3 RESULTADOS RELATIVOS AOS INDICES DE EXPRESSAO DOS

MARCADORES TUMORAIS

5.3.1 RESULTADOS DESCRITIVOS DOS MARCADORES

Os valores obtidos pela quantificacdo da expressado imunohistoquimica
e pela quantificacao de fibras estromais, para cada individuo, sdo mostrados
na Tabela B1 — Anexo B. Os valores de média, desvio-padrao, minimo,

maximo e casos sem marcagao sdo mostrados na Tabela C1 — Anexo C.

5.3.1.1 Ki-67

Os valores obtidos pela quantificacdo da expressao imunohistoquimica
da proteina nuclear Ki-67 sdo: média de 2,3, com desvio-padrao de 24,
valor minimo de 0 e maximo de 7,7. Nao houve detecgdo imunohistoquimica

do Ki-67 em 17 (30,9%) casos.

531.2 p53

Os valores obtidos pela quantificacdo da expressao imunohistoquimica
da proteina nuclear p53 foram: média de 2,2, com desvio-padrao de 2,3,
minimo de 0 e maximo de 7,2. Nao se detectou marcagdo em 17 casos

(30,9%).
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5.3.1.3 Bcl-2

Os valores obtidos pela quantificacdo da expressao imunohistoquimica
da proteina citoplasmatica Bcl-2 foram: média de 8,9, com desvio-padrao de
4,9, minimo de 0 e maximo de 19. Nao se detectou marcagdo em 5 casos

(9,1%).

5.3.14 CD-34

Os valores obtidos pela quantificagdo do numero de microvasos por
pm2 marcados pelo foram: média de 8,4, com desvio-padrao de 5,5, minimo

de 2,3 e maximo de 21,9. Em todos os casos houve marcacéo.

5.3.1.5 FIBRAS COLAGENAS

Os valores obtidos pela quantificacdo das fibras colagenas foram:
média de 11,1 unidades c')pticas/pm2, com desvio-padréao de 6,6 unidades
dpticas/um?, minimo de 0,06 unidades opticas/um2, e maximo de 27,5

unidades Opticas/um?. Em todos os casos houve marcacao.

5.3.1.6 FIBRAS ELASTICAS

Os valores obtidos pela quantificagao das fibras elasticas foram: média

de 13,3 unidades opticas/um? com desvio-padrdo de 4,9 unidades
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opticas/um?, minimo de 3,0 unidades opticas/um®, e maximo de

19,50unidades opticas/um?. Em todos os casos houve marcacao.

5.3.1.7 DENSIDADE ESTROMAL

Os valores obtidos pela quantificagcdo da densidade estromal foram:
média de 24,9 unidades opticas/um?, com desvio-padréo de 10,3 unidades
dpticas/um?, minimo de 3,5 unidades O&pticas/um?, e maximo de 41,1

unidades dpticas/um?. Em todos os casos houve marcagao.

5.3.2 MARCADORES X MARCADORES

As correlagbes dos indices de expressao imunohistoquimica dos

marcadores entre si estdo dispostas na Tabela D1 — Anexo D.

5.3.3 MARCADORES X DIMENSOES TUMORAIS

Nao houve correlagdo entre a dimensdo do tumor e o indice de

expressado imunohistoquimica para nenhum dos marcadores (Coeficientes

de Correlagédo de Pearson nao significantes).
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5.3.4 MARCADORES X METASTASE

As comparagdes das médias dos indices de expressao de cada
marcador, entre os grupos de doentes com e sem metastase estao

representadas nas Tabelas 4, 5 e 6, a seguir.

5.3.41 METASTASE LINFONODAL

Considerou-se auséncia de metastase linfonodal a observagao de:
registro tomografico sem imagem compativel com linfonodos com diametro
maior que 1,0 cm apdés 5 anos de seguimento e auséncia de
comprometimento metastatico dos linfonodos mediastinais e hilares

ressecados ao ato operatorio.

Tabela 4 — Comparagdo das médias do indice de expressdao de cada
marcador entre os grupos de individuos com e sem
metastase linfonodal

Metastase linfonodal

Marcador Sem Metastase™™ Com Metastase™* p*

Ki-67 1,9+ 2,1 4,2+ 3,0 0,007
p53 1,9+2,1 39+27 0,015
Bcl-2 9,7+4,6 50+4,4 0,007
CD-34 6,9+4,0 16,1+£5,9 0,000
Fibras colagenas 12,1+ 6,3 58+5,9 0,007
Fibras elasticas 14,3+4,1 84+59 0,001
Densidade estromal 26,9 + 8,8 14,8 +12,1 0,001

* Teste “t” de Student. ** médiat1 desvio-padréo (n = 55).
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5.3.4.2 METASTASE A DISTANCIA

Tabela 5 — Comparagcao das médias do indice de expressdao de cada
marcador entre os grupos de individuos com e sem
metastase a distancia

Metastase a distancia

Marcador Sem Metastase** Com Metastase** p*

Ki-67 23+23 23+£3,2 0,966
p53 22+23 26+23 0,657
Bcl-2 9,0+4,7 8,1+£6,5 0,672
CD-34 85+5,6 6,9+4,5 0,496
Fibras colagenas 11,6 +6,6 72+5,0 0,125
Fibras elasticas 13,5+ 5,1 12,3+£34 0,576
Densidade estromal 25,3+10,6 21,6+7,2 0,416

* Teste “t” de Student. ** média+1 desvio-padrao.

5.3.4.3 METASTASE LINFONODAL OU A DISTANCIA

Tabela 6 — Comparagao das médias do indice de expressdao de cada
marcador entre os grupos de individuos com e sem
metastase linfonodal ou a distancia.

Metastase linfonodal ou a distancia

Marcador Sem Metastase** Com Metastase** p*

Ki-67 1,8+1,9 3,9+3,1 0,005
p53 1,8+2,0 3,7+26 0,008
Bcl-2 9,7+44 6,5+5,7 0,036
CD-34 6,8+3,9 134+7,0 0,000
Fibras colagenas 12,7 £ 6,0 6,0+5,7 0,001
Fibras elasticas 14,6 £4,0 9,2+54 0,000
Densidade estromal 27,6 +8,7 16,2+ 10,8 0,000

* Teste t de Student. ** média+1 desvio-padrao.
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5.3.44 MEDIA DOS VALORES DE EXPRESSAO DE CADA

MARCADOR X GRUPOS DE METASTASE

Para cada marcador (p53, Ki-67, densidade de microvasos, fibras
colagenas, elasticas e densidade estromal), foi elaborado um grafico que
mostra a média dos valores do indice de expressao imunohistoquimica ou
densidade de fibras, representados nas Figuras 11, 12, 13, 14, 15 e 16
respectivamente. As médias de quatro grupos de pacientes sdo comparadas
em cada grafico: individuos sem qualquer metastase (0), com metastase
linfonodal (N), com metastase a distancia (M) e com metastases linfonodal e
a distancia concomitantes (NM).

As linhas verticais representam o erro-padrdao da média, aceitando-se o
intervalo de confianga de 95%. A comparacao das médias entre os quatro
grupos de pacientes, para cada marcador, foi realizada por analise de

variancia (ANOVA), aplicando-se o teste auxiliar de Bonferroni.
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Figura 11 — Grafico da comparagao da média dos valores de expressao

de p53 entre grupos (segundo a ocorréncia de metastase).
LEGENDA: 0 = auséncia de metastase; N = metéstase linfonodal; M = metastase a
distancia; NM = metéstase linfonodal e a distancia. (ANOVA, p=0,018).
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Figura 12 — Grafico da comparagao da média dos valores de expressao
de Ki-67 entre grupos (segundo a ocorréncia de
metastase).

LEGENDA: 0 = auséncia de metastase; N = metastase linfonodal; M = metastase a
distancia; NM = metéstase linfonodal e a distancia. (ANOVA, p=0,001).
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Figura 13 — Grafico da comparagao da média dos valores de expressao
de CD-34 entre grupos (segundo a ocorréncia de

metastase).
LEGENDA: 0 = auséncia de metastase; N = metastase linfonodal; M = metastase a
distancia; NM = metastase linfonodal e a distancia. (ANOVA, p=0,001).
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Figura 14 — Grafico da comparag¢ao da média dos valores de expressao

de fibras colagenas entre grupos (segundo a ocorréncia de metastase).
LEGENDA: 0 = auséncia de metastase; N = metastase linfonodal; M = metastase a
distancia; NM = metastase linfonodal e a distancia. (ANOVA, p=0,009).
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Figura 15 — Grafico da comparagao da média dos valores de expressao
de fibras elasticas entre grupos (segundo a ocorréncia de
metastase).

LEGENDA: 0 = auséncia de metastase; N = metastase linfonodal; M =

metastase a distancia; NM = metastase linfonodal e a distédncia. (ANOVA,

p=0,001).
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Figura 16 — Grafico da comparagao da média dos valores de expressao
da densidade estromal entre grupos (segundo a ocorréncia
de metastase).

LEGENDA: 0 = auséncia de metastase; N = metastase linfonodal; M =

metastase a distancia; NM = metastase linfonodal e a distancia. (ANOVA,

p=0,001).

5.3.5 MARCADORES X SOBREVIVENCIA

Nao houve correlacdo entre o indice de expressdo de nenhum dos

marcadores com as taxa de sobrevivéncia, global ou livre de doenga.

5.4 iNDICE DE RISCO PARA A OCORRENCIA DE METASTASE

5.4.1 INDICE DE RISCO COM BASE NA ANALISE MULTIVARIADA POR

REGRESSAO LOGISTICA
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Pela analise multivariada por regressao logistica em degraus, o unico
fator independente associado a ocorréncia de metastase foi a densidade de
microvasos. Pela equacéao, cuja representacao grafica € mostrada na Figura
17, obteve-se um coeficiente =0,3, com erro padréo de 0,1 (p=0,0001). A

constante para a equacao foi de —5,2 com erro padréo de 1,3 (p=0,0001).

0 — r 1 15 1. 1.1
0 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20

CD34 (vasosicga)

Risco Metatase Linfonodal (%)

Figura 17 — Curva que representa a equagao do risco da ocorréncia de
metastase determinado para cada valor de dmv medido.
(as linhas tracejadas representam 1 erro padrao)

O segundo degrau de analise das variaveis em conjunto, excluindo-se a
densidade de microvasos, ndo demonstrou associacdo de outro fator
independente associado ao evento binario "metastase”.

Nao havendo outros fatores associados ao risco, pela analise
multivariada, ndo se estabeleceu qualquer indice numérico ou equacao para

representar o risco de ocorréncia de metastase. Nao ha como definir um

indice com validade externa a casuistica, baseado nesta analise.
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5.4.2 PROPOSTA DE UM MODELO SIMPLIFICADO A SER

DESENVOLVIDO

5.4.21 TRANSFORMAGAO DAS VARIAVEIS CONTINUAS EM

CATEGORIZADAS

A idade e os indices de expressdo de cada marcador foram

categorizados em dois grupos: acima e abaixo das respectivas médias.

5.4.2.2 DETERMINAGAO DA RAZAO DE CHANCES DE CADA

VARIAVEL PARA A OCORRENCIA DE METASTASE

Para cada variavel categorizada, idade, género e indice de expressao
imunohistoquimica, determinou-se a razdo de chances para a ocorréncia de

metastase (Tabela 7).

Tabela 7 — Razdao de chances da ocorréncia de metastase para cada
variavel categorizada (base para a ponderacao dos pontos)

Variaveis Razao de chances*
Idade elevada 3,3
Clinicas
Género masculino 45
Ki-67 elevado 5,1
Celulares
p53 elevado 3,7
CD-34 elevado 5.1
Matriciais Fibras colagenas (baixa densidade) 9,9
Fibras elasticas (baixa densidade) 51

*Estimativa de Mantel-Haenszel para razdo de chances (odds ratio).
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5.4.2.3 SOMATORIA DE PONTOS PARA DETERMINAGAO DO iNDICE

DE RISCO DE OCORRENCIA DE METASTASE

Dados clinicos (idade e género) e dados histolégicos (expressao de
marcadores) categorizados como “acima da média” ou “abaixo da média”,
s&o utilizados para a determinacdo do indice de Risco. Para cada uma das
variaveis: idade, género e expressao de marcadores sdo dadas notas

ponderadas pela razao de chances (odds ratio), conforme a Tabela 8.

Tabela 8 - Pontos a serem somados segundo cada variavel
categorizada para a determinacao do indice de risco
(ponderados pela razdao de chances para ocorréncia de

metastase)
Variaveis Grupo de risco Pontos para a soma
<40 0
Idade
240 3
Clinicas
Fem. 0
Género
Masc. 5
<2,3 0
Ki-67
22,3 5
Celulares
<22 0
p53
22,2 4
<8,4 0
CD-34
28,4 5
>11,0 0
Matriciais Fibras colagenas
<11,0 10
213,3 0
Fibras elasticas
<13,3 5
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5.4.2.4 DETERMINAGAO DO iNDICE DE RISCO DE OCORRENCIA DE

METASTASE

O indice de risco (IR) é obtido pela soma dos pontos, e pode ser baixo,

intermediario ou alto, conforme mostrado na Tabela 9.

Tabela 9 — indice de Risco (IR) para ocorréncia de metastase

indice (IR) * Risco
menor que 8 Baixo risco
de 8 a 20 Risco intermediario
maior ou igual a 20 Alto risco

*Soma de pontos.

5.4.3 RESULTADOS DO MODELO DE iNDICE DE RISCO PROPOSTO

5.4.3.1 DESCRITIVOS

O indice de risco foi calculado para 55 doentes. O valor minimo foi 0, o
maximo 37, com média de 14,3 e desvio padrao de 10,9. A distribuicao dos
pacientes pelos grupos de risco baixo, intermediario e alto foi 15 (27,3%), 24

(43,6%) e 16 (29,1%).

5.4.3.2 INDICE DE RISCO DE OCORRENCIA DE METASTASE X

METASTASE

A ocorréncia de metastase em cada grupo de risco é mostrada na

Tabela 10 e na Figura 18.
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O valor preditivo positivo do IR 220 para a ocorréncia de metastase € de

62,5%. Além disso, 77% dos casos que apresentaram metastase possuem

IR >20.

Tabela 10 — Ocorréncia de metastase em cada grupo de risco
Ocorréncia de metastase

indice Total
Ausente Presente
até 8 (%) 15 (100) 0 15
de 8 a 20 (%) 21 (87) 3(12) 24
maior ou igual a 20 (%) 6 (37) 10 (62) 16
Total (%) 42 (76) 13 (23) 55

Teste do Qui-quadrado de Pearson, p<0,0001.

100+
80+
60-

i@l presente
40

Metastases (%)

O ausente

20

<8 8a19 220 IR

Baixo risco Risco Alto risco
intermediario

Figura 18 — Porcentagem de doentes que tiveram metastase em cada
grupo de risco.



6. DISCUSSAO




DISCUSSAQO 85

6. DISCUSSAO

A discussao foi realizada em 3 partes. A primeira discorreu sobre as
limitacbes do trabalho, a segunda sobre o espectro das proliferacdes
neuroenddcrinas, e somente entdo, prosseguiu-se com a discussiao dos

resultados na mesma ordem que foram dispostos no capitulo de Resultados.

6.1 LIMITAGOES DO TRABALHO

Para que se possa iniciar qualquer discussdao sobre os resultados, €
imperativo determinar as limitagdes do trabalho, para evitar analise de dados
que nao representem a realidade. Nesta parte discutir-se-a: exclusdes,
desenho epidemiolégico de corte transversal retrospectivo, perda de
seguimento antes de 5 anos, Obito por causas nao correlacionadas,
auséncia da descricdo pré-operatéria de dados clinicos e radioldgicos,
disseccao linfonodal mediastinal, analise de linfonodos e limitagdes do

estudo baseado na deteccio de proteinas.

6.1.1 EXCLUSOES

Houve 88 pacientes que nao foram incluidos no estudo. Os motivos

foram:
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do HCFMUSP (32 individuos): dos 9 pacientes operados a mais de 5
anos: 7 por terem tumor carcindide atipico, 2 carcinoma neuroendocrino
de grandes células. Outros 23 pacientes por nao terem sido operados a
mais de cinco anos. Neste ultimo grupo, existem também casos de tumor
carcinoide atipico.

de outros Servicos (56 individuos): a recuperacdo dos espécimes
histolégicos provindos de outros servigos foi realizada no decorrer de trés
anos. Para que houvesse uniformidade no método de coloracéao e leitura
das laminas histoldgicas, aguardou-se para que fossem submetidos ao
processo em um unico momento. Este material esta incluido nos projetos
de pesquisa e nas teses de doutoramento em andamento no grupo de

estudo de carcinomas neuroenddcrinos.

A inclusao, nos proximos trabalhos, de pacientes operados nos ultimos

anos, que completardo 5 anos de seguimento, e daqueles provenientes de

outros Servigos, aumentara a validade externa das conclusdes do estudo.

O poder estatistico da analise multivariada por regressao logistica foi

diminuido devido ao numero de eventos (metastase) observado. Somente a

microdensidade de vasos foi definida como fator independente relacionada

ao fendbmeno. A analise univariada concluiu que a diferenca entre as médias

dos valores dos indices de expressao, para os outros 4 biomarcadores, entre

0 grupo com e sem metastase, deve ser aceita como significante. O estudo

da relacao entre a idade dos pacientes e o fendbmeno metastatico também
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deve ter sido prejudicado pelo numero reduzido de pacientes incluidos no
estudo.

Os pacientes continuam sendo seguidos e as Comissdes de Etica dos
hospitais que enviam seus doentes para o ambulatério deste Servigo deram
parecer favoravel a inclusao de novos individuos. Os novos trabalhos terao
analises com maior poder estatistico e maior validade externa.

Provavelmente, a idade, o género e os 5 marcadores analisados
poderao ter seu papel prognostico validado, ou melhor elucidado, com o
estudo do caso de pacientes que nado se adequaram aos critérios de

inclusao deste projeto.

6.1.2 DESENHO EPIDEMIOLOGICO DO ESTUDO

Considerando-se a casuistica estudada, a primeira limitagdo que deve
ser levada em conta é a referente ao desenho epidemioldgico do estudo,
retrospectivo de corte transversal. A aquisicdo de informacdes referentes a
fendbmenos ocorridos desde 1981 nao possibilita a uniformidade da
descricao de dados clinicos e radioldgicos. E o estudo de corte transversal
agregou doentes tratados de forma nao uniforme no que se refere a
disseccao linfonodal mediastinal e hilar ipsilaterais ao tumor, fato que nao
ocorre em estudos prospectivos controlados.

Com o estabelecimento do ambulatério especializado e de uma ficha

padrdao para a coleta de dados clinicos e dos exames de imagem,
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uniformizou-se a aquisi¢gdo de informacdes. Estas, ja sao utilizadas nos
trabalhos em andamento.

Quanto a disseccgao linfonodal (ver discussao adiante), as evidéncias
advindas das pesquisas deste e de outros grupos poderédo estabelecer a
exploragao mediastinal e hilar como procedimento padrao durante o ato

operatdrio nos casos de tumores carcindides.

6.1.3 PERDA DE SEGUIMENTO ANTES DE 5 ANOS

Pacientes operados a mais de cinco anos, dos quais nao ha registro de
imagem de exame tomografico toracico, foram considerados como perda de
seguimento antes de cinco anos. Dois pacientes nao tiveram
acompanhamento por cinco anos, ambos por obito ndo correlacionado a
doenca. O motivo da inclusdo destes dois individuos no estudo esta

discutido no item a sequir.

6.1.4 OBITOS NAO RELACIONADOS

Além da limitacdo do desenho do estudo, houve duas perdas de
seguimento poés-operatorio, por ébito ndo correlacionado, considerando-se o
periodo minimo de 5 anos. Uma paciente evolui a obito por complicagao
operatoéria no segundo dia apds o procedimento. A analise dos linfonodos
mediastinais dissecados a operagao, demonstrou a presenca de metastase

em um dos 20 linfonodos ressecados. Outro paciente faleceu por infarto
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agudo do miocardio 18 meses apos a operagao. Era acompanhado no
ambulatério do servico e, além do diagndstico operatorio de metastase em 1
dos 2 linfonodos mediastinais ressecados, também evolui com metastase a
distancia. A metastase era em clavicula direita, e foi diagnosticada apds
investigacao de dor local. Irradiacdo do local ndo resultou em qualquer
diminui¢ao do volume da lesdo ou dos sintomas.

A peculiaridade do segundo paciente ter evoluido com metastase
linfonodal mediastinal e a distancia antes do 6bito, justificou a sua incluséao
no estudo. Quanto a paciente, existe a critica do desconhecimento do
desenvolvimento de metastase a distancia. O fato de haver acometimento
linfonodal motivou o estudo dos espécimes histologicos referentes ao caso.

O terceiro caso de 6bito nao correlacionado ocorreu apos 14 anos (168
meses) de seguimento pds-operatorio, por infarto agudo do miocardio. Seu
estadiamento operatdério linfonodal era NO, apds a analise de 12 linfonodos
ressecados. Foi submetido a necropsia no Instituto do Coragdo do
HCFMUSP, sem evidéncia de metastase a distadncia. Nao se considerou o
seguimento como perdido, devido ao tempo de acompanhamento de 14

anos.

6.1.5 SINAIS E SINTOMAS PRE-OPERATORIOS

A descricao de dados clinicos, como a duragao de sinais e sintomas
referentes ao carcindide antes do ato operatério ndo foi realizada devido a

mudanca da histéria adquirida quando o paciente foi novamente entrevistado
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anos apos o evento. Ao comparar-se a historia do prontuario, obtida no
periodo pré-operatorio, com a obtida ao retorno ambulatorial houve
disparidade na duragao de sintomas de até 7 anos entre ambas. Nao houve
uniformidade nos dados clinicos registrados no prontuario no periodo pré-
operatorio, e nao foram confiaveis os dados obtidos anos apds a operagao,
por isso nao se completou a aquisicdo de dados referentes do tempo de
duracao de sinais e sintomas com estas ultimas informagdes.

O numero de episddios de pneumonia no periodo precedente a
resseccdo do carcindide também nao foi descrito devido ao mesmo
problema de mudanga da histéria obtida a anamnese no decorrer dos anos e
a auséncia do dado em alguns prontuarios.

Mesmo informagdes referentes a ocorréncia de hemoptise, pneumonia,
dor toracica, dispnéia, febre ou emagrecimento, ndo coincidiam quando se
comparou a histéria pré-operatoria e a recuperada anos apos o
procedimento. E descrito que pacientes com dor toracica e emagrecimento
tém pior progndstico®.

Deve-se uniformizar a coleta de dados clinicos para que ndo se percam

informacdes indispensaveis.

6.1.6 EXAMES DE IMAGEM

Dados referentes aos exames radioldgicos pré-operatorios também nao

foram descritos devido a falta de registro dos mesmos para a maioria dos

pacientes, tanto na forma de anotacdes em prontuarios, como na forma de
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apresentacdo dos exames ao retorno. Além disso, no periodo de 1982 a
1999, houve evolugdo dos métodos de tomografia computadorizada de torax
e da sensibilidade do exame para a detecgao de linfonodomegalia hilar e

mediastinal 4.

6.1.7 DISSECGAO LINFONODAL HILAR E MEDIASTINAL

O desenho epidemioldgico do estudo, retrospectivo, ndo permite a
uniformidade de conduta quanto a exploragado mediastinal. Na pratica clinica,
a dissecgao linfonodal hilar e mediastinal ipsilateral nao é obrigatéria nos
casos de resseccao de tumores carcinoides, pois nao ha evidéncia de que
aumente o tempo de sobrevivéncia ou de que melhore a qualidade de vida

8, 41, 43,49, 71, 147, 148  Além disso, mesmo para os outros

dos pacientes
carcinomas primarios pulmonares, ndo € consenso que se deva esvaziar
radicalmente os linfonodos mediastinais. A exemplo da maioria dos Servigos
ocidentais, o do HCFMUSP também nao preconiza esse tipo de exploragao
mediastinal para todos os pacientes. Porém, o seguimento ambulatorial com
exame clinico e tomografia computadorizada de térax é realizado por no
minimo cinco anos.

Por isso, observa-se que nao houve retirada de qualquer linfonodo
durante o ato operatério em nove casos. Nos 46 casos de resseccio

linfonodal, o numero de estruturas retiradas variou de um a 25, refletindo a

auséncia de uniformidade no tipo de disseccdo. Um protocolo de estudo
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prospectivo, que defina a conduta ante a exploragdo mediastinal, € o
desenho de estudo que permite a obtencado de uniforme ante este fator.

O seguimento dos doentes em longo prazo permite a deteccédo de
metastases linfonodais, e € imperativo para o estudo do fenédmeno em
populagdes de individuos operados sem que tenham sido submetidos a
exploracdo mediastinal*®.

Dos 88 pacientes que nao foram incluidos no estudo, 23 o foram pelo
unico motivo de terem sido operados a menos de 5 anos, o que torna
impossivel, nestes doentes, qualquer analise do status linfonodal quanto ao
acometimento neoplasico'*°.

Para que um paciente fosse incluido na casuistica, houve
obrigatoriedade de  seguimento pds-operatério com  tomografia
computadorizada, realizada a mais de cinco anos da data do procedimento
cirargico. As imagens das tomografias destes pacientes ndo demonstram
qualquer linfonodomegalia hilar ou mediastinal. Além disso, a excecao de
uma paciente, que reside e € acompanhada por pneumologista na cidade de
Sao Vicente e mantém apenas contato telefénico com a equipe do
ambulatério de carcinomas neuroenddcrinos, outros 7 pacientes retornam
semestralmente e mantém contato com a equipe. Ao serem examinados
pelos cirurgides toracicos do ambulatéorio, ndo apresentaram sinais ou
sintomas de recidiva. Um paciente evoluiu a o6bito no terceiro més por
metastase hepatica e, a necropsia, ndo havia acometimento linfonodal.

Os pacientes deste estudo ndo apresentaram desenvolvimento de

imagens tomograficas compativeis com linfonodos aumentados no decorrer
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do seguimento. Porém, é possivel que haja metastase em linfonodos com
diametro menor que 2 cm, dimensao esta considerada como limite entre a
normalidade e a megalia neste servigo. Além disso, mesmo que pouco
possivel, o surgimento de metastases tardias ainda pode ocorrer entre
individuos da casuistica.

Em resumo, o Servigo de cirurgia toracica do HCFMUSP nao preconiza
o esvaziamento radical linfonodal para todos os pacientes acometidos por
carcinoma, em concordancia com a maioria dos servigos ocidentais, porém,
determina que todos os doentes sejam seguidos por pelo menos cinco anos,
em ambulatério especializado. O seguimento pds-operatério inclui exame
clinico e tomografia computadorizada de térax. O mesmo tipo de
acompanhamento foi utilizado como critério para que o doente incluido no
estudo. Isso explica o fato da exclusdo da casuistica, dos pacientes
operados a menos de cinco anos.

A ocorréncia de metastases linfonodais mediastinais durante o
seguimento pds-operatério € um fendmeno raro™’. No ambulatdrio
especializado deste Servigo, observaram-se dois casos entre 143 doentes
acompanhados (incluindo-se casos de tumor carcindide tipico e atipico).
Nenhum dos dois casos consta deste estudo, pois um deles apresenta
neoplasias enddcrinas multiplas (fator de exclusédo), e ndo esta claro se o
fendbmeno € decorrente de metastase, recidiva ou segundo tumor primario.
Provavelmente trata-se de recidiva local apds resseccdo de carcindide
atipico timico, que foi retirado no mesmo ato operatdrio que uma massa

pulmonar em lobo superior esquerdo, que era um carcindide tipico. O outro
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paciente, uma mulher operada para o tratamento de tumor carcindide atipico
(fator de exclusdao) em Ilobo pulmonar inferior direito, apresentou
linfonodomegalia mediastinal no sexto més pds-operatério e foi submetida a
mediastinoscopia com bidpsia. Confirmou-se o diagndstico de metastase do
tumor pulmonar. Esta paciente também apresenta lesdo expansiva em
glandula supra-renal direita, e esta em preparagao pré-operatoria para a

realizagao de bidpsia.

6.1.8 ANALISE DOS LINFONODOS

Aceita-se como definicdo para o acometimento de um linfonodo por
metastase, a presenca de populagdes celulares neoplasicas do tecido
tumoral primario a analise microscépica a coloragcdo pela técnica de HE.
Porém, é aceita como definicdo de auséncia de metastase, a nao deteccgao
destas células pela coloracdo. E sabido que mesmo linfonodos que ndo
apresentam critérios de acometimento pelo método, podem conter células
metastaticas. O fendmeno detectado por técnicas como imunohistoquimica
ou imunofluorescéncia in situ, € denominado micrometastase.

No caso de carcinomas neuroenddécrinos broncopulmonares, reacoes
imunohistoquimicas para cromogranina-A, enolase neurbnio especifica e
sinaptofisina determinam a presenca de células tumorais. Se realizadas no
tecido de linfonodos com micrometastase, evidenciam o fenédmeno.

O Professor Doutor Jodo Aléssio Juliano Perfeito incentivou a procura

de micrometastase (e disponibilizou os tecidos linfonodais ressecados no
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Servico de Cirurgia Toracica da Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal Paulista, para enriquecer a casuistica do HC-FMUSP).
O grupo de estudos de carcinomas neuroenddcrinos broncopulmonares do
Hospital das Clinicas da FMUSP, ao estudar a presenga de acometimento
linfonodal pela coloragdo de HE e pela imunohistoquimica descrita,
diagnosticou micrometastases em alguns casos. O estudo prossegue e é
desenvolvido como Projeto de Iniciagdo Cientifica do académico Leandro
Luongo de Matos.

A analise de toda a casuistica a luz desta técnica de estadiamento deve
ser realizada para a melhor compreensdo do comportamento destes
tumores. A revisdo da literatura, ndo ha relatos de micrometastase em
linfonodos mediastinais de pacientes operados para o tratamento de tumor
carcindide broncopulmonar, dai a impossibilidade de se concluir o impacto

clinico que o fendbmeno poderia ter.

6.1.9 LIMITAGOES DE ESTUDOS BASEADOS NA ANALISE DE

PROTEINAS

As técnicas de imunohistoquimica baseiam-se na afinidade de
anticorpos por determinadas areas de uma macromolécula protéica. Estas
areas podem estar presentes sem qualquer alteracdo em proteinas
selvagens ou mutadas. Esta area na qual se liga o anticorpo € chamada de

epitopo™”.
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Conclui-se que a mera afinidade de um anticorpo por um epitopo de
uma proteina ndo assegura que toda a estrutura desta macromolécula esteja
integra. Se o que se quer detectar € a presencga de proteinas funcionantes,
deve-se analisa-las em ensaios que verifiquem tal fenbmeno. Porém, estes
ensaios nao sao utilizados de rotina em laboratorios de patologia clinico-
cirurgica.

Por isso, em estudos que tenham por objetivo a determinacéo de
marcadores imunohistoquimicos para uso na pratica clinica, deve-se utilizar
anticorpos ja consagrados pela reconhecida correlagdo entre sua marcacgao
tecidual e um evento biolégico de interesse. No presente estudo foram
utilizados anticorpos contra epitopos ja bem estudados, porém proteinas que
apresentem mutagcées em segmentos que nao interfiram na afinidade
anticorpo-epitopo também podem ser marcadas.

Para resolver tal problema, técnicas de analise da sequéncia dos
acidos nucléicos do DNA ou do RNA mensageiro tém sido cada vez mais
utilizadas. Um dos trabalhos desenvolvidos pelo grupo de estudo de
carcinomas neuroendocrinos do HCFMUSP, realizado pelos doutores
Alexandre Muxfeldt Ab'Saber e Estela Novak, consiste no estudo da
expressdo e da morfologia do RNA mensageiro do gene VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) nestes tumores, e correlaciona estes dois fatores
com a densidade de microvasos e o potencial metastatico das neoplasias.

A maior desvantagem do estudo dos acidos nucléicos em relagdo ao
das proteinas ¢é a técnica de extracdo do RNAm dos tecidos. A desnaturacao

desta molécula ocorre em minutos caso o tumor ndo seja conservado em
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nitrogénio liquido ou em meio de preservagao especifico, ao passo que o
fendmeno nao ocorre com as proteinas, mesmo que o tecido fique exposto a
temperatura ambiente por horas. Durante a fase piloto do projeto
mencionado, houve desnaturacio do RNAmM em tumores que foram
resfriados em nitrogénio liquido com 5 minutos de laténcia entre a retirada
da peca operatoria e o acondicionamento.

Ainda referente a esse projeto, estda em desenvolvimento uma técnica
de extragdo de RNAm de tecidos emblocados em parafina, porém os testes
nao estdo sendo realizados em espécimes de tumor carcinéide. O motivo é
que a técnica utiliza uma quantidade de tecido neoplasico que consumiria
toda a amostra, e o carcindide € um tumor raro. Os testes sdo realizados em
tecidos de camundongos. Outro fator que torna o estudo de acidos nucléicos
menos aplicavel na pratica clinica, quando comparado ao de proteinas, € o

custo.

6.2 O ESPECTRO DAS PROLIFERAGOES NEUROENDOCRINAS

BRONCOPULMONARES

Sob a denominacao de tumores carcindides tipicos encontram-se todas
as proliferagdes de células de Kulchitsky com didametro maior que 5 mm, que
nao apresentem areas de necrose ou invasao de tecidos adjacentes e cujo
numero de células em mitose ndo ultrapasse dois a cada observacao de 10

campos microscopicos de grande aumento’'. Quando estes aglomerados
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celulares nao ultrapassam o diametro de 5 mm, s&o arbitrariamente
definidos como Tumorlets.

Todo tumor carcindide ja teve dimensdes que o definiria como
Tumorletszo, caso tivesse sido ressecado antes de ultrapassar tal limite.
Assim também, ndo ha estudo que prove a incapacidade de formacdes
hiperplasicas neuroenddécrinas de atingirem diametros maiores que o acima
estabelecido.

A forma definitiva de se caracterizar uma célula como neoplasica,
quando seu aspecto fenotipico bem diferenciado a confunde com suas pares
hiperplasicas, é demonstrar alteragdes estruturais gendémicas. Neoplasia &
uma doenga caracterizada por tais alteragdes, enquanto que hiperplasias
apenas denotam funcionamento acelerado dos processos de divisao
celular®.

Talvez, entre todos os tumores que sao diagnosticados atualmente
como carcinoides, existam entidades nosologicas verdadeiramente
neoplasicas e outras apenas hiperplasicas.

Entre os pacientes acompanhados no ambulatério especializado e
inclusos na casuistica do estudo, dois casos exigem descricdo detalhada.
Um deles € um paciente que apds o diagndstico histolégico de carcindide
tipico central por bidépsia endobrénquica, negou o tratamento por acreditar
que evoluiria de forma desfavoravel, uma vez que seu pai foi operado por
um "cancer de pulmao" e nao foi curado. Apesar das informagdes de que
nao tinha doenga comparavel a do seu pai, permaneceu 7 anos sem aceitar

a ressecgao. No sétimo ano apdés o diagnéstico, resolveu procurar
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novamente servico meédico para ser operado. Recebeu tratamento, a analise
histolégica ndao apresentou acometimento linfonodal ou invasédo de tecidos
adjacentes; permanece em acompanhamento sem sinais de recidiva ou
metastase. Outro caso é de uma paciente que apresentava tosse nao
produtiva por 30 anos, com episodios de pneumonia desde o inicio do
quadro. Apos ser operada de um tumor carcindide tipico endobrdénquico, nao
apresentou mais tosse ou pneumonia. N&o apresentou acometimento
linfonodal e permanece sem evidéncia de metastase.

E impossivel afirmar que no segundo caso a causa da tosse e das
pneumonias era a presencga do tumor endobrénquico ressecado 30 anos
mais tarde, porém no primeiro caso, ha registro da lesao por 7 anos. Nestes
dois casos, assim como na maioria dos pacientes, recupera-se historia e até
mesmo exames radiolégicos compativeis com a presenga do tumor durante
longos periodos. Mesmo assim, ndo se observa invasao de tecidos
adjacentes ou metastase.

Em contrapartida, uma paciente do estudo, que apresentou metastase
para 2 dos 14 linfonodos mediastinais dissecados durante sua operacao,
tinha como tumor primario um tumor de 5 mm de didametro, dimensao
limitrofe entre os diagndsticos de Tumorlets e tumor carcindide tipico. O
mediastino foi explorado devido a linfonodomegalia diagnosticada a
tomografia computadorizada de térax.

Enquanto néao for definido um critério objetivo que diferencie neoplasia
de hiperplasia neuroenddcrina broncopulmonar, ndo ha como afirmar que

todos estes individuos possuiam um carcinoma neuroendocrino bem
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diferenciado. Somente o estudo da integridade do genoma das células de
Kulchitsky pode solucionar tal questao, pois neoplasia, por definicdo, € uma
doenca resultante de alteracbes estruturais da sequéncia de acidos

nucléicos que compdem a molécula de DNA.

6.3 DISCUSSAO DOS RESULTADOS DOS DADOS DA CASUISTICA X

METASTASE

6.3.1 GENERO X METASTASE

Em numeros absolutos, o0s carcindides tipicos acometem

preferencialmente mulheres®’” 148 152153

, enquanto os atipicos, os homens.
Estudos que incluem os dois tipos de tumor divergem quanto a
predominancia por género, porém, ao analisar-se a populacdo de doentes
quanto ao tipo histoldgico, evidenciam-se as diferencas'*. Porém, a relagéo
entre a incidéncia por género nao é pronunciada a ponto de gerar diferencas
significantes. Se for desenvolvida uma nova classificacdo destes tumores
por grau de agressividade, € possivel que a entidade nosoldgica mais
benigna acometa preferencialmente mulheres®.

Neste estudo, a ocorréncia de metastase foi de 39% entre os homens e
de 12,5% entre mulheres. Aliando-se a esta observacdo, o fato de que
carcinoides atipicos predominam em homens, e 0 de que ha carcindides

atipicos que nado geram metastase, € discutivel se o termo arbitrario tipico e

atipico é suficiente para definir entidades nosoldgicas. E possivel que haja
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uma entidade que predomina em mulheres e que seja mais benigna, e que
pela classificacdo atual, ora é chamada de hiperplasia, ora de carcinodide
tipico, ora de atipico (ver item 6.3.2).

A estipulacdo de um evento incontestavel que defina um tumor como
maligno, € o melhor meio de se elucidar a questdo das classificacbes. A
capacidade de gerar metastase € um evento incontestavel que define um

tumor carcinéide como maligno.

6.3.2 IDADE X METASTASE

Um dos objetivos do estudo foi determinar se havia correlagao entre a
idade e a ocorréncia de metastase, pois em pacientes mais idosos, 0s
carcindides sd3o mais agressivos® 4" 8. Observa-se que a faixa etaria de
individuos com carcindide tipico € mais baixa que a daqueles com atipico'°.

Ao serem analisados os pacientes em dois grupos etarios arbitrarios:
abaixo e acima da meédia de idade geral da casuistica, houve menor
incidéncia de metastase no grupo mais jovem, porém o Teste Exato de
Fisher ndo determinou diferenca significante entre os valores (p=0,067). A
auséncia de significancia nao corresponde a impressao clinica, e o fato deve
ser consequéncia do numero de pacientes estudados. A representacio
grafica das idades dos doentes, quando separada por género, esboga um
padrdo bimodal (Figura E1 - Anexo E). Talvez, o aumento da casuistica
demonstre uma exacerbacdo do padrdo, remetendo a suspeita de haver

duas doencas distintas sob o diagnéstico de tumor carcindide tipico.
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Observa-se também que houve diferenga significante entre a média da
idade das mulheres (35,2 anos), e dos homens (46,3 anos).

A predominéancia de tipos histoldégicos mais benignos entre mulheres e
individuos mais jovens e, mais malignos entre homens e individuos mais
velhos, pode refletir a diferenca entre a faixa etaria de acometimento entre
0s géneros, remetendo novamente a hipétese de existirem duas entidades
nosologicas distintas: uma que acomete preferencialmente mulheres jovens

e outra homens mais velhos.

6.3.3 CENTRAL E PERIFERICO X METASTASE

A excegao de um trabalhog, a revisao da literatura remete ao conceito
de que a localizagao periférica dos tumores carcindides, em contrapartida a
endobrénquica, tem correlagdo com maior malignidade*’. Porém, nenhum
dos trabalhos revistos observou esta diferenga quando considerados
somente os tumores carcindides tipicos segundo a classificagdo atual,
aqueles com menos de 3 mitoses em 10 CGA microscopicos'™®. Os
trabalhos consideram os tumores tipicos e atipicos em conjunto, porém
sabe-se que apesar de ambos serem preferencialmente doencas de
brébnquios mais centrais, os atipicos sdo menos incomuns em posi¢cao
periférica que os tipicos, o que explica o viés de uma analise geral. Outro
fator a ser considerado, € que os relatos anteriores a reclassificacdo

proposta por Willian Travis, descreve as neoplasias com 3, 4 ou 5 mitoses
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em 10 CGA microscoépicos como tumores carcindides tipicos, e atualmente,
sao definidos como atipicos.

Neste estudo, a incidéncia de metastase no grupo de individuos com
tumores centrais foi de 23,4% (11/47) e com tumores periféricos foi de 25%
(2/8), fato que talvez seja explicado pela eliminacdo do fator de confuséo
provocado pela analise em conjunto dos subtipos de tumores carcindides
mais agressivos.

Outro fator de confusdo que poderia explicar a pior evolugao dos
tumores carcinodides tipicos periféricos, € o fato de terem tendéncia a
permanecerem assintomaticos até atingirem dimensdes que os tornariam
sintomaticos em posigcao central. Lesbes mais centrais tenderiam a causar
sintomas obstrutivos mais precocemente, além de tosse e hemoptise. A
forma de elucidar a questdo € comparar a evolugao dos tumores carcindides
tipicos periféricos e centrais segundo suas dimensdes. Se tumores com o
mesmo diametro, independentemente da localizagdo, comportarem-se de
forma semelhante, as dimensdes da lesdo podem representar o fator de
confusao.

Dos 55 casos estudados, 47 tumores eram centrais e 8 periféricos. O
valor médio do didmetro dos primeiros foi de 29,8 mm e dos periféricos 27,9
mm, nao havendo diferenga significante entre os grupos. Também néo
houve correlacdo entre a ocorréncia de metastase e o didmetro do tumor
(ver item seguinte: dimensdes do tumor x metastase). Dado que ndo houve
diferenca quanto a ocorréncia de metastase quando comparados os grupos

de doentes com lesdes nas duas localizacbes, no estudo nao houve
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comportamento mais agressivo dos tumores periféricos. Estes achados

estdo de acordo com os trabalhos de Okike'®, Davila’’” e McCaughan®.

6.3.4 DIMENSOES DO TUMOR X METASTASE

Conforme discutido no item anterior, deve-se verificar se os tumores
com maiores dimensdes tém maior chance de gerar metastase, como
sugerido por alguns autores®  ©°,

No presente estudo, ndo houve correlagéo entre as variaveis, o que
corrobora os achados de Okike, Torre, Schreurs e Schrevens®> 47> 48 148
Como ilustragdo, observou-se que o menor tumor estudado, de 5 mm,
ocasionou metastase para 2 dos 14 linfonodos ressecados; e um dos trés
tumores de 7 cm de didametro (o maior didmetro observado foi 70 mm) nao
enviou metastase para nenhum dos 9 linfonodos retirados, mesmo apdés 10
anos de acompanhamento.

O motivo do estudo da correlacdo entre maior diametro e volume da
lesdo, foi descartar a hipétese deste didmetro ser um paradmetro que néao
traduzisse a heterogeneidade dos trés diametros que representam os
tumores. A localizagdo endobrénquica da neoplasia determina a forma
elipsoidal, que é representada por trés didmetros, tanto mais distintos entre
si quanto maior a excentricidade da elipse que representa a lesao. No caso
do tumor apresentar grande excentricidade de forma, com disparidade entre

seus trés didmetros, o maior diametro pode nao ser um indicador confiavel

do volume. Porém, o estudo da correlagdo entre o maior didmetro (medida
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mais utilizada na literatura®) e o volume, demonstrou haver correlacdo entre
as variaveis também no caso dos carcinoides tipicos. Utilizou-se, entdo, a
medida mais difundida nos trabalhos cientificos para representar as
dimensdes tumorais: o maior diametro.

Os marcadores teciduais para proliferacdo celular, apoptose e
angiogénese poderiam nao ter correlagdo com a ocorréncia de metastase no
caso de tumores maiores produzirem este fendmeno com maior incidéncia.
Isso porque o aumento das dimensdes tumorais da-se, no caso dos
carcindides, somente pela multiplicacdo celular, que se relaciona
diretamente com o aumento da taxa proliferativa e angiogénese, e com a
diminuicdo da taxa de apoptose. Neste caso, os marcadores poderiam
marcar apenas a capacidade do tumor aumentar de volume e este sim,
poderia ser o unico fator relacionado a maior ocorréncia de metastase.
Porém, observou-se que os marcadores sao indicadores independentes para
o aumento do potencial metastatico.

Outro grupo de estudos de tumores carcindides, que abrange cirurgides
toracicos argentinos e uruguaios, também relata em sua experiéncia no
seguimento de 38 pacientes, que ndo houve correlacdo entre o didametro
tumoral e a ocorréncia de metastase. Em discussao referente ao trabalho de
Silva e colaboradores®, ocorrida na Academia Argentina de Cirurgia em
1993, o Dr. Enrique S. Caruso, em resposta a mesma questdo, conclui
baseado em sua casuistica, que " ...mais que ao tamanho da lesdo, nossa
analise sugere que a evolugdo com metastase linfonodal esta relacionada a

atipia da lesao".
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Outros fatores que contribuem para o acréscimo de volume em outros
tipos de tumor sdo: sangramento ou infecgdo intra-parenquimatosos,
necrose e producdo de muco ou coldide. Em tumores carcindides tipicos,

nenhuma destas entidades se faz presente.

6.3.5 MARGEM CIRURGICA COMPROMETIDA POR TUMOR X

METASTASE

Presenca de células neoplasicas na margem de resseccao cirurgica
ocorreu em 9 dos 55 pacientes. Destes, 3 evoluiram com metastase
hematogénica (33,3%). No grupo de 46 doentes com margem livre de
neoplasia, 6,5% (3/46) destes evoluiram com metastase a distancia. O risco
relativo para o acometimento metastatico entre os dois grupos é mais de 4
vezes maior para o primeiro.

Nao se considerou acometimento linfonodal pelo tumor como fenémeno
associado ao comprometimento neoplasico da margem cirurgica. Isso, pelo
fato de todos os linfonodos positivos para células malignas terem sido
ressecados neste mesmo ato operatorio. No seguimento pos-operatorio de
no minimo 5 anos, ndo se observou qualquer indicio clinico ou radiografico
de linfonodomegalia mediastinal ou hilar. E impossivel que o fato de haver
células no limite da ressecc¢édo tenha gerado acometimento dos linfonodos
durante a operagao, pois a quantidade de células observadas nas estruturas
hilares e mediastinais representam verdadeiras col6nias tumorais ja

estabelecidas e ndo apenas émbolos em transito para os linfonodos.



DISCUSSAOQ 107

O fato mais intrigante € o de n&o ter havido registro de sinais ou
sintomas de recidiva tumoral no coto brénquico ou na linha de anastomose,
nem em prontuario, nem durante a entrevista e o exame clinico realizados
no ambulatério especializado. O seguimento dos 9 pacientes foi de: 166,
163, 153, 151, 146, 90, 82, 79 e 18 meses. O doente seguido por 18 meses,
evoluiu a o6bito por infarto agudo do miocardio, e apresentou metastases
linfonodais a operacéao e a distancia no decorrer do seguimento.

Discutir como evitar a resseccdo operatéria incompleta € mais
importante que discutir a conduta pods-operatéria quando a margem for
comprometida. Porém, ha uma tendéncia a nao reabordar pacientes com
tumor presente microscopicamente na margem ressecada sem evidéncias
macroscopicas, radioldgicas ou endoscopicas, de recidiva®’ 4% 30 148 A
congelacdo da margem de ressecgao para a analise microscopica intra-
operatéria € o método preconizado para que se evite o fato. Apesar do

brébnquio ser composto por tecido cartilaginoso, € possivel realizar a

congelacao e preparacgao do tecido para observacao histopatoldgica.

6.3.6 TNM X METASTASE A DISTANCIA

Novamente considerou-se somente a metastase a distancia para a
analise entre o estadiamento e o fenébmeno. Como no item anterior, deve-se
considerar que todos os linfonodos acometidos pela doenca foram
diagnosticados no ato operatério, e que durante o seguimento ambulatorial

nao houve sinais, sintomas ou evidéncia radiolégica de tumor mediastinal.
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Harpole®, em 1992, concluiu que houve correlacdo entre o
estadiamento TNM e a ocorréncia de metastase em uma casuistica de 126
doentes (incluindo casos de carcindide tipico e atipico). Em 2003, Mezzetti'®
chegou a mesma conclusao.

Na presente pesquisa nao houve correlagao entre o estadiamento TNM
e o fendbmeno metastatico, resultado semelhante ao encontrado por
Schreurs'®, em 1992, ao acompanhar 93 individuos de tumor carcindide
tipico por mais de 20 anos. A nao correlagao deve-se a 3 fatores: ambas as
casuisticas incluem somente pacientes com tumor carcindide tipico, o
determinante "T" do estadiamento é elevado (T3, T4) para qualquer
neoplasia broncopulmonar central (mesmo que de baixo grau de
malignidade), e por fim, entre os individuos com a variante tipica do tumor,
predomina o estadio precoce.

A predominante localizagdo das células e corpos neuroenddcrinos nos
brénquios principais e lobares (incluso o intermédio), determina a localizagao
central da maioria dos tumores carcindides tipicos. O crescimento
endoluminal das lesbes predispde a obstrugcdo brénquica e a atelectasia. O
colapso de todo um pulmao define o estadiamento T como T3, que mesmo
que nao seja acompanhado por acometimento linfonodal, classifica o doente
no grupo |IB. Dos 10 pacientes do grupo de estadiamento T3, 8 néo
apresentaram metastase hematogénica.

O outro fator de viés, o predominio do estadio precoce, explica a

ocorréncia de metastase a distancia em 4 doentes do estadio | (A ou B), 1 do
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IIB e 1 do IV, sendo este Uultimo caso referente a um possivel
desenvolvimento sincrono de tumores em lobos pulmonares diversos.

Pelo exposto, o estadiamento TNM nao representa adequadamente o
prognostico dos pacientes acometidos pela variante tipica dos tumores

carcinoides broncopulmonares.

6.4 DISCUSSAO SOBRE A SOBREVIVENCIA

6.4.1 SOBREVIVENCIA GLOBAL

De acordo com o revisto da literatura meédica, o tempo de sobrevivéncia
para um paciente tratado de tumor carcindide tipico tende a ser longo® > 4%
%9 Na maioria das vezes, a obtencéo da cura faz com que a histéria natural
de vida ndo seja alterada*' 4> *°.

Ao estudo desta casuistica, a taxa de sobrevivéncia global dos
pacientes em cinco anos foi de 96,3%.

Dois pacientes evoluiram a ébito decorrente do tumor carcinoide tipico
por metastase hepatica, dentro do periodo de 5 anos de seguimento.

Um deles possuia metastase para 3 de 3 linfonodos mediastinais
dissecados, e 0 outro ndo apresentou acometimento linfonodal. Este foi
submetido a necrépsia pelo Servico de Verificacdo de Obitos da Capital,

tendo os linfonodos mediastinais explorados, por ter tido como causa do

6bito o acometimento hepatico por metastase do tumor. A necrépsia, o
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acometimento metastatico hepatico foi confirmado e n&o houve

acometimento de outros érgaos pela doenca.

6.4.2 SOBREVIVENCIA LIVRE DE DOENGA

Para o estudo do tempo de sobrevivéncia livre de doenga, considerou-
se o fenbmeno de acometimento por metastase linfonodal e metastase a
distancia.

Dado que todos os casos de comprometimento linfonodal pela doenga
foram diagnosticados ao momento operatério, para o estudo da
sobrevivéncia livre de doenca considerou-se a ocorréncia de metastase
hematogénica.

Em 4 casos as metastases a distancia ocorreram comprovadamente no
periodo de 5 anos. Um dos casos considerado como metastase que ocorreu
apos 5 anos (em 5 anos e meio), é referente a um paciente que evoluiu com
nodulo para cardiaco, ipsilateral ao procedimento cirurgico: bilobectomia
inferior por tumor carcindide em brénquio intermédio. A segunda exploracéo,
observou-se a lesdo na gordura pericardica, em regidao pouco propicia a
aparicao de linfonodos. A analise microscoépica elucidou o caso: tratava-se
de tumor carcindide tipico, mas nao havia tecido linfonodal ao redor do
tumor. Provavelmente, trata-se de implante e ndo metastase, mas o estudo
broncoscopico do coto brénquico ndo demonstra qualquer sinal de recidiva.

A revisdo da margem brdénquica referente a primeira operagao
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(bilobectomia), também nao  demonstrou células neoplasicas
remanescentes.

Uma paciente teve metastase para a glandula tiredide apos 5 anos de
seguimento, porém o tumor foi um achado ao exame de tomografia
computadorizada de térax e nos 2 anos anteriores a paciente nao realizou o
exame. Nao se sabe quando apareceu a imagem correspondente a
metastase.

Além do caso de metastase ou implante na gordura pericardica, ha
outro caso discutivel de metastase a disténcia. Trata-se de um paciente com
dois carcindides, um em cada lobo pulmonar. Pela classificagdo proposta
pela UICC, considera-se metastase carcinomas pulmonares do mesmo tipo
histolégico localizados em lobos diferentes. Porém, ndo ha como afirmar que
se trata de metastase. E descrito o caso de diversos tumores, multicéntricos,
compostos de células neuroenddcrinas, como os Tumorlets'®. Pode ser este

0 caso deste doente.

6.5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS RELATIVOS AOS iNDICES DE

EXPRESSAO DOS MARCADORES TUMORAIS

6.5.1 RESULTADOS DESCRITIVOS DOS MARCADORES

O estudo dos tecidos tumorais foi realizado pelo método de
imunohistoquimica ou por técnicas de quantificacdo de fibras da matriz
extracelular. Para a contagem de células marcadas pelo primeiro método, é

necessario um cuidado metodolégico quanto a preparagdo das laminas
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histolégicas. Em todas as baterias para a preparagao dos espécimes, deve-
se realizar a coloragao de laminas padrao, utilizadas como controle positivo
das reacdes”.

A auséncia de marcagdo a observacdo microscopica de tecidos
submetidos a técnica imunohistoquimica pode representar um entre dois
fendbmenos: auséncia de expressao protéica ou falha de técnica. O controle
positivo realizado pela coloragdo de um tecido que sabidamente expressa a
proteina, evita a leitura de laminas inadequadas. Cada anticorpo monoclonal
utiizado no estudo, tem um tecido padrdao para controle positivo. Os
laboratérios que produzem os anticorpos discriminam na bula qual deve ser
o tecido testado. Todos os casos foram corados em baterias com tais
controles.

Os marcadores celulares Ki-67 € p53 ndo sdo expressos em todos os
casos, pois tumores hiperplasicos ou neoplasicos bem diferenciados, nao
apresentam taxa proliferativa alta o suficiente para que se detecte o primeiro
marcador, além de nao terem como caracteristica a mutacdo da proteina
nuclear p53. Dos 11 pacientes cujos tumores ndo apresentaram marcagao
nem para o Ki-67 e nem para o p53, 9 nédo evoluiram com qualquer
metastase.

O caso de uma paciente de 18 anos, cujo tumor ndo apresentou
marcagao para o Ki-67 nem para o p53, e que evoluiu com metastase
linfonodal, pode representar um exemplo do fendmeno descrito por
Mandriota'®. O autor defende que existem células bem diferenciadas com

potencial metastatico. Isso ocorreria caso o parénquima tumoral pudesse
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induzir a produgdo de uma grande quantidade de vasos ao seu redor e
tivesse capacidade de sobreviver na circulagdo e no tecido de um linfonodo
ou 6rgao a distancia. O que chama a atencao a analise microscopica deste
tumor, é a quantidade de microvasos que circundam as ceélulas neoplasicas
(este foi o tumor no qual foi observada a maior densidade de microvasos
deste estudo: 21 em 10 CGA). Para verificar a presenga do fendmeno
descrito pelo autor, € necessario que se estude a produgao de fatores
angiogénicos pela célula. O fator mais provavel de ser o responsavel é o
VEGF'. Estd em andamento a tese da doutoranda deste Programa,
Mariana Toselo Lalloni, que versa sobre a expressao imunohistoquimica do
VEGF nestes pacientes.

Para a identificacdo da expressao citoplasmatica da proteina Bcl-2,
também se utilizou marcacado de laminas como controle interno positivo. A
nao marcagdo em quatro casos sem e em um caso com metastase, foi
interpretada como baixa concentragcdo da molécula intracelular e ndo como
falha do método.

As estruturas extracelulares estudadas: microvasos, fibras colagenas e
elasticas, estao presentes em todos os tumores carcindides, por isso ndo ha
a possibilidade da auséncia de marcagao. Qualquer auséncia de marcagao
seria interpretada como falha do método, porém todos os casos

apresentaram positividade.
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6.5.2 MARCADORES X MARCADORES

A célula, neoplasica ou ndo, € uma entidade viva complexa. Os
diversos aparelhos e sistemas que compdem os individuos pluricelulares
tém seus representantes em cada célula.

Como no homem, os aparelhos e sistemas interagem entre si. O
processo de divisdo celular, por exemplo, com sua demanda energética,
exige que substratos como oxigénio, glicidios, aminoacidos e agua cheguem
a célula. Este aporte é possivel gragas a microvasculatura. A elevada taxa
proliferativa de tecidos neoplasicos exige neovascularizacdo'®® 3. Por isso,
€ esperado que tumores com maior expressao de Ki-67, tenham maior
densidade de microvasos'"°.

Estas células em proliferacdo com microvasos ao seu redor, tém maior
probabilidade de apresentarem mutacbes da proteina nuclear p53, que
tecidos sd0s'”. As mutagdes pro-neoplasicas s6 poderdo produzir lesdes
tumorais no caso da perda da capacidade celular de entrar em apoptose
ante a instabilidade genémica. Todos esses fendmenos ocorrem em
conjunto e podem ter correlacéo entre si*> & %°.

O estudo das correlagdes entre a expressdo de cada marcador com
todos os outros ndo é objetivo deste trabalho, porém, foram realizadas as
analises para a verificacdo da possibilidade da determinagcdo do indice
numeérico de risco para a ocorréncia de metastase.

Para a determinacdo de um indice que utilize varios marcadores, €
imperativo que se aplique métodos estatisticos de regressao logistica para

analise multivariada. Isso impede que a interagdo entre cada fenémeno
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estudado, pela quantificacdo da expressao de um determinado marcador,
seja ignorada. Caso isto ocorra, incorre-se no erro de somar-se ao indice
valores irreais.

A tabela (D1) com a correlagao entre a quantificagdo de cada marcador
esta disposta Anexo D.

A presencga de correlagdes exige que o indice com validade externa ao
trabalho seja resultado do método estatistico descrito.

Pela analise multivariada, utilizando-se o0 método de regressao
logistica, para definir a correlagdo entre cada marcador e o fendbmeno
metastatico, observa-se que a variavel independente correlacionada a
ocorréncia de metastase é a microdensidade de vasos.

O resultado sera mais bem discutido ao descreverem-se os indices de

risco para a ocorréncia de metastase.

6.5.3 MARCADORES X DIMENSOES TUMORAIS

A auséncia de correlagdo entre os valores numéricos (em mm?® ou mm),
de volume ou didmetro tumoral, e os valores dos indices de expressio
imunohistoquimica ou morfométricos dos biomarcadores, ja foi discutido
parcialmente no item "dimensdes tumorais x metastase".

A relevancia da auséncia de correlacdo € descartar-se que quanto
maior o didmetro tumoral, maiores seriam os valores dos indices para os
biomarcadores. Caso isso ocorresse, juntamente com correlagdo positiva

entre os valores das dimensdes tumorais e a incidéncia de metastase (que
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também nao ocorreu), haveria o risco de o unico fator relacionado ao evento

metastatico ser a dimensao tumoral.

6.5.4 MARCADORES X METASTASE

Os estudos publicados em literatura indexada sobre a expressao de
biomarcadores em tumores carcindides, enfocam a correlagcdo dos
marcadores com o diagndstico de variante tipica ou atipica, segundo a
classificacdo de Willian Travis'®.

Nao foi esse o objetivo deste estudo, pois o diagndstico de variante
tipica ndo é garantia de que o tumor ndo tem capacidade de invasao tecidual
ou de gerar metastase’®. A denominacdo tipica ndo é sindnima de
benignidade.

Para que o tumor carcindide seja realmente benigno, ndao deve ser
detectada invasdo de tecidos adjacentes, nem mesmo acometimento
metastatico linfonodal ou de érgéos a distancia no ato operatério, na analise
microscopica do espécime cirurgico ou no seguimento ambulatorial.

Utilizou-se como determinante incontestavel da natureza maligna do
tumor, a ocorréncia de metastase, desde o ato operatério até o quinto ano
completo de seguimento ambulatorial especializado. E a primeira vez em
literatura indexada, que se propde o estudo de biomarcadores a luz do

fendmeno metastatico, e ndo baseado na classificacdo de Travis.
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6.5.4.1 Bcl-2

Antes da discussao sobre a comparacéo do padrao de expressao dos
biomarcadores, entre os grupos de doentes sem e com metastase, é
imperativo discutir a marcagao pelo anticorpo anti Bcl-2.

A proteina citoplasmatica Bcl-2 € um mondmero de uma estrutura
dimérica formada por sua associagdo ao monémero Bax. Este dimero é
funcional. Por isso, o estudo do Bcl-2 sem o Bax é inadequado®. A relacéo
entre os dois componentes da estrutura quaternaria € que determina se a
célula tem maior tendéncia a entrar em apoptose ou ndo. A medida isolada
da expressao de um dos dois mondmeros nao é suficiente para concluir qual
o fendmeno predominard® . Este é o motivo pelo qual foi excluida do
indice hipotético de risco para metastase e das analises uni e multivariadas
este marcador. A nao realizacdo da quantificagdo da expressao do Bax
neste trabalho deu-se por motivos logisticos. Em andamento esta o estudo
do fendmeno apoptdético em tumores carcindides tipicos, € projeto de tese de
doutoramento, e sera desenvolvido em conjunto com a Faculdade de

Medicina de Mogi das Cruzes, pelo Dr Milton Luis Yaekashi.

6.5.4.2 Ki-67

A quantificagao do indice de expressao imunohistoquimica da proteina

nuclear Ki-67 corroborou o conceito de que a taxa proliferativa do tumor

carcindide é diretamente proporcional a sua malignidade. Classicamente,
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utiliza-se a classificacdo de Willian Travis para determinar se o tumor € um
carcinoide tipico ou atipico. Além da presenca de areas de necrose, a
contagem de células em divisdo mitética € considerada um fator
determinante de grau de agressividade.

A hipétese inicial de que o indice de expressdo IHQ do marcador é
maior no grupo de tumores que geram metastase, foi confirmada. A média e
o desvio padrdao no grupo sem metastase foi de 1,82 + 1,88, ja no outro
grupo foi de 3,90 + 3,11, com diferenga significante (p=0,005) entre as
médias.

A pergunta que surge naturalmente desta observacgéo é: qual o método
mais adequado para definir a taxa proliferativa dos tecidos de tumor
carcinoide tipico? A contagem do numero de células em mitose em 10 CGA
€ um método consagrado, e que nao exige coloragbes especiais. Porém,
células que expressam a proteina nuclear Ki-67, nem sempre se apresentam
a coloracao pelo HE como figuras de mitose. O fenbmeno € devido ao fato
de células que ainda evoluirdo para as fases da mitose detectaveis a
microscopia convencional ao HE, ja tém seus processos fisioldgicos
iniciando 0s passos necessarios para a divisado celular. A expressao
imunohistoquimica da proteina Ki-67 € um fendmeno cujo tempo de duracao
€ mais longo que o da apresentacao morfolégica observada para se

considerar a célula em mitose”.
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6.5.4.3 p53

A proteina p53 em sua forma ativa tem funcéo antineoplasica. A vida
média desta molécula selvagem é mais curta que a das formas mutadas e
inativas®. O aumento da expressao imunohistoquimica do p53 poderia ser
decorrente do aumento de produgdo da proteina ativa ou do aumento do
tempo da vida média da estrutura, denotando uma molécula inativa. Na
pratica, apenas o segundo fendmeno é observado®* %.

A hipoétese inicial, de que a perda da fungao antineoplasica do p53, é
detectada mais freqlientemente no grupo de tumores metastaticos foi aceita.

A comparagao das médias demonstrou que ha diferenca significante entre

as mesmas (p=0,008).

6.5.44 CD-34

Comparando-se os tumores que geraram e 0S que nao geraram
metastase, o fendmeno que mais apresentou diferenca no padrdao de
apresentagao entre os grupos, foi a densidade de microvasos.

Tanto a comparagéo entre as médias desses dois grupos pelo teste
estatistico t de Student, como a determinacdo do coeficiente de risco (f)
para metastase aplicando-se o método de regresséo logistica para analise
multivariada, definiram este marcador como o de maior correlagcdo com a

incidéncia de metastase. A analise multivariada por regressido logistica
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identificou a variavel como a unica independente, quando considerada na
equacgao que representa o risco para a ocorréncia do fenébmeno.

Desde os estudos de Mandriota'®, foi provado que células neoplasicas
bem diferenciadas podem atingir a luz de vasos linfaticos, sobreviver neste
ambiente, implantar-se em tecidos a distancia, e ai desenvolver colbnias
tumorais. Também foi estabelecido que o acometimento de 6rgaos a
distancia, nestes casos, sO € possivel na presenca de microvasos na
intimidade do tumor primario, e que por estes vasos trafegam os émbolos
neoplasicos.

As células do tumor carcindide tipico sdo bem diferenciadas, e isso
levou os pesquisadores a rotula-las como entidades benignas, sem
capacidade de gerar metastase. E estabelecido o fato de que estas células
podem gerar émbolos que tém capacidade de implantacdo de colbnias
malignas em tecidos linfonodais ou de outros 6rgdos’>. Nao esta definido
qual é a caracteristica que lhes confere tal capacidade. Somente estudos
que busquem estabelecer relagdes de causa-efeito, como o citado trabalho
pioneiro de Mandriota, poderdo mostrar a presenga de émbolos tumorais no
interior de estruturas que os levem ao destino de implante. Porém, este
trabalho sugere um forte indicio que os microvasos marcados pelo CD-34,
podem ser responsaveis, pelo menos em parte, pela facilitagcdo do processo
de migracao das células malignas.

Antes mesmo da conclusdo deste estudo, ja foi iniciado no grupo, o
estudo do fenbmeno da angiogénese sanglinea e da linfangiogénese nestes

tumores. Pois a impressao que se estabeleceu no decorrer dos trabalhos, foi
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a de que a resposta para a questdo da malignidade dos tumores carcinoides,
pode estar em fenbmenos extracelulares, e ndo na célula neuroenddécrina

em si.

6.5.4.5 FIBRAS COLAGENAS E ELASTICAS

A hipdtese sugerida ao inicio dos trabalhos € a de que os tumores
envoltos por malhas bem desenvolvidas de fibras extracelulares teriam
menor capacidade de atingirem a microcirculacdo e invadirem tecidos
adjacentes'® ""°. A soma da densidade de fibras elasticas e colagenas foi
definida como densidade estromal.

A densidade de fibras, colagenas e elasticas que envolviam os tumores
carcindides que nao geraram metastases foi maior que a daqueles que
atingiram tecidos linfonodais ou a distancia. E corroborado, portanto, o fato
de que os fenbmenos de desmoplasia e elastose estdo relacionados com
menor incidéncia de metastase™ "%

Para que se compreenda melhor qual a correlagado entre a densidade
de fibras extracelulares e o evento metastatico, € indispensavel que se
estude a farmacodinamica das enzimas que podem digerir tais estruturas'®.
As células neoplasicas, para progredirem espacialmente pelos tecidos,
necessitam que as macromoléculas interpostas entre o tumor e os tecidos
vizinhos sejam removidas. A digestao do colageno e das fibras elasticas é

um mecanismo utilizado para tal fim'®. As enzimas podem ser produzidas

pelas proprias células tumorais. Em desenvolvimento pelo académico
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Leandro Luongo de Matos, como projeto de iniciagao cientifica, esta o
estudo das enzimas que tém capacidade de digerir as macromoléculas da
matriz extracelular. Foi aceito para exposicao como tema livre, no Simpésio
Internacional sobre Matriz Extracelular, em setembro de 2.004, o trabalho
sobre a correlagao entre a expressao imunohistoquimica da heparanase e a
ocorréncia de metastase em tumores carcindides tipicos e atipicos.

A comprovacgao da producao de enzimas pelas células tumorais, que as
proporcionem capacidade de progredirem espacialmente em diregdo aos
microvasos, abrira um novo leque de pesquisas. A inibicdo dessas
moléculas podera ser objeto de estudos que visem a tentativa de diminuigao
do poder de gerar metastases nestes e em outros tumores.

Por enquanto, os dados disponiveis, apontam para uma correlagao
inversa entre a densidade da malha de fibras que envolvem o tumor e o

evento metastatico.

6.5.5 MARCADORES X SOBREVIVENCIA

N&o foi objetivo do trabalho estudar a correlagdo entre os marcadores e
a taxa de sobrevivéncia, devido ao numero de eventos observado: dois

obitos correlacionados.

6.6 DISCUSSAO SOBRE O iNDICE DE RISCO PARA A OCORRENCIA

DE METASTASE
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Um indice de risco, para que tenha aceitacdo na pratica clinica, deve
ser facilmente aplicavel pelos profissionais que acompanham o doente. O
modelo mais aplicado em medicina é o que utiliza a soma de pontos para a
obtengdo de um valor numérico total que represente o risco em questio’*
134, 136, 137.

Cada fator somado ao valor final representa a contribuicdo especifica
de uma variavel correlacionada ao risco.

No caso de variaveis categorizadas, como género, grupo étnico,
intervengao operatoria, administragdo de uma droga terapéutica, soma-se
diretamente um valor referente a contribuicdo de cada fator para o risco em
questdo. Porém, no caso de variaveis continuas, como o indice de
expressao imunohistoquimica ou a densidade de fibras extracelulares, existe
um coeficiente de risco fixo para cada variavel, mas o risco para cada
individuo oscila com o valor obtido para a variavel em questao. Por exemplo,
existe um risco especifico para cada valor obtido pela contagem de
microvasos por CGA tumoral. O risco aumenta proporcionalmente ao
aumento da densidade de microvasos como mostrado na figura 17.

A equacéao que representa o risco de ocorréncia de metastase, baseado
em variaveis continuas, é representada pela formula:

Risco = constante + X coeficiente especifico de risco para cada variavel x o
valor medido para esta variavel.

Isso torna o calculo pouco pratico para a aplicagao clinica. Por isso, a
maioria dos indices numéricos de risco utiliza categorias para cada variavel,

mesmo que esta seja continua originalmente. Neste caso, transforma-se a
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variavel continua em categorizada. Para cada categoria, determina-se um
fator numérico. A soma dos numeros correspondentes a cada fator resulta
no indice™’.

Com o intuito de discutir o desenvolvimento de um indice de risco para
a ocorréncia de metastase em pacientes com tumor carcindide tipico
broncopulmonar, descreve-se separadamente um indice real baseado na
analise multivariada por regressdo logistica e um indice proposto

simplificado.

6.6.1 INDICE DE RISCO COM BASE NA ANALISE MULTIVARIADA

Um indice numérico de risco baseado nesta casuistica, para ter
validade externa e poder ser aplicado aos pacientes com tumor carcinoide
tipico nao inclusos neste estudo, deve ser fundamentado na analise de todas
as variaveis de forma conjunta. O método para tal andlise é a regressao
logistica multivariada, tendo-se como evento a ser estudado, a ocorréncia ou
nao de metastase (evento binario).

A aplicacdo do teste, levando-se em conta as variaveis género e
marcadores, tem como resultado que a densidade de microvasos € a
variavel que se correlaciona de forma independente com a ocorréncia de
metastase. O coeficiente de risco é p = 0,3, com erro padréao de 0,1, e
significancia de p=0,0001. A constante para a equagéo de risco é de -5,2, e
representa o risco de metastase para o caso de a densidade de microvasos

tender a zero. O valor real da constante, para que tenha significado
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biologico, deve ser considerado zero, pois ndo ha sentido na representagao
de um risco por meio de um valor negativo.

A utilidade destes dados na pratica clinica é pouco provavel, pois para
um determinado doente, dever-se-ia mensurar a densidade de microvasos
(dmv) e aplicar o valor na seguinte férmula:

Risco de metastase = -5,244 + [dmv / (1+e 0%

)], onde "e" é a constante de
Neper.

A férmula determina o risco para cada valor e é representada pela
Figura 17.

E natural que ndo se aplique no cotidiano um indice baseado em
calculos como os acima descritos.

A causa da identificagdo da densidade de microvasos como Unica
variavel independente € explicada pelo numero de eventos ocorridos: 13
eventos (metastase linfonodal ou a distancia). Com o aumento da populagao
estudada, o numero de casos sem e com metastase sera suficiente para
conferir poder estatistico aos testes, e talvez implicar os outros marcadores
como variaveis independentes correlacionadas ao risco.

A critica a analise multivariada em relagédo a univariada, neste estudo, &
a interpretacao dos coeficientes de risco para o evento metastatico definidos
pela primeira analise. Como explicar que uma variavel, que pela analise
univariada, como a densidade de fibras elasticas, tem correlagdo com a
ocorréncia de metastase, com diferenga entre as médias dos dois grupos

aceita com significancia de p=0,001, passe a nao ter mais correlagado

guando analisada em conjunto com a densidade de microvasos?
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Nao ha como decretar a relagdo entre a elastose e a angiogénese
como fendmeno real. Se a fisiologia tumoral determinar de forma
independente que os dois fatores ocorram, € que nao ha relagdo causal
entre 0os mesmos, ndo ha porque considerar somente um deles como
relacionado ao evento metastatico.

O estudo dos biomarcadores descritos neste trabalho continua sendo
realizado e, atualmente, a populacdo estudada pelo grupo é de 143
pacientes. A aplicagcdo dos testes estatisticos em populagbes maiores
podera resgatar como variaveis independentes outros marcadores, sejam
dos incluidos neste trabalho, sejam dos novos que estdo sendo estudados.

Até que se concluam os novos trabalhos, ndo ha como determinar um
indice de risco baseado na analise multivariada por regressao logistica.
Discute-se, entdo, um modelo que podera ser desenvolvido caso o0s
marcadores que se mostraram relacionados com o risco de metastase pela
analise univariada, confirmem-se como variaveis independentes na

multivariada.

6.6.2 iNDICE DE RISCO: PROPOSTA DE UM MODELO SIMPLIFICADO

Um indice numérico diretamente proporcional ao risco da ocorréncia de
metastase aplicavel a pratica clinica pode ser desenvolvido.

Para que seja aceito, deve ser facilmente calculado, sem que seja
necessario a aplicagao de férmulas matematicas pouco condizentes com o

cotidiano do clinico ou do cirurgido. Pode-se citar a escala numérica de
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Glasgow para medir a o nivel de consciéncia de um individuo, amplamente
aplicada em pacientes vitimas de neurotrauma. Sua aplicacao é tao simples,
que se pode calcular o indice durante o atendimento inicial na sala de
urgéncia, ou mesmo ao resgatar-se o paciente no local do trauma’'?.

Outros exemplos, como os indices numéricos de risco operatério'* ou
prognostico para pacientes com carcinomas pulmonares nao pequenas
células inoperavel, sao facilmente aplicaveis. Em todos os casos citados, as
variaveis avaliadas sao categoricas. Para cada tipo de variavel, soma-se um
valor definido.

Como um exemplo deste tipo de indice, tem-se o utilizado para
pacientes com carcinoma pulmonar: indice Prognoéstico para Pacientes com
Carcinoma Pulmonar Ndo Pequenas Células Irressecavel’™®’, desenvolvido
na Finlandia por Tuija Wigren, em 1997.

O indice baseia-se em 5 variaveis categorizadas: sintomas, estadio,
performance status, taxa de hemoglobina sérica e maior diametro do tumor.
Para cada variavel, soma-se zero ou 1 ponto. Considera-se 1 ponto a
observacao de: presenca de sintomas, estadio Ill ou IV, performance status
(indice de Karnofsky) abaixo de 70, taxa de hemoglobina sérica abaixo de
125 g/l e diametro do tumor acima de 7 cm. A soma varia de zero a cinco.

Os 5 critérios foram escolhidos apés a analise de 19 itens pela analise
univariada. Os 5 que tiveram correlagdo com o prognéstico foram
selecionados. Cada variavel foi categorizada em dois grupos,
arbitrariamente. As continuas, como acima ou abaixo da média, as ja

categoricas, agrupadas em duas categorias. Analisou-se em conjunto as 5
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variaveis através da analise multivariada. Definiu-se o risco relativo para
cada variavel. Por serem todos os 5 valores muito parecidos (de 1,35 a
1,44), decidiu-se por somar-se o valor 1 para a presenca de cada fator de
risco apresentado pelo doente.

Se aplicarmos 0 mesmo método levando-se em conta as variaveis
clinicas e biomarcadores que tiveram relagdo com o fendmeno metastatico
pela analise univariada, pode-se construir um indice numérico parecido. O
método utilizado esta descrito no item 4.2.6.2.

Este modelo simplificado ndo pode ser aplicado a individuos de outras
casuisticas, pois ndo tem validade externa. Como ja discutido, somente
estudos envolvendo mais casos podem definir outros marcadores além do
CD-34 como variavel independente. Porém, como modelo a ser
desenvolvido, e tendo validade interna, consegue determinar trés grupos de
risco: baixo, intermediario e alto.

A facil aplicagao do indice, somando-se pontos de forma binaria para
cada variavel: zero ou o valor da razao de chances especifica, faz com que
possa ser utilizado na pratica clinica.

A escolha da razado de chances como medida de risco, foi decorrente
do desenho do estudo. Para a divisdo dos doentes em categorias acima e
abaixo da média, utilizaram-se valores obtidos retrospectivamente. Nao se
pode considerar trés coortes de seguimento (baixo, médio e alto risco), e
consequentemente, é inadequado utilizar medidas como risco relativo ou

risco atribuido™®".



DISCUSSAOQ 129

Entre os 15 pacientes do grupo de baixo risco para a ocorréncia de
metastase, a incidéncia do fenébmeno foi zero. Entre os 16 do grupo de alto
risco, a incidéncia foi de 62% (10/16).

Apesar de nao ter sido possivel estabelecer um indice real de facil
aplicagao, propds-se um modelo, que s6 podera ser aceito ou rejeitado, apos
a inclusdo de mais pacientes no estudo, ou a inclusdo de marcadores com

maior coeficiente de risco a analise multivariada por regressao logistica.

6.7 PERSPECTIVAS

O ambulatério especializado para o seguimento de pacientes tratados
de tumores neuroenddécrinos estd em pleno funcionamento, com mais de
200 doentes cadastrados, alguns seguidos a mais de 20 anos.

Profissionais de diversas areas, como clinicos, cirurgides, patologistas,
radiologistas e pesquisadores desenvolvem atividades de assisténcia e
pesquisa, juntamente com os académicos. Os laboratérios de patologia da
FMUSP, Escola Paulista de Medicina da UNIFESP e da Faculdade de
Medicina do ABC desenvolvem pesquisas ligadas ao grupo.

Nos ultimos anos, trabalhos realizados sdo aceitos e discutidos em
congressos nacionais e internacionais'®® ', Duas teses de doutoramento e
dois projetos de iniciagao cientifica foram concluidos, assim como mais dois
pos-graduandos e um académico ja estdo matriculados no programa.

Iniciou-se a linha de pesquisa em carcindides que estuda material

genético, sob a supervisao do Dr. Alexandre Muxfeldt Ab’Saber e Dra. Estela
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Novak; assim como os trabalhos que estudam caracteristicas que auxiliarao
na terapia com microradioterapia, bloqueadores de angiogénese e analogos
de somatostatina, estdo em fase de conclusdo pelo Dr. Fernando Moura.
Enfim, todos os componentes para que se compreenda o funcionamento das
células destes tumores estdo reunidos. E uma questdo de tempo, e pouco
tempo, para que a conclusao de novos trabalhos com suas respostas e
muitas novas duvidas, tragam a luz formas mais completas de diagnéstico e
tratamento.

Os pacientes seguidos e os que virdo a ser acompanhados terdao a seu
dispor toda uma estrutura dindmica, que busca oferecer o diagndstico e o
tratamento atualizado, baseados nas continuas descobertas.

Os doentes que apresentam variantes menos agressivas, e talvez nem
mesmo neoplasicas, poderdo receber o diagndstico bem definido de
possuirem uma doenga benigna. Aqueles que vierem a serem acometidos
por neoplasia invasiva e com potencial metastatico, ndo serdo privados de
um tratamento condizente com a gravidade do seu quadro.

Nenhuma dificuldade sobrevive ao trabalho perseverante, e o grupo
prossegue com suas atividades, na certeza de um porvir com consistentes
progressos.

Em um futuro préximo, esta tese servira como uma singela referéncia
historica ante as promissoras respostas, que com certeza virdo; e para 0s
pacientes, sera motivo para uma agradavel conversa, sobre curiosidades do

tempo em que se chamava todos estes tumores de “carcinéide”.
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7. CONCLUSOES

De acordo com o exposto, conclui-se que:

1. Existe correlagdo entre a incidéncia de metastases e o nivel de
expressao de cada biomarcador tecidual estudado.
2. Existe correlacao entre a incidéncia de metastase e:
- género;
- margem cirurgica comprometida por neoplasia.
3. Nao existe correlagao entre a incidéncia de metastase e:
- localizagdo da les&o (central ou periférica);
- maior didmetro tumoral;
- estadio TNM.
A idade relacionou-se de forma marginal com o fendmeno, porém nao
houve significancia estatistica.
4. Nao foi possivel estabelecer um indice numérico, com validade externa a
casuistica, que represente o risco da ocorréncia de metastase. Porém,

propds-se um modelo de indice a ser desenvolvido.
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8.1 ANEXOA

Tabela A1- Dados clinicos e histopatolégicos dos pacientes incluidos

no estudo

N Maior td total

Géne- Ida-  Lo- Sobrev g tys Contral Mar- o by etro  VOlume I?nfs linfs M EST

ro de cal (meses) Perif gem (mm®) PP

(mm) posit dissec

1T m 34 binter 3 270 1 C 0 1 20,00 418879 0 O 1 1 1A
2 f 19 LSD 2 269 1 C 0 1 15,00 1436,75 0 O 0 0 1A
3 m 45 bpD 5 156 1 C 0 3 20,00 4188,79 0 O 0 0 1B
4 f 18 bpD 4 0 0 C 0 3 30,00 1413717 1 1 20 0 1A
5 f 41 LM 2 247 1 P 0 1 18,00 169646 0 O 3 0 1A
6 f 25 LM 2 220 1 C 0 1 20,00 4188,79 0 O 3 0 1A
7 m 62 LIE 2 168 0 C 0 2 30,00 1413717 0 O 12 0 B
8 f 39 LM 3 230 1 C 0 2 35,00 1110867 0 O 5 0 IB
9 f 29 LSD 2 231 1 C 0 1 20,00 4188,79 0 O 0 0 IA
10 f 43 LSE 2 224 1 C 0 1 20,00 251,33 0o 0 5 0 1A
11 m 56 LSE 1 214 1 P 0 2 30,00 1413717 0 O 0 0 IB
12 f 38 bpE 5 212 1 C 0 1 15,00 1436,75 0 O 12 0 1A
13 m 17 LIE 2 208 1 C 0 2 18,00 305363 0 O 12 0 IB
14 m 42 LSE 2 173 1 C 0 1 30,00 1413717 2 2 10 0 1A
15 f 42 LM 2 90 1 C 1 1 20,00 104720 0 O 5 1 1A
16 f 27 LID 2 167 1 C 0 2 35,00 2057952 0 O 0 0 B
17 f 46 LM 4 163 1 C 0 2 50,00 6544985 0 O 4 0 IB
18 m 51 bpE 4 12 0 C 0 3 70,00 6230825 2 3 3 1 IV
19 f 62 bpE 4 159 1 C 0 3 70,00 17959438 0 O 9 0 1B
20 m 47 LID 2 3 0 P 0 2 40,00 33510,32 0 O 0 1 IB
21 m 53 LSD 2 166 1 C 1 2 45,00 2073451 0 O 0 1 1B
22 f 30 LID 2 166 1 C 0 2 40,00 33510,32 0 O 0 0 B
23 m 37 LSE 5 163 1 C 1 1 9,00 268,08 0 0 3 0 1A
24 f 57 LID 2 160 1 o] 0 1 9,00 134,04 0 o0 5 0 1A
25 f 58 LSD 2 155 1 P 0 2 45,00 2073451 0 O 1 0 IB
26 m 63 LIE 2 153 1 C 0 2 40,00 33510,32 0 O 1 0 IB
27 f 27 LSE 2 153 1 C 1 1 20,00 418879 0 O 0 0 1A
28 m 64 LSE 2 151 1 C 1 1 20,00 293215 0 O 2 0 1A
29 f 33 LM 2 147 1 C 0 1 20,00 4188,79 0 O 1 0 1A
30 f 9 LIE 2 146 1 (o] 1 2 30,00 471239 0 O 3 0 B
31 f 69 LSE 2 143 1 P 0 1 5,00 33,51 2 2 14 0 1A
32 f 14 bpE 5 155 1 C 0 2 50,00 2617993 0 O 9 0 B
33 f 24 LID 2 163 1 C 0 1 25,00 387044 2 2 10 0 1A
34 m 66 LIE 4 114 1 C 0 2 70,00 17959438 2 3 10 0 1A
35 m 66 LID 2 149 1 C 0 2 60,00 11309733 0 O 4 0 1B
36 f 20 LM 3 130 1 C 0 2 30,00 628318 0 0 5 0 IB
37 f 49 LID 2 60 1 C 0 2 30,00 628318 0 O 4 0 B
38 f 28 bpE 4 120 1 C 0 3 40,00 33510,32 0 O 4 0 1B
39 m 29 LM 2 119 1 C 0 1 10,00 83,77 0 o0 3 0 1A
40 f 42 bpE 4 119 1 C 0 3 20,00 418879 0 O 5 0 1B
41 f 32 LID 4 107 1 C 0 3 42,00 3879239 0 O 7 0 1B
42 f 37 binter 3 111 1 o] 0 2 45,00 6450,74 0 O 3 0 IB
43 f 54 bpD 4 103 1 C 0 3 65,00 100530,96 0 O 25 0 1B
44 m 37 LSD 2 230 1 P 0 2 30,00 942478 0 O 8 0 B
45 f 30 LSE 2 155 1 o] 0 1 15,00 1436,75 0 O 1 0 IA
46 m 32 bpE 4 99 1 C 1 1 10,00 523,60 1 1 17 0 A
47 m 20 bpE 2 94 1 C 0 1 17,00 214466 0 O 1 0 1A
48 m 29 LSD 2 98 1 P 0 1 20,00 502,65 0 o0 5 0 1A
49 f 35 LSD 2 82 1 C 1 1 15,00 733,04 0 o0 3 0 1A
50 m 77 LM 2 77 1 C 0 2 40,00 22787,02 0 O 2 0 1B
51 m 45 LSD 2 77 1 C 0 2 30,00 3078,76 2 1 16 0 1A
52 m 46 bpE 5 18 0 C 1 3 20,00 4188,79 2 2 4 1 1B
53 m 48 LIE 2 68 1 o] 0 1 5,00 33,51 0 O 5 0 1A
54 f 24 bpE 4 67 1 C 0 3 10,00 335,10 0 0 11 0 1B
55 f 24 LIE 2 64 1 P 0 2 35,00 2057952 0 O 2 0 1B

LEGENDA: Género: m=masculino, f=feminino.
Local: b = brénquio, inter = intermédio, L = lobo, S = superior, | = inferior, M = médio
D = direito, E = esquerdo, bp = brénquio principal
Op = tipo de operagdo: 1 = segmentectomia, 2 = lobectomia,
3 = bilobectomia, 4 = pneumonectomia, 5 = broncoplastia.
Status: 1 = vivo, 0 = ébito.
Margem: 1 = comprometida.
* NOTA: M inclui metastase diagnosticada no decorrer do acompanhamento.
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8.2 ANEXOB

Tabela B1 — Quantificagao dos marcadores estudados

Densidade

n Bcl-2 Ki-67 p53 CD-34 Colageno Elastica Estromal

(microm?)
1 7,90 0,00 1,80 4,20 5,94 13,60 19,54
2 8,20 0,00 0,00 2,60 5,22 13,86 19,13
3 0,00 3,90 0,00 14,80 0,06 3,49 3,55
4 8,20 0,00 0,00 21,00 2,27 5,31 7,58
5 910 0,00 0,00 5,60 23,58 13,60 37,18
6 10,00 0,00 0,00 2,70 14,42 15,38 29,80
7 10,00 0,00 0,00 6,80 14,57 16,66 31,23
8 12,30 5,90 5,60 18,20 2,45 7,21 9,66
9 13,40 5,40 6,40 3,90 16,14 13,60 29,74
10 0,00 5,20 5,90 6,70 14,42 11,17 25,59
11 0,00 4,90 6,70 14,60 7,84 6,75 14,59
12 13,80 5,00 2,00 15,00 1,57 6,65 8,22
13 14,90 5,60 2,00 6,00 23,58 11,17 34,75
14 15,20 6,40 2,00 16,70 2,27 9,40 11,67
15 0,00 5,30 6,80 15,80 4,55 6,75 11,30
16 0,00 5,30 7,20 14,90 2,46 7,84 10,30
17 213 3,00 4,30 4,80 14,61 15,38 29,99
18 6,13 1,11 3,20 5,60 7,42 13,60 22,14
19 12,30 0,90 2,00 5,90 14,90 13,80 28,70
20 13,40 7,20 2,00 4,01 0,06 9,31 17,40
21 17,68 0,02 1,99 5,03 14,90 14,90 29,80
22 16,78 2,10 1,80 3,49 14,70 16,60 31,30
23 15,46 1,90 2,70 2,99 16,14 18,17 34,31
24 13,22 1,67 2,33 3,78 19,30 18,00 37,30
25 11,90 0,00 2,90 5,23 19,30 18,40 37,70
26 10,00 0,00 2,70 6,21 27,47 13,60 41,07
27 11,23 0,00 2,10 7,54 15,30 18,17 33,47
28 15,00 0,00 0,00 8,21 13,80 15,38 29,18
29 12,33 0,00 0,00 9,22 10,60 16,66 37,86
30 10,90 1,80 0,00 2,34 13,00 18,17 31,17
31 2,11 7,66 4,56 15,80 1,70 2,96 4,66
32 9,80 1,90 0,00 7,50 9,00 19,50 28,50
33 3,20 6,23 6,54 21,09 3,22 3,26 6,48
34 1,11 5,99 5,78 19,70 4,48 3,49 7,97
35 19,00 0,00 0,00 2,89 9,69 18,17 27,86
36 9,78 3,00 0,00 7,33 10,60 15,38 25,98
37 8,87 2,00 1,02 7,56 11,50 18,17 29,67
38 7,49 1,00 2,00 8,03 11,50 16,66 28,16
39 7,89 1,00 2,00 9,04 11,57 11,17 22,74
40 7,70 1,00 0,00 9,00 14,42 11,00 25,12
4 5,90 1,00 0,00 8,99 10,60 7,87 18,47
42 12,00 0,00 0,00 7,40 4,55 15,38 19,93
43 9,00 1,99 1,55 6,90 14,70 13,60 28,30
44 8,90 0,00 2,00 2,89 14,42 18,17 35,59
45 7,60 0,00 1,78 2,31 18,44 18,50 36,94
46 3,10 5,34 7,23 18,76 1,26 4,05 5,31
47 7,90 0,00 0,10 9,00 11,50 18,00 29,50
48 8,60 1,00 1,00 3,45 19,10 16,66 35,76
49 9,50 2,00 2,00 3,88 18,44 13,60 32,04
50 8,90 2,00 0,00 4,78 15,50 18,00 33,50
51 2,40 5,40 5,87 19,60 19,50 18,17 37,67
52 3,60 0,00 0,00 6,80 10,20 15,38 29,60
53 12,40 2,00 1,00 6,00 8,97 18,17 27,14
54 11,90 2,00 2,00 3,99 5,54 18,50 24,04
55 10,70 2,00 2,00 3,87 6,68 16,60 23,28
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8.3 ANEXOC

Tabela C1 — Médias, desvios-padrao, valores minimos e maximos da
expressao de cada marcador e numero de casos que nao
apresentaram marcacao

Marcador Média + dp* Minimo-maximo Negativos (%)
Ki-67 2,31+2,37 0,00 - 7,66 17 (30,9)
p53 2,23+2,29 0,00 -7,23 17 (30,9)
Bcl2 8,92 + 4,88 0,00 - 19,00 5(9,1)
CD34 8,37 + 5,51 2,31-21,09 -
Fibras colagenas 11,09 + 6,59 0,06 - 27,47 -
Fibras elasticas 13,33 +4,90 2,96 - 19,50 -
Densidade estromal 24,90 + 10,32 3,55 -41,07 -

*desvio-padrao.
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8.4 ANEXOD

Tabela D1 — Correlagao entre os indices de expressdao dos marcadores

entre si
Coeficiente de Correlagao de Pearson

Marcador

Ki-67 p53 Bcl2 CD34 FC FE DE
Ki-67 0,70 -0,34 0,58 -0,44 -0,64 -0,59
p53 0,70 -0,48 -0,50 -0,20* -0,48 -0,38
Bcl2 -0,34 -0,48 -0,49 0,27 0,49 0,42
CD34 0,58 -0,50 -0,49 -0,54 -0,75 -0,72
FC -0,44 -0,20* 0,27 -0,54 0,59 0,89
FE -0,64 -0,48 0,49 -0,75 0,59 0,86
DE -0,59 -0,38 0,42 -0,72 0,89 0,86

*p>0,05.
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8.5 ANEXOE

Figura E 1 — Distribuicao das idades de cada individuo por género.

[ Masculino

Feminino

Frequiéncia

Género
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Quadro AP 1 - Classificagdo Histolégica dos Tumores Pulmonares e
Pleurais da Organizagdao Mundial da Saude de 1999

1. Tumores Epiteliais:
1.1. Benignos:

1.1.1. Papilomas
.1.1.1. de células escamosas
.1.1.1.1. Exofitico
.1.1.1.1. Invertido
1.1.2. Glandular
1.1.3. Misto (de célula escamosa e glandular)
1.1.2. Adenomas

2.1. Alveolar

1
1
1
1
1
2.

1.1.2.
1.1.2.2. Papilar
1.1.2.3. do tipo células salivares
1.1.2.3.1. de glandula mucosa
1.1.2.3.2. Pleomoérfico
1.1.2.3.3. Outros
1.1.2.4. Cistadenoma mucinoso
1.1.2.5. Outros
1.2. Lesbes Pré-malignas:
1.2.1. Displasia escamosa / carcinoma in situ
1.2.2. Hiperplasia adenomatosa atipica
1.2.3. Hiperplasia de células neuroenddcrinas pulmonares
difusas idiopaticas
1.3. Malignos:
1.3.1. Carcinoma de células escamosas
Variantes:
1.3.1.1. Papilar
1.3.1.2. Células Claras
1.3.1.3. Pequenas células
1.3.1.4. Basalodide
1.3.2. Carcinoma de pequenas células
Variante:
1.3.2.1. combinado com carcinoma de pegq. células
1.3.3. Adenocarcinoma
1.3.3.1. Acinar
1.3.3.2. Papilar
1.3.3.3. Carcinoma bronquiolo-alveolar
1.3.3.3.1. Nao mucinoso
1.3.3.3.2. Mucinoso
1.3.3.3.3. Misto (mucinoso e néo ou indeterminado)
1.3.3.4. S¢élido com formagdo mucinosa
1.3.3.5. Misto
1.3.3.6. Variantes
1.3.3.6.1. Fetal bem-diferenciado
1.3.3.6.2. Mucinoso (coloidal)
1.3.3.6.3. Cistadenocarcinoma mucinoso
1.3.3.6.4. em Anel de Sinete
1.3.3.6.5. Células claras
1.3.4. Carcinoma de grandes células
Variantes:
1.3.4.1. Carcinoma neuroenddcrino de grandes células
1.3.4.1.1. Neuroenddcrino de grandes cels combinados
1.3.4.2. Basaloide
1.3.4.3. tipo Linfoepitelioma
1.3.4.4. Carcinoma de gds cels com fenétipo rabdoide
.3.5. Carcinoma adenoescamoso
.3.6. Carcinomas pleomérficos, sarcomatdides ou
elementos sarcomatosos
1.3.6.1. com células fusiformes e/ou gigantes
1.3.6.1.1. Pleomérfico
1.3.6.1.2. Carcinoma de células fusiformes
1.3.6.1.3. Carcinoma de células gigantes
1.3.6.2. Carcinossarcomas
1.3.6.3. Blastoma
1.3.6.4. Outros

1
1

1.3.7. Tumores Carcinéides
1.3.7.1. Carcinoide Tipico
1.3.7.2. Carcindide Atipico
1.3.8. Carcinomas tipo células tipo salivares
1.3.8.1. Mucoepitelidide
1.3.8.2. Adendide cistico
1.3.8.3. Outros
1.3.9. Carcinomas nao classificados

2. Tumores de Partes Moles:
2.1. Tumor fibroso localizado
2.2. Hemangioendolinfoma epitelidide
2.3. Blastoma pleuropulmonar
2.4. Condroma
2.5. Pseudotumor fibroso calcificante da pleura
2.6. Tumor miofibroblastico peribronquial congénito
2.7. Linfangiomatose pulmonar difusa
2.8. Tumor desmoplasico de células pequenas
2.9. Outros

3. Tumores Mesoteliais:

3.1. Benignos:
3.1.1. Tumor adenomatdide

3.2. Malignos (Mesoteliomas):
3.2.1. Epitelidide
3.2.2. Sarcomatoide
3.2.2.1. Mesotelioma desmoplasico
3.2.3. Bifasico
3.2.4. Outros

4. Miscelanea:
4.1. Hamartoma
4.2. Hemangioma esclerosante
4.3. de células claras
4.4. Neoplasmas de células germinativas
4.4.1. Teratoma maturo ou imaturo
4.4.2. Tumor maligno de células germinativas
4.5. Timoma
4.6. Melanoma
4.7. Outros

5. Doengas Linfoproliferativas:
4.1. Pneumonia linféide intersticial
4.2. Hiperplasia nodular linfoide
4.3. Linfoma MALT
4.4. Granulomatose linfomatéide

6. Tumores Secundérios
7. Tumores Sem Classificagdo

8. Lesdes Pseudo-Neopléasicas:
8.1. Tumorlet
8.2. Nodulos meningoepitelidides multiplos
8.3. Histiocitose de células de Langerhans
8.4. Pseudotumor inflamatério
8.5. Pneumonia organizada
8.6. Tumor amiléide
8.7. Granuloma hialinizado
8.8. Linfangioleiomatose
8.9. Hiperplasia pneumocitica micronodular multifocal
8.10. Endometriose
8.11. Polipose bronquial inflamatéria
8.12. Outros

FONTE: WHO/IASLC classification of lung and pleural tumours, 1999.
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Aprovacgdo do Protocolo de Pesquisa 315/03 pela Comissdo de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) de 14 de maio de
2003.
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Tabela AP 1 — Analise do tempo de sobrevivéncia global

(Kaplan-Meier)

Tempo (meses) Situagao szl()::ler\r,\luvlear:izla Erro Padrao Acli‘::ﬂlt::os Re?nl:anl::;gednetes
0 3 0 54
3 2 0,9815 0,0183 1 53
12 2 0,9630 0,0257 2 52
18 3 2 51
60 1 3 50
60 1 4 49
60 1 5 48
60 1 6 47
60 1 7 46
60 1 8 45
60 1 9 44
60 1 10 43
60 1 11 42
60 1 12 41
60 1 13 40
60 1 14 39
60 1 15 38
60 1 16 37
60 1 17 36
60 1 18 35
60 1 19 34
60 1 20 33
60 1 21 32
60 1 22 31
60 1 23 30
60 1 24 29
60 1 25 28
60 1 26 27
60 1 27 26
60 1 28 25
60 1 29 24
60 1 30 23
60 1 31 22
60 1 32 21
60 1 33 20
60 1 34 19
60 1 35 18
60 1 36 17
60 1 37 16
60 1 38 15
60 1 39 14
60 1 40 13
60 1 41 12
60 3 42 11
60 1 43 10
60 1 44 9
60 1 45 8
60 1 46 7
60 1 47 6
60 1 48 5
60 1 49 4
60 1 50 3
60 1 51 2
60 1 52 1
60 1 0,0000 0,0000 53 0

LEGENDA: Situagdo: 1 = vivo; 2 = ébito relacionado; 3 = ébito ndo correlacionado.
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Tabela AP 2 - Andlise do tempo de sobrevivéncia livre de doenga

(Kaplan-Meier)
Tempo (meses) Situacdo Sobrevivéncia Erro Padrio Eventos Numero de
Acumulada Acumulados Remanescentes
0 3 0 54
3 2 0,9815 0,0183 1 53
6 2 0,9630 0,0257 2 52
12 2 0,9444 0,0312 3 51
18 2 0,9259 0,0356 4 50
60 1 5 49
60 1 6 48
60 1 7 47
60 1 8 46
60 1 9 45
60 1 10 44
60 1 11 43
60 1 12 42
60 1 13 41
60 1 14 40
60 1 15 39
60 1 16 38
60 1 17 37
60 1 18 36
60 1 19 35
60 1 20 34
60 1 21 33
60 1 22 32
60 1 23 31
60 1 24 30
60 1 25 29
60 1 26 28
60 1 27 27
60 1 28 26
60 1 29 25
60 1 30 24
60 1 31 23
60 1 32 22
60 1 33 21
60 1 34 20
60 1 35 19
60 1 36 18
60 1 37 17
60 1 38 16
60 1 39 15
60 1 40 14
60 1 41 13
60 1 42 12
60 3 43 11
60 1 44 10
60 1 45 9
60 1 46 8
60 1 47 7
60 1 48 6
60 1 49 5
60 1 50 4
60 1 51 3
60 1 52 2
60 1 53 1
60 1 0,0000 0,0000 54 0

LEGENDA: Situagao: 1 = vivo sem doenga; 2 = metastase; 3 = censurado.
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