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Resumo

Vilhena AF. Analise da imunoexpressdo da podoplanina (D2-40), da proteina
nuclear Ki- 67 e da catepsina D -34 e suas relacbes com metastase em
pacientes operados por tumor carcinoide tipico broncopulmonar [tese]. S&o
Paulo: Universidade de Séo Paulo, Faculdade de Medicina; 2014.

Os tumores carcinoides broncopulmonares tipicos sdo considerados tumores
de baixo grau de malignidade, o que faz com que muitas vezes seja
negligenciada sua capacidade de gerar metastases e levar a 6Obito. A atual
impossibilidade de se fazer predi¢des fidedignas do potencial metastatico para
individualizar a terapéutica e o manejo clinico do paciente portador de tumor
carcinoide tipico muitas vezes impde situacbes de duvida nas decisfes da
pratica clinica diaria. O conhecimento das caracteristicas moleculares e
genéticas desses tumores é a esperanca de melhor compreensdo de sua
histéria natural, da identificacdo de seus fatores progndsticos e da avaliagdo de
novas propostas terapéuticas. O objetivo deste estudo foi quantificar trés
imunomarcadores: o D2-40, o CD-34 e o Ki-67 e avaliar se eles sdo capazes
de predizer metastase. Como informacao adicional também foram avaliadas as
variaveis clinicas e suas associacdes com metastases. Material e métodos:
Foram analisados prontuarios de 97 pacientes submetidos a cirurgia para
tratamento de tumor carcinoide tipico broncopulmonar e que apresentavam
periodo de acompanhamento pds operatorio de cinco anos completos. Foi
estabelecido um banco de dados epidemiologicos, anatomopatoldgicos,
cirtrgicos e clinicos relacionados a doenca. Os blocos de parafina contendo os
tumores primarios, metastaticos e os linfonodos ressecados foram recuperados
e reavaliados por dois patologistas para confirmacao do diagnéstico histoldgico.
ApOs confirmacao diagndéstica foram realizadas as reacdes imunohistoquimicas
para o D2-40, o CD34 e Ki-67. As variaveis demografia, género, idade,
localizagdo do tumor, tamanho do tumor, margem comprometida, total de
linfonodos dissecados e a quantificacdo dos marcadores Ki-67, CD34 e
podoplanina (area linfatica e densidade) foram comparadas a cinco desfechos:
metastase linfatica; metastase em linfonodos hilares, peribrénquicos e
pulmonares ipsilaterais (N1); metastase em linfonodos mediastinais ipsilaterais
(N2); metastase hematogénica; metastase linfatica ou hematogénica. Para
andlise estatistica adotou-se o valor de significancia < 5% (p<0,05).
Resultados: H& imunoexpressdao do D2-40, do CD-34 e do KI67 nos tumores
carcinéides broncopulmonares tipicos, sendo possivel sua quantificacao.
Nessa casuistica ndo foi detectada a relacdo dos mesmos com metastases.
Dentre as variaveis clinicas estudadas, a margem cirirgica comprometida
apresentou associacdo com metastase hematogénica (Mann-Witney, p=0,03) e
0 género masculino apresentou associagcdo marginal com metastase linfatica
(p=0,051).

Descritores: Tumores neuroenddocrinos; Tumor carcinoide/patologia; Metastase;
Linfangiogénese; Proliferagéo celular; Antigenos CD34; Antigeno Ki-67;
Neoplasias brénquicas/patologia; imuno-histoquimica.
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Vilhena AF. Analysis of the immunoexpression of podoplanin (D2-40), of the
nuclear protein Ki-67, and of cathepsin D-34 and their relation to metastasis in
patients operated for typical bronchopulmonary carcinoid tumor [thesis]. S&o
Paulo: “Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina”; 2014.

Typical bronchopulmonary carcinoid tumors are slow-growing tumors
considered to be of low malignancy, a fact that often underscores their capacity
to generate metastasis that leads to death. The literature does not contain any
assessment of the metastatic potential that would allow for individualized and
optimized therapy that could have a positive impact upon the survival rate of
patients. Genetic and biomolecular studies are the most promising venues for
better comprehension of the behavior and natural history of such tumors. The
objective of this investigation was to analyze three immunomarkers associated
to malignity phenotypes: D2-40, CD-34, and Ki-67, and to verify whether or not
they are associated to metastasis. D2-40 is a specific marker of the proliferation
of the Iymphatic endothelium and allows for the quantification of
lymphangiogenesis. CD-34 identifies the endothelial cells of micro vessels and
guantifies angiogenesis. Ki-67 in turn is a marker of neoplasia cell proliferation.
As additional information several clinical variables were scrutinized for their
association to metastasis. Ninety-seven subjects were assessed herein. These
had undergone surgery for typical bronchopulmonary carcinoid tumor and all
had complied with a full 5-year follow-up period. The paraffin blocks containing
the primary and metastatic tumors and the dried lymph nodes were recovered.
Once the histologic diagnosis was confirmed immunohistochemical reactions
were performed for D2-40, Ki-67, and CD-34. The variables demography,
gender, age, tumor site, tumor size, compromised margin, total dissected lymph
nodes and quantification of D2-40 (lymphatic area and density), Ki-67 and CD-
34 markers were compared to 5 outcomes: lymphatic metastasis, metastasis in
hilar, peribronchic and ipsilateral pulmonary lymph nodes (N1), metastasis in
ipsilateral mediastinal lymph nodes (N2), haematogenic metastasis, and
lymphatic or haematogenic metastasis. It was concluded that there is
immunoexpression of D2-40, CD-34 and Ki-67 markers in typical
bronchopulmonary carcinoid tumors, and their quantification was possible, but
in this casuistic their relation to metastasis was not detected. Among the clinical
variables that were investigated the compromised surgical margin presented
association with haematogenic metastasis (Mann-Witney, p=0.03), and the
male gender was boderline associated to lymphatic metastasis (p=0,051).

Descriptors: Neuroendocrine tumors; Carcinoid tumors/pathology; Metastasis;
Lymphangiogenesis; Cell proliferation; Antigens, CD34; Ki-67 antigen; Bronchial
neoplasms/pathology; Immunohistochemistry.
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O céancer de pulméo é a principal causa de morte por neoplasias. Os
avancos cientificos e tecnolégicos das Ultimas décadas no diagnostico e
tratamento dessa doenca infelizmente ndo se traduziram em impacto
significativo na melhora da mortalidade™.

O conhecimento das caracteristicas moleculares e genéticas das
neoplasias de pulméo é a esperanca de melhor compreenséo de sua histéria
natural, da identificacdo de seus fatores prognosticos e da avaliacdo de novas
propostas terapéuticas?.

Os tumores carcinoides tipicos constituem um grupo relativamente
pequeno no universo das neoplasias de pulméo, porém o fato de apresentarem
crescimento lento e ainda de serem considerados de baixo grau de
malignidade faz com que muitas vezes seja negligenciada sua capacidade de
gerar metastases e levar a 6bito®.

O manejo clinico dos pacientes portadores desses tumores muitas
vezes impde situacbes de davida nas decisbes da pratica clinica diaria,
principalmente no que diz respeito a extensdo da resseccdo cirdrgica e
linfatica.

A atual impossibilidade de se fazerem predicbes fidedignas do
potencial metastatico faz com que pacientes com tumores menos agressivos
muitas vezes sejam tratados com ressecc¢des pulmonares e linfonodais mais
extensas ou que pacientes com tumores mais agressivos sejam tratados com
resseccdes pulmonares e linfonodais econémicas.

Ha muito poucos trabalhos direcionados especificamente para o estudo

dos tumores carcinoides tipicos broncopulmonares, que na maioria das vezes
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sao analisados em pequeno numero e em conjunto com outras proliferacdes do
espectro neurodocrino.

A observacao desses fatores motivou, em 2004, a cria¢do da linha de
pesquisa em carcinoides tipicos broncopulmonares no Servico de Cirurgia
Toracica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Séo Paulo, que tem como objetivo o estudo de fatores possivelmente
associados a metastases. O intuito maior € viabilizar um indice numérico de
risco para predicdo individual de metastase que possibilite tratamento
adequado para cada caso, otimizando a terapéutica e contribuindo para a
diminuicdo da mortalidade causada por essa doenca.

Teses e trabalhos ja publicados por pesquisadores do grupo chamam a
atencdo para fenbmenos importantes detectados a partir da quantificacdo de
imunomarcadores especificos e de variaveis clinicas que poderiam identificar
precocemente o potencial metastatico nesses tumores*™**,

Embora ainda ndo tenha sido possivel a criagdo de um indice de
predicao individual de metastase, as pesquisas ja realizadas tém contribuido
para o melhor entendimento da patogénese dos carcinoides tipicos
broncopulmonares ***,

Somando esfor¢os aos trabalhos ja realizados, o presente estudo tem
como objetivo analisar trés imunomarcadores: o D2-40, o Ki-67 e o CD-34 e
avaliar se eles sdo capazes de predizer metastase nesta casuistica. O D2-40 é
um marcador especifico de proliferacdo do endotélio linfatico que permite a
quantificacdo da linfangiogénese®®. O Ki-67 é um marcador de proliferacdo
celular*® O CD-34 identifica as células endoteliais dos microvasos e quantifica

a angiogénese'®. A angiogénese, a proliferacéo celular e a linfangiogénese s&o
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fendbmenos associados ao fendétipo metastatico de varias neoplasias humanas.
A gquantificacdo da expressdo da podoplanina (D2-40) especificamente para
carcinoides tipicos broncopulmonares e sua relacdo com metastase ainda néo
foi descrita na literatura.

Como informacédo adicional também serdo avaliadas as variaveis

clinicas e suas associacdes com metastases.
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21 O sistema neuroendécrino difuso

O sistema neuroendoécrino difuso € formado por células de acgéo
enddcrina, paracrina e neurdcrina que se encontram dispersas nos tecidos
epiteliais. Tem como sindnimos anteriormente empregados: sistema amine
precursor uptake and descarboxylation (APUD), células argentafilicas e
angirofilicas e células enteroenddcrinas, enterocromafins ou de Kulchitsky. As
células do sistema neuroenddcrino difuso sédo especialmente encontradas nos
tratos digestivo e respiratorio, mas também estdo presentes nas ilhotas
pancredticas, tireoide, timo, pele, trato urogenital e biliar'>*°.

Essas células tém como caracteristicas principais a captacdo e a
descarboxilacdo de compostos precursores de aminas e producdo de
horménios e peptideos ativos. Entre eles destacam-se a gastrina, secretina,
colecistoquinina, epinefrina, norepinefrina, serotonina (5-hidroxitriptamina),
enteroglucagon, somatostatina, substéncia P, vasoactive intestinal peptide
(VIP) bombesina, gastric inhibitory peptide (GIP), motilina e polipancreatic
peptide (PP). Tais compostos séo liberados por via paracrina (acdo local em
células proximas por difusdo), endocrina (acdo a distancia via corrente
sanguinea) e neurécrina (desencadeiam potenciais de acdo em neurbnios

proximos)**.

2.2 Proliferagdes do sistema neuroendocrino difuso

2.2.1 Os tumores neuroenddécrinos

Os tumores neuroenddécrinos séo proliferacdes de células situadas em

glandulas enddcrinas com elementos de tecido nervoso ou de células
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pertencentes ao sistema neuroendocrino difuso. O termo tumor do sistema
neuroenddcrino difuso refere-se a carcinomas que se encontram no grupo dos
tumores neuroendécrinos disseminados.*®*® O Quadro 1 (APENDICE A) mostra
a classificacdo dos tumores neuroendocrinos segundo classificacdo da

Organizacéo Mundial de Saude. ?°

2.2.2 Hiperplasia de células neuroenddcrinas

A hiperplasia de células neuroenddcrinas agrupadas e com diametro
menor que 5 mm sdo denominadas de “tumorlets”*!?2,

Algumas situacfes tais como altas concentracdes de gas carbénico,
baixa concentracdo de oxigénio bem como neoplasias, infec¢cdes ou processos
inflamatérios podem levar a essas hiperplasias®*2*.

Os “tumorlets” sao evidenciados em cerca de 7 a 10% dos pacientes
com tumores carcinoides, mas também s&o encontrados em individuos sem
tumores carcinoides®®?®. S0 mais comuns no género feminino em idade mais
avancada®?°.

N&o existem evidéncias de que essas hiperplasias sejam proliferacdes
pré-malignas®. O que ocorre é que os “tumorlets”, na verdade, ndo diferem dos
tumores carcinoides tipicos do ponto de vista celular®®, portanto, o que é
classificado “tumorlet” baseado apenas no didmetro pode, na verdade, tratar-se

futuramente de um carcoide tipico®°.

»n31

Ha relato na literatura de metastase linfonodal de “tumorlet™ e de

tendéncia a piora da sobrevida em cinco anos nos pacientes portadores dessa
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hiperplasia®®, porém o significado clinico da presenca dos “tumorlets” ainda

precisa ser melhor esclarecido.

2.2.3 Neoplasias neuroenddcrinas pulmonares

As neoplasias neuroenddcrinas pulmonares originam-se de células
neuroenddcrinas distribuidas ao longo de todo o epitélio broncopulmonar, que
se encontram ora em grupos (corpos de kulschitsky), ora de maneira isolada
(células de Kulschitsky)?.

Tais células localizam-se principalmente nos brénquios lobares e
principais e raramente nas regides carinal e periférica®.

O espectro das proliferacbes celulares neuroendécrinas compreende
desde a hiperplasia difusa das células neuroendécrinas®*®, os tumores
carcinoides broncopulmonares tipicos e atipicos até proliferacbes de alto grau
de malignidade como os carcinomas neuroendocrinos de grandes e pequenas
células®.

Os tumores neuroenddcrinos do pulmao sdo representados por esse
amplo espectro de entidades patoldgicas, atualmente classificados de acordo
com a classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude para os tumores de
pulmao de 2004%.

A primeira classificagcdo universalmente aceita para 0s tumores
neuroenddcrinos de pulmé&o foi a da Organizacdo Mundial da Satide de 1981°°,
ocasido em que pela primeira vez os tumores carcinoides do pulmé&o foram
considerados neoplasias malignas e classificados de acordo com os critérios

de Arrigoni*’ (QUADRO 2 — APENDICE A).
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Os tumores neuroendocrinos de pulmdo foram classificados pela

Organizac¢éo Mundial de Saude, em 1981°¢, como:

a) Tumores carcinoides tipicos;

b) tumores carcinoides de células pequenas tipo intermediario;

c) oat cell carcinoma;

d) carcinoma de células pequenas combinado com carcinoma

escamocelular ou adenocarcinoma.

Estudo realizado em 1986 por Delmonte Capelozzi et al. evidenciou
caracteristicas imuno-histoquimicas e neuroendocrinas em carcinomas de
células grandes, sugerindo que uma subclassificacdo poderia ser util no
tratamento e prognoéstico dos pacientes®.

Em 1991, Travis et al. sugeriram que a denominacdo de carcinoma
neuroendocrino de células grandes deveria ser incluida na classificacdo das
neoplasias neuroendocrinas do pulmdo e propuseram critérios de distingdo
entre o carcinoma de células pequenas e carcinoma neuroenddcrino de células
grandes® (QUADRO 3 — APENDICE A).

Em 1997, Dresler et al.** analisaram 40 casos de carcinoma
neuroendocrino de células grandes e sugeriram que lesBes anteriormente
denominadas carcinoma neuroendécrino de células grandes deveriam, na
verdade, ser classificadas como carcinoma de células grandes com
diferenciacdo neuroendocrina, pois embora tivessem caracteristicas
neuroendocrinas tinham baixa reatividade aos marcadores neuroendocrinos a
imuno-histoquimica.

A Organizagdo Mundial de Saude (World Health Organization -

WHO) e a Associacéo Internacional para estudo do Cancer de Pulméo (IASLC)
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fizeram, em 1999, a primeira revisdo da classificacdo desde 1981,
considerando a categorizacdo dos tumores neuroendocrinos baseados nos
critérios histologicos de Travis et al. Nessa ocasido reconheceram o carcinoma
neuroendocrino de células grandes como um tipo de carcinoma de células
grandes com morfologia neuroenddcrina e evidéncia imuno-histoquimica de
diferenciacdo neuroendécrina**? (QUADRO 4 — APENDICE A).

Ha na literatura grande confusdo sobre o uso dos termos diferenciacao
neuroenddcrina e morfologia neuroendécrina®®. Embora haja varias séries
investigadas sobre os carcinomas neuroendécrinos de células grandes %4347,
nem sempre héa rigorosa aplicacdo dos critérios da OMS*’, o que dificulta a
elucidacdo da importancia clinica e biolégica dessa subclassificacdo. Apesar
disso, trabalhos evidenciam a diferenca do comportamento clinico entre eles.

Ab’saber et al. relataram sobrevivéncia similar entre o carcinoma de
células grandes e o carcinoma de células grandes com morfologia
neuroendécrina em tumores ressecados®. Porém, Przygodzki et al.
demonstraram que o carcinoma neuroendocrino de células grandes e o
carcinoma de células grandes com diferenciacdo neuroendocrina sao
clinicamente mais agressivos que os carcinomas de células grandes®. lyoda et
al. sugeriram que a identificacdo das caracteristicas neuroenddcrinas devem
ser melhor investigadas por sua provavel relagédo com a evolucéo clinica®’.

Em 2004, a classificacdo de 1999 foi revista pela OMS, mantendo-se
os critérios de classificacdo dos tumores neuroenddcrinos de pulmio. E a

classificacdo em vigor até hoje*.
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2.3 Tumores carcinoides

2.3.1 Histoérico

O termo carcinoide (karzinoide) significa “semelhante a carcinoma” e
foi inicialmente descrito em 1907 pelo médico alemé&o Siegfried Obberdorfen,
da Universidade de Munique, para denominar tumores encontrados nos
segmentos broncopulmonares ou no trato gastrintestinal que, apesar de se
assemelharem morfologicamente aos carcinomas, apresentavam
comportamento menos agressivo*®,

Em 1914, Gosset e Masson atentaram para as propriedades
neuroendécrinas desses tumores®.

A distincdo entre carcinoide tipico e atipico foi inicialmente citada por
Englebreth-Holm, em 1944°°.

Em 1954, Soutter et al. chamaram a atencdo para o fato de que
entidades patolégicas com graus distintos de malignidade agrupadas sob o
termo de adenomas eram tratadas de forma padr&o, com cirurgias radicais™".

A despeito desses relatos, os tumores carcinoides foram ainda por
muito tempo considerados adenomas. Em 1963, artigo do Massachusetts
General Hospital ainda incluia como adenomas brénquicos trés entidades
distintas: os tumores carcinoides, 0os mucoepidermoides e 0 carcinoma
adenoide cistico (“cilindromas”)>.

Arrigoni et al. (1972) propuseram critérios histologicos para distinguir
esses tumores. Carcinoides tipicos e atipicos foram classificados em tumores

distintos com caracteristicas histoldgicas e prognésticos diferentes®’.
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Somente em 1982 a OMS classificou de forma definitiva os tumores
carcinoides como neoplasias malignas, dividindo-os em tipico e atipico
segundo os critérios de Arrigoni et al.®’.

O padréo atual de classificagdo dos tumores carcinoides € a da OMS

de 2004 baseada nos critérios de Travis et al. e descrita anteriormente®®.

2.3.2 Tumores carcinoides broncopulmonares

O pulméo é o segundo sitio mais frequente de tumores carcinoides,
precedido apenas pelo trato gastrintestinal. Os tumores carcinoides
broncopulmonares correspondem a 0,3 a 4% das neoplasias de pulméo

ressecadas®®°.

2.3.2.1 Caracteristicas clinicas

A idade dos pacientes portadores de tumores carcinoides
broncopulmonares tem ampla distribuicdo, com variacdes de acordo com cada
série estudada na literatura. Observa-se, em geral, distribuicdo bimodal, com
picos entre 35 e 55 anos, cujo pico precoce corresponde a individuos jovens
com carcinoides tipicos e o pico tardio é explicado pela frequéncia mais alta de
carcinoides atipicos em pacientes com idade mais avancada®®.

A proporgéo entre os géneros é similar. A prevaléncia da doenca entre
tabagistas e a populacéo geral ndo mostra diferenca significativa, embora haja
alguns trabalhos que mostrem proporcdo um pouco maior de pacientes

tabagistas em portadores de carcinoides broncopulmonares atipicos®®.
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Um terco dos pacientes é assintomatico ao diagndéstico. Os sinais e
sintomas dependem da localizacdo do tumor. Os tumores periféricos
correspondem a cerca de 20% dos carcinoides e sdo em geral assintomaticos
e usualmente sdo achados incidentais. A localizacéo central € a mais frequente
(60% em bronquios lobares e 20% em bronquios principais). Os tumores
centrais podem manifestar-se com tosse, hemoptise e infec¢des de repeticao.
Algumas vezes o diagnodstico é confundido com asma ou bronquite cronica.
Bronquiectasia e abscessos pulmonares podem ser consequéncia da
obstrucdo brénquica cronica. Raramente o diagndéstico é feito a partir de
metastases®® %,

A apresentacdo clinica pode ter caracteristicas distintas entre os
tumores carcinoides broncopulmonares tipicos e atipicos, como as descritas no

Quadro 5 (APENDICE A).

As sindromes paraneoplasicas sao infrequentes tanto nos carcinoides
broncopulmonares tipicos quanto nos atipicos. Incluem sindrome carcinoide, de
Cushing e sindrome adenomatosa endécrina maltipla (MEA)*.

A incidéncia da sindrome carcinoide maligna em carcinoides
broncopulmonares tipicos é de menos de 1% e nesses casos o diagndstico a
partir dela € raro e geralmente esta associado a tumores com mais de 5 cm ou
metastases hepaticas® .

Os tumores neuroendocrinos sdo capazes de sintetizar, armazenar e
as vezes secretar inimeras substancias biologicamente ativas. A producéo
dessas substancias pode resultar em varias sindromes clinicas, como a

sindrome carcinoide, que apesar de muito rica em sintomas possui dois deles

como muito caracteristicos: a diarreia e o rubor (flushing). Esses sintomas
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sempre ocorrem em concomitancia. Outros incluem doenca valvar, espasmos,
telangiectasias, broncoespasmo, edema, cianose, pelagra e artrite®®.

O diagndstico laboratorial da sindrome carcinoide pode ser obtido a
partir da dosagem de serotonina ou da cromogranina A séricas ou pela
pesquisa na urina do 5-HIAA, um dos metabdlitos da serotonina. A serotonina
plasmatica e a plaquetaria estdo elevadas e isso se reflete no aumento de
acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) na urina®®*.

A cromogranina A € uma proteina hidrofila presente nos granulos das
células neuroenddcrinas. Sua dosagem sanguinea pode ser detectada em
tumores funcionantes ou nao, com sensibilidade de 68% e especificidade de
86%. Ja a pesquisa do 5-HIAA, embora tenha menos sensibilidade (em torno
de 35%), tem especificidade de 100%°°>¢,

O tratamento da sindrome carcinoide deve ser baseado em
sintoméaticos (antidiarreicos, bloqueadores de serotonina - 5HT3 - e analogos da

somatostatina); e ap6s o controle do quadro agudo deve-se optar pelo

tratamento do tumor®’.

2.3.2.2 Diagnéstico de imagem

A radiografia de térax revela massa periférica ou alteracbes no
parénquima pulmonar decorrentes da obstrucdo brénquica. A tomografia de
térax mostra massa central ou periférica de contornos definidos (carcinoides
tipicos) ou irregulares (carcinoides atipicos), que podem apresentar
calcificacbes puntiformes (30%) e também lesdo endobronquica, lesdes
parenquimatosas decorrentes de obstrucdo da arvore brénquica e

linfadenomegalias. A fluordesoxiglicose - tomografia por emissédo de pasitrons
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(FDG-PET) tem valor limitado devido ao fato de os tumores carcinoides néo

serem hipermetabdlicos®*’.

Estudos ainda experimentais usando outros
marcadores como o 18-F-diidroxi-fenilanina-PET e 11C-5-HTP-PET tém
informado elevada taxa de deteccéo e localizacéo dos carcinoides®.

A cintilografia utilizando o octreotideo radiomarcado, método conhecido
como octreoscan®’, é um exame sensivel e especifico para a deteccdo de
tumores carcinoides, variando de 80 a 100% de sensibilidade®"*.

Esse exame utiliza um analogo da somatostatina (octreotideo)
adicionado a uma molécula de radionuclideo (11-Indium-dietilene-triamina
acido pentacético), que tem alta afinidade pelos receptores da somatostatina
tipos 2 e 5.

Um terco dos tumores carcinoides broncopulmonares em geral néo
apresenta receptores de somatostatina’>.

Tese realizada em nosso meio por Fernando Moura Silva, que
acompanhou 62 pacientes franceses, enfatizou que 58,1% dos tumores
carcinoides broncopulmonares tipicos possuem receptor de somatostatina tipo
21°,

O octreoscan tem a capacidade de mapeamento do corpo total,
inclusive o cérebro, pois ndo utiliza a glicose como carreador e € Util para
localizar metastases e doenca multifocal e pode complementar o diagndstico
em situacdes clinicas nas quais o método radiologico é insuficiente. Nao € um
exame de rotina recomendado para diagnostico de tumores carcinoides
broncopulmonares, tendo sua indicacdo em situacdes especificas, como a

localizac&o de tumores ndo detectaveis & tomografia de térax’>".
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A cintilografia com metaiodobenzilguanidina (MIBG) é uma alternativa

ao octreoscan também, porém com menos sensibilidade .

2.3.2.3 Diagndstico endoscopico

A broncoscopia flexivel € método diagndstico muito util na identificacao
dos tumores centrais. As lesbes endobronquicas s&o, em geral, bem
vascularizadas e podem ter aspecto polipoide protundindo na arvore brénquica
em aspecto de “dedo de luva”. Durante muito tempo a biopsia dessas lesdes
nao foi recomendada, devido ao risco de hemoptise®*®.

Hoje estd bem estabelecido que a biopsia da lesdo endobrénquica
realizada cuidadosamente é método seguro’’ e de alta acuracia. O aspirado
brénquico, o lavado broncoalveolar e o escovado da lesédo geralmente ndo séo

Uteis. Na biopsia transbrénquica, assim como na puncdo transtoracica, é

frequente a confusdo com carcinoma de células pequenas.

2.3.2.4 Diagnd@stico histologico

e Critérios histolopatologicos classicos

O diagndstico histopatolégico dos tumores carcinoides
broncopulmonares definido pelos critérios classicos a partir da microscopia
Optica ja foi motivo de ampla discussdo anteriormente. Eles sdo os critérios

. . . ~ 7 . 41,42
mais importantes na diferenciagdo dos tumores neuroendocrinos™ ™.

Na microscopia eletrbnica, as caracteristicas nucleares, citoplasmaticas

e granulares comuns a esses tumores impedem essa diferenciacado. Excecéo
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se faz a tumores carcinoides tipicos e carcinomas neuroenddécrinos de células
pequenas. Nesse caso, a presenca de granulos citoplasticos secretores
abundantes, densos, heterogéneos e ligados a membrana caracteriza os

tumores carcinoides tipicos’®.

e Critérios histopaldgicos de agressividade

O atual aprofundamento no conhecimento da biologia molecular,
genética e patologia dos tumores possibilitou o entendimento de que o0s
critérios histopatologicos classicos (numero de mitoses, necrose e atipia

celular) detectados & hematoxilina e eosina ndo séo suficientes para determinar

o potencial de agressividade das neoplasias’®®".

Os métodos imuno-histoquimicos e a andlise do genoma celular podem
identificar tendéncias do tumor a gerar metastases ou invasédo local a partir da

analise dos seguintes aspectos:

a) inducéo de linfangiogénese e angiogénese pelas células tumorais®*®3,

b) potencial proliferativo de células®*;

c) Integridade das proteinas de reparo do genoma®;

d) capacidade de inducdo de apoptose em células indiferenciadas
malignas;®®

e) capacidade das células tumorais de escaparem ao ataque de células do
sistema imunoldgico;

f) eficacia do avango das células malignas através das fibras da matriz

extracelular®’;

Tais fenbmenos ndo podem ser evidenciados de forma precoce na

anélise histoldgica padrdo dos tumores®8889,
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2.3.2.5 Fenbmenos extracelulares

No meio extracelular, o potencial invasivo e metastatico dos tumores é
determinado pelas interagbes entre as células neopladsicas e a matriz
citoplasmatica®” %%,

Para que haja invasdo de células tumorais nos tecidos adjacentes é
necessario que a integridade da membrana basal da célula e a barreira
formada pelas fibras coldgenas e elésticas na matriz sejam rompidas. As
células tumorais causam desequilibrio entre a producédo e a degradacdo dos
componentes da matriz extracelular®°.

Podem produzir enzimas que digerem as fibras colagenas,
elasticas e outros componentes matriciais, permitindo que células malignas
entrem em contato com vasos sanguineos e linfaticos, podendo, entdo, gerar
metastases®®®. A quantificacdo imuno-histoquimica dessas enzimas é um
campo de estudo aberto a compreensao desses fenbmenos e de sua relacdo
com o potencial de agressividade dos tumores.

As células malignas também podem estimular a deposicao de fibras
colagenas e elasticas ao redor do tumor, fendbmenos denominados,
respectivamente, de reacdo desmoplésica e elastética® 9%,

Jodo Carlos das Neves Pereira (2004) demonstrou que a densidade
de fibras elasticas e colagenas € maior em tumores carcinoides tipicos que néo
geram metastase®, corroborando a hipétese de que tumores envoltos por

malhas bem definidas teriam menos capacidade de atingir tecidos adjacentes e

gerar metastase®.
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As fibras colagenas, em especial o colageno tipo IV, principal
componente da membrana basal, interagem com os fenbmenos que
determinam a formac&o de novos vasos sanguineos e linfaticos, fundamentais
101,102

para a nutricdo e crescimento do tumor e ocorréncia de metastase

O colageno tipo IV tem importancia na inibicdo da angiogénese®®.

A) Linfangiogénese

A identificacdo e a quantificacdo de marcadores especificos para o
endotélio linfatico neoformado tém possibilitado o estudo dos fendmenos
moleculares envolvidos na formacgédo desses vasos, na disseminagcdo das
células malignas, bem como do papel da linfangiogénese na ocorréncia de
metastases'®.

Os marcadores de vasos linfaticos mais utilizados para o estudo da
linfangiogénese sdo o vascular endothelial growth factor (VEGF-C) e seu
receptor vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR-3), o lymphatic
vessel endothelial receptor -1 (LYVE-1), a 5-nucleotidase (5'Nase) e a
podoplanina (D2-40). O significado clinico e fisiologico da linfangiogénese
ainda nao esta totalmente definido e tem sido alvo de varios estudos™®*!%,

Em nosso meio, Mariana Laloni acompanhou 182 pacientes brasileiros e
franceses operados por tumor carcinoide tipico broncopulmonar e concluiu que,
embora tenha havido expressdo do LYVE-1, ndo foi possivel predizer
metastase baseado na quantidade de imunoexpresséo do LYVE-1°,

A quantificacdo da expresséo da podoplanina ( D2-40) especificamente
para carcinoides tipicos broncopulmonares e sua relacdo com metastase ainda

nao foi descrita na literatura.
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B) Angiogénese

Para o suprimento das células neoplasicas o tecido tumoral necessita
de novos vasos arteriais e venosos'%1%"

O processo de formacdo de novos vasos sanguineos é denominado
angiogénese!®®1%7,

Esse é um fendbmeno intimamente ligado ao aumento da massa
tumoral e pode estar correlacionado & existéncia de metastases'®®**,

O marcador de angiogénese mais utilizado na pratica clinica é o CD-34
(catepsina D-34). Estudos prévios nessa linha de pesquisa ressaltaram
correlagdo entre a dosagem de CD-34 e metastase em tumores carcinoides
tipicos brocopulmonares®®. O reconhecimento do mecanismo molecular que
regula a formacdo de novos vasos patolégicos sanguineos e linfaticos € de

extrema importancia para a determinagdo do potencial invasivo e metastatico

dos tumores, bem como para o estabelecimento de terapias antiangiogénicas.

2.3.2.65 Fendmenos intracelulares

Os fendmenos intracelulares que se relacionam com o potencial de
agressividade do tecido tumoral podem ser quantificados por imuno-
histoquimica ou pelo estudo de alteragbes no genoma. Na pratica clinica, as
analises imuno-histoquimicas sao realizadas com mais frequéncia. O potencial
proliferativo das células tumorais pode ser avaliado a partir da quantificacédo da
expressao imuno-histoquimica de proteinas nucleares como o antigeno nuclear

de proliferacdo celular (PCNA) e o Ki-67. Sua relagdo com o potencial
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agressivo dos tumores ja foi estudada nos carcinomas
neuroendécrinos*9112113,

A tese Jodo Carlos das Neves Pereira, que motivou e abriu caminhos
para novos estudos na mesma linha de pesquisa na qual se insere este
trabalho, demonstrou que os fendmenos intracelulares identificados pela

quantificacdo do marcador Ki-67 tinham relacdo com metastases numa coorte

de 55 pacientes brasileiros operados por tumores carcinoides tipicos”.

2.4 Tratamento

2.4.1 Tratamento cirargico

A cirurgia é o tratamento de escolha para os tumores carcinoides®®"’.

A extensdo da resseccdo e o tipo de disseccdo linfatica ainda sao
controversos 7,

A resseccdo endoscoOpica ndo é recomendavel como tratamento
primario, pois a recorréncia local e a remocao incompleta sdo frequentes®®’.

O comportamento dos tumores carcinoides atipicos é mais agressivo,
justificando a abordagem ciragica com ressec¢do anatdbmica padréo,
lobectomia ou pneumonectomia seguidas de disseccao linfatica hilar e
mediastinal de rotina®*°"*>117,

As resseccgbes econOmicas tais como em cunha ou segmentectomia
sdo ainda hoje consideradas apropriadas para tumores carcinoides tipicos
periféricos sem metastase linfatica, bem como a broncoplastia nos tumores

carcinoides tipicos centrais®®°" 411118 pgorém, atualmente é bem definido que

mesmo 0s tumores carcinoides tipicos podem apresentar metastases
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hematogénicas e linfaticas em até 15% dos casos e ter curso letal com
mortalidade de até 10% dos casos em cinco anos*®'??, A uniformidade na
conduta cirdrgica sem considerar o risco individual da ocorréncia de invasao de
tecidos adjacentes ou de metastases traz o risco de considerar todos 0s
carcinoides tipicos como lesdes pouco agressivas e trata-las de forma
insuficiente com resseccdes econbmicas ou, entdo, se forem todos
considerados indiscriminadamente como malignos, incorre-se no erro de
submeter pacientes com lesGes pouco agressivas a procedimentos extensos,
com aumento da morbidade®°"114115118

Vérios trabalhos tém sido feitos para tentar definir critérios prognésticos
clinicos, histologicos, imuno-histoquimicos e de biologia molecular capazes de
diagnosticar um subgrupo de tumores carcinoides tipicos com potencial
metastatico a fim de propor abordagem terapéutica mais eficiente com

individualizacdo da conduta cirGrgica®®'%,

2.4.2 Radioterapia

Carcinoides brdnquicos sao, em geral, resistentes a radioterapia
convencional. A radioterapia pode ser indicada para pacientes com carcinoide
atipico operado com margens exiguas ou com metastases linfaticas, embora o
resultado desse tratamento ndo seja bem definido. No entanto, pode-se obter
paliagéo efetiva em pacientes portadores de metastases 0sseas ou em sistema

nervoso central®®®’.
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2.4.3 Tratamento com radionuclideos: terapia-alvo com microradioterapia

A terapia-alvo utiliza radionuclideos acoplados aos analogos sintéticos
da somatostatina via endovenosa, levando a necrose celular e inducéo da
apoptose’?.

Os anélogos sintéticos da somatostatina mais utilizados na prética

clinica séo o octreotide, lanreotide, vapreotide e seglitide'**?’,

Os radionuclideos mais aplicados s&o o Ytrio-90 e o Lutécio-177%%,

Ha relatos de resultados positivos em pacientes com tumores
neuroendocrinos metastaticos que expressam receptores principalmente tipo 2
de somatostatina com octreotide marcado com 90-Ytrium, lanreotide acoplado

com 90-Ytrium e octreotate marcado com Lutécio-177%°.

2.4.4 Quimioterapia

A quimioterapia classica no tratamento dos tumores carcinoides
apresenta, em geral, baixas taxas de resposta global ao tratamento, alta
toxicidade e auséncia de beneficio no tempo de sobrevivéncia global**%*32,

O esquema quimioterdpico similar ao usado no carcinoma de pequenas
células, com etoposideo e cisplatina, demonstrou boa resposta em cerca de
60% dos casos em tumores carcinoides com comportamento agressivo, porém
auséncia de resposta em pacientes com tumores carcinoides tipicos™*.

A quimioterapia, quando usada no manejo das metastases, gera
elevados indices de toxicidade e resposta nao tdo efetiva quanto nos
carcinomas de pequenas células, embora alguns autores recomendem

quimioterapia adjuvante no carcinoide atipico com metastase linfatica®>" 139131,
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A quimioterapia pode estar indicada aos pacientes com doenca em que
tumores volumosos comprometem a funcdo do 6rgdo envolvido ou aos
pacientes com sintomas graves da sindrome carcinoide que ndo responderam
as outras modalidades de tratamento®*,

A microquimioterapia guiada por analagos da somatostatina vem sendo

alvo de estudos, mas ainda ndo tem aplicabilidade clinica nos tumores

carcinoides tipicos broncopulmonares.

2.4.5 Terapias antilinfangiogénicas em cancer

As drogas com potencial antilinfangiogénico ainda ndo estao disponiveis
para o tratamento dos tumores carcinoides.

Estudos que proporcionem melhor entendimento dos marcadores
especificos para linfangiogénese e seus sitios de ligacdo sdo uma esperanca
no desenvolvimento dessas drogas e uma futura possibilidade de alteracdo do

curso natural dessa doenca.

2.5 Marcadores biomoleculares

2.5.1 Podoplanina (D2-40)

A podoplanina é uma glicoproteina pequena, tipo mucina, associada a
membrana celular inicialmente identificada em poddcitos glomerulares,
especifica dos endotélios linfaticos. Estudos de sequenciamento de &cido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) humano evidenciaram que a
podoplanina era idéntica a outras proteinas ja relatadas, tais como o T1l-alfa

(expresso pelas células epiteliais alveolares tipo 1) e 0 PA2.26 (identificado na
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pele de ratos durante carcinogénese induzida). Portanto, sdo consideradas
sinbnimos as denominacdes T1l-alfa e antigeno PA2.26, bem como gp 38 ou
Aggru512’133.

A caracterizacdo bioquimica da molécula da podoplanina revela uma
pequena proteina glicosilada tipo sialomucina, composta de 172 aminoacidos.
Contém em sua estrutura acido sialico associado a galactose e N-acetil
galactosamina. E hidrofébica. E uma proteina transmembrana, seu dominio
extracelular € um suposto sitio da N-glicosilacdo e os residuos da O-
glicosilacdo (serina e threonine) sdo encontrados de forma abundante. Sua
porcao citoplasmatica é formada por nove aminoacidos e é um sitio potencial
de fosforilacdo para o0 cAMP-dependente proteinoquinase (PKA) e

proteinoquinase C (PKC). Os genes da podoplanina sdo encontrados nos

cromossomos 1 (humanos) e 4 (ratos)*?.
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Figura 1 - Molécula da podoplanina
FONTE: Villar et al. (2003)*.
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3 e é um dos

A podoplanina é um marcador linfatico especifico™
indutores primarios do gene Prox-11341%,

O prospero related homebox gene-1 (Prox-1) é um gene marcador da
subpopulacao de células endoteliais que surgem no sistema linfatico durante o
desenvolvimento precoce. Parece ser o maior gene controlador das células
linfaticas epiteliais através da repressdo da expressdo de genes especificos
das células endoteliais dos vasos sanguineos e inducao da transcricdo do gene
do endotélio linfatico. O Prox-1 € mapeado no cromossomo humano 1 32.2-
g32.3. A delecdo do gene Prox-1 ndo afeta o desenvolvimento do sistema
vascular sanguineo, mas promove o desenvolvimento dos vasos linfaticos,
sugerindo que ele é fundamental para o desenvolvimento dos mesmos.
Portanto, a podoplanina é um marcador da linfangiogénese 13>1%,

Em tecidos sdos de camundongos, Schacht et al. observaram que a
deficiéncia de podoplanina gera desenvolvimento anormal dos vasos linfaticos,
causando linfedema™®’.

A podoplanina nos tecidos neoplasicos foi inicialmente identificada por
Gandarillas et al. (1997) em modelos experimentais em ratos com
carcinogénese induzida na pele. A podoplanina era ausente na epiderme
normal, bem como nas culturas de queratindcitos normais, porém era
abundante nas células tumorais e em cultura de fibroblastos*®,

Ao avaliarem os angiossarcomas de origem mista (endotelial capilar e
linfatica), Breiteneder-Geleff et al. (1999) demonstraram que a podoplanina é
um marcador linfatico especifico em tecidos tumorais™*.

A descoberta dos marcadores linfaticos especificos tem contribuido

para a elucidacdo dos mecanismos de metastase linfatica que podem ocorrer
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ou pela invasdo dos linfaticos peritumorais preexistentes ou por inducéo
tumoral de novos linfaticos (linfangiogénese).

Nos tecidos neoplasicos, a podoplanina é associada a metastases, a
agregacao plaquetaria induzida pelo tumor e a linfangiogénese.

A partir do estudo da reacdo da podoplanina com o anticorpo 8F11
(sabidamente um neutralizador da agregacdo plaquetaria) em cepas de
camundongos clonados portadores de metastases de carcinoma colorretal e da
comparacao do nivel de podoplanina humana em 160 pares de cDNA e mRNA
em tecidos tumorais e normais, confirmado por imuno-histoquimica, Kato et al.
salientaram em seus relatos publicados em 2003 que a podoplanina é um fator
de inducéo de agregacao plaguetaria presente na superficie do tumor e que tal
induc&o ndo depende de outros componentes plasmaticos®°.

Com base no estudo imuno-histoquimico da podoplanina, Schimid et al.
(2005) avaliaram 120 espécimes de pacientes portadores de tumores
neuroenddcrinos, compararam a invasao linfatica e parametros clinicos e
apuraram invasao linfatica mais acentuada em tumores de elevado grau de
agressividade e em estagios avancados, concluindo que a avaliacdo da
invasao linfatica € importante fator prognéstico nos tumores neuroenddécrinos
do pulméo. Cabe ressaltar que neste trabalho os tumores do espectro
neuroendécrino séo avaliados em conjunto®,

A expressdo imuno-histoquimica da podoplanina foi investigada por
em Kono et al. (2006) em varios tipos de células tumorais humanas,
encontrando-a presente em vasos linfaticos de tumores de figado, esofago,
colon, mama e pulmao, sugerindo que a podoplanina esta envolvida na

progressao de diversos tumores'*:.
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Kunita et al. (2007) contribuiram para o0 estabelecimento da
constatacdo da associacdo entre a podoplanina e a agregacao plaquetaria ao
estudarem a expressdo da podoplanina em células ovarianas de hamster
chineses, promovendo metastases pulmonares tanto em modelos
experimentais quanto espontaneos. Nesse mesmo trabalho, a administracdo da
aspirina reduziu o nimero de focos metastaticos**.

A elucidacdo dos mecanismos que determinam a progressao do tumor
cria perspectivas para o entendimento dos processos de disseminacéo tumoral
linfatica e desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas, como terapias
antilinfagiogénicas e antiagregantes plaquetarios no controle da progresséo

dos tumores.

2.5.2 Proteina nuclear Ki-67

A proteina Ki-67 € um anticorpo monoclonal inicialmente descrito em

1983 por Johannes Gerdes durante estudo de reacdes antigeno-anticorpo
especificas para linfomas de Hodgkin e células de Reed-Stenberg™*#*%4.

A expressdo da proteina Ki-67 em células humanas normais ou
tumorais esté estritamente associada a proliferacéo celular.

E identificada em todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2
e mitose). N&o é identificada em GO. Isso torna o Ki-67 um excelente marcador
clinico de fator de crecimento da populacéo celular*®.

Sua localizagdo pode variar. Durante a interfase, é detectada
exclusivamente no ndcleo das células, mas durante a mitose pode ser

identificada na superficie dos cromossomos**14°48,
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E um marcador bastante estudado nos tumores neuroenddcrinos.
Nos tumores de pulméo tem sido avaliado tanto para diagndéstico diferencial
entre a grade neuroenddcrina como para prognéstico. No caso do diagnostico
diferencial entre carcinoides tipicos e atipicos, a variabilidade obtida no valor
das quantificacbes € muito diverso, o que ainda dificulta a identificacdo de um
indice efetivo capaz de diferencia-los.

Estudos recentes, como o de Pelosi et al.,, ttm chamado a atencgéo
para a necessidade de padronizacdo da metodologia da quantificacdo do Ki-67
a fim de possibilitar sua aplicabilidade clinica*°.

Como fator progndéstico, a expressao do Ki-67 ja foi descrita como fator
independente em tumores de mama, melanoma e linfoma n&o Hodgkin*°.

Em tumores neuroenddcrinos do trato digestivo € relatado como um
importante fator progndstico de recorréncia®.

A evidéncia do Ki-67 como marcador progndstico nos tumores
neuroendocrinos do pulmdo ja foi relatada na literatuta, porém se observa,
além do problema do uso de diferentes metodologias na quantificacdo desse
imunomarcador, o importante fato de os varios tumores da grade
neuroendocrina serem estudados em conjunto, inviabilizando significado clinico

claro desse marcador como fator progndstico®°*4°,

2.5.3 Catepsina D34

A catepsina D-34 € uma glicoproteina transmembrana presente em
células endoteliais, células progenitoras hematopoiéticas, fibroblastos
embrionarios e algumas células do tecido nervoso fetal e adulto. Sua

quantificacdo € de grande importancia clinica, pois 0 uso de anticorpos que se
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ligam a epitopos de moléculas da catepsina D-34 em células endoteliais dos
vasos sanguineos neoformados possibilita a identificagdo imuno-histoquimica e
a quantificacéo de angiogénese na pratica clinica®>*%2.

Niveis aumentados de catepsina D em neoplasias humanas vém sendo
descritas h4 mais de duas décadas. Sua relagdo com o prognéstico foi
inicialmente evidenciada em neoplasias de mama. Desde entdo, estudos tém
demostrado sua associacdo com pior prognéstico em varios tipos de tumores,
incluindo os do sistema nervoso central, do endométrio e ovario, colorretal e
gastrico, hepatico e pulmonar. Porém, diferentes metologias empregadas tanto
na realizacdo dos estudos quanto na forma de quantificacdo tém gerado,
muitas vezes, resultados conflitantes, o que impossibilita conclusées mais
precisas quanto ao seu real valor progndstico®?.

Com excecdo aos trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa,

ndo ha na literatura estudos que relacionem CD-34 e progndstico em tumores

neuroendocrinos de pulmao, o que permanece um campo de estudo em aberto.



3. Objetivos
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3.1 Objetivo primario

Verificar se ha relacdo entre a quantificacdo imuno-histoquimica do D2-
40, do Ki-67 e do CD-34 e metastase linfatica e/ou hematogénica em tumores
carcinoides broncopulmonares tipicos.

3.2 Objetivo secundario

Estabelecer a relagédo entre variaveis clinicas e metéstase linfatica e/ou

hematogénica em tumores carcinoides broncopulmonares tipicos.



3. Casuistica e Métodos
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4.1 Parecer ético

O protocolo de pesquisa deste trabalho foi aprovado pela Comisséao de
Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq ) da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da FMUSP, em sessdo de 17/10/03, sob o numero
0572/10. Este trabalho obteve apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), processo niumero 2010/51335-4

(ANEXO A).

4.2 Desenho do estudo

Foi realizado estudo de coorte retrospectiva no qual foram incluidos
pacientes submetidos a cirurgia para tratamento de tumor carcinoide tipico
broncopulmonar nos Servicos de Cirurgia Toracica do Hospital das Clinicas da
FMUSP e “Hopital Européen Georges Pompidou” da Universidade de Paris V,
na Franca, operados entre 1981 e 2003.

Os blocos de parafina contendo os tumores primarios e linfonodos
ressecados desses pacientes foram recuperados para analise imuno-

histoquimica.

4.3 Critérios de incluséao

a) Confirmacdo do diagnostico histologico de tumor carcinoide tipico
broncopulmonar do tumor priméario feita por dois patologistas de
reconhecida experiéncia na area.

b) Disponibilidade de dados nos prontuarios e exame de tomografia
computadorizada de térax ao final do periodo de seguimento.

c) Periodo de acompanhamento pos-operatdrio de cinco anos completos.
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4.4 Critérios de excluséao

a) Portadores das sindromes de neoplasias endocrinas multiplas, para
evitar fator de confusdo com metastase.

b) Casos cujo bloco de parafina ndo se encontravam adequados a
realizacdo da imuno-histoquimica.

c) Pacientes que tinham menos de cinco anos de seguimento.

4.5 Descricdo da casuistica

Foram estudados 128 pacientes, quatro deles excluidos da andlise
estatistica, pois o material histolégico em bloco de parafina foi considerado
inadequado para a analise imuno-histoquimica, e 27 excluidos por néo ter sido
possivel o término do acompanhamento determinado em cinco anos.

No estudo final foi avaliado o total de 97 pacientes.

4.5.1 Demografia

Houve predominio de pacientes franceses (74/97), que representavam
76,3% da casuistica em relacéo aos brasileiros (23/97), cuja representatividade

foi de 23,7%, numa proporcéo aproximada de 3:1.

45.2 Género

A distribuicdo quanto ao género foi de 56,7% para feminino (55/97) e

43,3% para masculino (42/97).
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453 |dade

Para a analise dessa variavel foi excluido um paciente cuja idade néo
foi possivel recuperar de forma fidedigna, sendo avaliados 96 individuos.
A idade média foi de 46,2 anos (minima de 17 anos e maxima de 77),

com desvio-padréao de 16,5 anos e mediana de 44 anos.

4.5.4 Cirurgia realizada

A cirurgia realizada com mais frequéncia foi a lobectomia (59/97).
A descricdo das cirurgias realizadas e das respectivas frequéncias e

porcentagens encontra-se na Tabela 1.

Tabelal- Cirurgias realizadas: frequéncia e porcentagem

Operacdao nuamero %
Lobectomia 59 60,8
Bilobectomia 12 12,4
Segmentectomia 11 11,3
Pneumonectomia 09 9,3
Broncoplastia 05 51
Nodulectomia 01 1,03

4.5.5 Localizacdo tumoral em relagdo a carina principal

Os tumores eram centrais em relacdo a carina ha maioria dos casos
74,2% (72/97) e periféricos, ou seja, distais aos bronquios segmentares em

25,8% (25/97).
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4.5.6 Margem cirurgica comprometida

A margem cirdrgica estava livre da doenca em 95,9% dos casos

(93/97) e comprometida em 4,1% (4/97).

4.5.7 Estadio patologico

O estadiamento apresentado foi baseado na 72 edicdo da Classificacéo
dos Tumores Malignos (TNM) da International Association for the Study of Lung
Cancer (IASLC)'™* para tumores pulmonares e corresponde ao estadio no
momento da cirurgia (pTNM).

Os estéadios iniciais I-a (38/97) e I-b (31/97) foram os mais frequentes,

seguidos pelo ll-a (13/97), lll-a (11/97), lI-b (3/97) e IV(1/97).

Tabela 2 - Estadiamento dos casos: 72 edicdo TNM

pTNM namero %
l-a 38 39,2
I-b 31 32,0
ll-a 13 13,4
l1-b 3 3,1
lll-a 11 11,3
ll-b 0 0

vV 1 1,0
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45.8 Tamanho do tumor

O tamanho do tumor foi avaliado pelo seu maior diametro mensurado
na peca anatdmica.
O menor diametro foi de 6,0 mm e o maior de 70 mm, com mediana de

20,0.

4.5.9 Metastase linfonodal locorregional

O paciente era considerado livre de metastase linfonodal quando néo
havia comprometimento metastatico nos linfonodos mediastinais e hilares
ressecados no ato operatério e ndo se observava linfonodo maior que 1 cm em
tomografia de térax apds o final do tempo de seguimento de cinco anos.

Todos os pacientes foram submetidos a estudo tomografico do térax ao
final do tempo de seguimento de cinco anos.

A maioria dos casos, 83,4% (81/97), ndo apresentava metastase
linfonodal no momento da cirurgia.

No total, 16,6% dos pacientes (16/97) apresentavam metastase
linfonodal no momento da cirurgia.

A metastase em linfonodos peribrénquicos, hilares e intrapulmonares
ipsilaterais (N1) estava presente em 8,3% dos casos (8/97) e nos linfonodos
mediastinais ipsilaterais ou subcarinais (N2) em 8,3% (8/97).

Um caso, classificado com NO operatério, teve acometimento em
linfonodo mediastinal (N2) durante o seguimento.

Em dois pacientes ndo houve resseccdo de algum linfonodo durante o

ato operatério. Ambos foram considerados NO (sem metastase linfonodal),
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pelos motivos: um deles evoluiu para 6bito no terceiro més, sendo submetido a
necropsia e a busca ativa de metastase ndo evidenciou acometimento
linfonodal; e outro ndo apresentou linfonodo maior que 1 cm a tomografia de
térax apos o tempo de seguimento, que neste caso especificamente foi

superior a 10 anos.

4.5.10 Total de linfonodos dissecados no ato operatdrio

O numero de linfonodos retirados no ato operatério variou de zero a 20,

sendo a mediana de 4,0.

4511 Metéastase a distancia

Em todos esses casos considerados portadores de metastase havia a
comprovacao histoldgica de tecido de tumor carcinoide tipico em localizacao
gue nédo a da leséo primaria.

O paciente foi considerado livre de metastase a distancia quando néo
apresentou imagem sugestiva do acometimento em pulmdo, figado e
suprarrenal em tomografia de térax e abdome superior nem o0s seguintes sinais
ou sintomas suspeitos: cefaleia, alteracdes neuroldgicas, dor retro-ocular, dor
0ssea e nddulos cutaneos ou subcutaneos durante o periodo de seguimento.

Todos os pacientes inclusos no estudo tinham tomografia de térax e
abdome superior ao final do tempo de seguimento.

Apenas um paciente apresentava metastase a distancia (hepatica) no
momento do diagndéstico. Nos outros pacientes, o diagndstico de metastase a

distancia, quando presente, foi feito durante o seguimento pos-operatorio.
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Na casuistica total, ao final do seguimento, havia oito casos (8/97) de

metastase a distancia, que correspondia a 8,2% dos pacientes.

4512 Sobrevivéncia e 6bito

Ao final do tempo de seguimento, 83,5% (81/97) dos pacientes
estavam vivos e 15,3% (16/97) haviam evoluido para Obito, sendo quatro
desses 0bitos (4/16) relacionados a metastase do tumor carcinoide.

A metéstase nesses quatro casos comprometia o figado e em um deles

também ossos e mediastino.

4.6 Método

46.1 Coleta de dados

A coleta de dados foi feita a partir da analise dos prontuéarios. Foi
estabelecido um banco de dados com informac¢des sobre cada paciente com
dados epidemioldgicos, clinicos relacionados a doencga, cirdrgicos e
anatomopatologicos.

Os dados recuperados dos prontuarios foram: pais de origem, género,
idade, tipo de cirurgia, localizacdo do tumor em relacdo a carina principal,
margem cirdrgica comprometida , estadio do tumor, metastase linfonodal
locorregional, total de linfonodos ressecados, metastase & distancia,
sobrevivéncia e obito.

Os valores das quantificagbes imuno-histoquimicas foram incluidos

posteriormente neste banco de dados para a realizacdo da andlise estatistica.
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4.6.2 Confirmacéo do diagndéstico histolégico

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

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

Cortes histolégicos de 3 um de cada bloco foram montados sobre laminas
e corados por hematoxilina-eosina. Estas foram revistas separadamente e de
forma aleatdria por dois patologistas com expressiva experiéncia na andlise de
carcinomas neuroendocrinos broncopulmonares. Os casos hos quais o
diagnéstico foi de proliferagdo neuroenddcrina bem diferenciada com diametro
inferior a 5 mm (“tumorlets”), tumor carcinoide atipico, de carcinoma
neuroendocrino de grandes ou pequenas células, de células claras e outros
carcinomas com areas de diferenciacdo neuroendocrina foram excluidos do
estudo. Nenhum dos patologistas conhecia o diagndéstico prévio referente as
laminas analisadas.

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

A classificacdo do tipo de tumor neuroenddécrino foi realizada nas areas
mais representativas, identificadas ap6s andlise de pelo menos 10 campos
microscopicos com ampliacdo de 250x. Ja a classificacdo histolégica obedeceu
aos critérios preconizados pela OMS baseado no padrdo predominante

identificado, segundo os critérios de Travis et al. ja anteriormente descritos.
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As laminas relativas aos linfonodos ressecados 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.

Apés essa selecdo as laminas obtidas a partir dos blocos referentes aos
pacientes recrutados foram preparadas para a marcagao imuno-histoquimica

D2-40, Ki-67e CD-34.

4.6.3 Técnicas de coloracéao

4.6.3.1 Técnica imuno-histoquimica empregada na deteccédo de D2-40, Ki-
67 e CD-34

Os blocos selecionados foram submetidos a cortes histolégicos de 3
um de espessura com 0 uso de um micrétomo e o tecido colocado sobre
lamina de microscopia, sem realizacéo de coloracao.

Antes da realizacdo das reacfes imuno-histoquimicas, as laminas
foram submetidas ao seguinte processo de silanizacdo: primeiramente foram
mergulhadas em uma cuba com alcool, em duas cubas consecutivas com
acetona e depois em mais duas consecutivas com silane (SIGMA A3648) por
cinco minutos em cada uma. O procedimento termina com mais quatro banhos,
sendo dois em duas cubas com acetona e, em seguida, em duas com agua
destilada.

As laminas silanizadas foram submetidas a técnica de imuno-

histoquimica. Primeiramente, foram desparafinizadas (permaneceram 20

minutos em xilol aquecido a 95°C, seguido de trés banhos de xilol a
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temperatura ambiente). Em seguida, o tecido foi hidratado por submersdo em
alcool absoluto, alcool 95% e alcool 70%, respectivamente, lavado em agua
corrente e depois em agua destilada e deionizada. O proximo passo foi a
recuperacdo antigénica realizada a vapor na qual foram colocadas as laminas
em cuba com solucao de citrato 10 mM, pH 6,0 a 95-100°C. Apds 35 minutos, a
cuba com as laminas permaneceu por 20 minutos a temperatura ambiente para
esfriar e em seguida foi lavada em tampéo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,2-7,4
(PBS) trés vezes por trés minutos. Na sequéncia procedeu-se ao bloqueio da
peroxidase endogena feito pela lavagem das laminas em peréxido de
hidrogénio 10V (3%), sete vezes por cinco minutos, seguido de lavagem em
agua corrente, em agua destilada e em PBS, respectivamente, trés vezes por
trés 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. As laminas foram, entdo, escorridas e
secadas ao redor do corte.

Os anticorpos primarios foram adicionados, cada um em uma lamina
pré-processada, na seguinte diluicdo: podoplanina- D2-40 (Dako A/S,
Copenhagen, Denmark) titulo 1:500 e Ki-67 (Dako A/S, Copenhagen, Denmark)
titulo 1:600 e CD34 (Dako A/S, Copenhagen, Denmark) titulo 1:100. As
diluicdes foram feitas em soro albumina bovina (BSA 0,5%). Todas as laminas
foram cobertas com 100 pL dessas solucbes e permaneceram incubadas em
camara umida em geladeira durante 18 horas.

Apoés esse periodo de incubacédo, as laminas foram lavadas em PBS
trés vezes por trés minutos e a seguir incubadas com o anticorpo secundario

LSAB-HRP (Large Streptavidin-Avidin-Biotin — System Peroxidase; k-0690;
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Dako A/S, Copenhagen, Denmark), comercializado ja pronto para uso, que
seguiu a seguinte sequéncia de utilizacdo: primeiramente, incubou-se o
anticorpo secundario por 1 hora a 37°C e lavaram-se as laminas em tampé&o
PBS que a seguir foram incubadas pela estreptoavidina-biotinilada peroxidase
por 45 minutos a 37°C.

Apos trés banhos de trés minutos em PBS, procedeu-se a revelacdo, na
qual as laminas foram colocadas no cromogeno (3-3’-diaminobenzamidina —
DAB 100mg em 70 mL de PBS + 3 mL de 4gua oxigenada (Sigma Diagnostics,
St. Louis, USA), por cinco minutos, lavadas em agua corrente por mais cinco
minutos, contracoradas em hematoxilina de Harris (Sigma Diagnostics, St.
Louis, USA) por 30 segundos e novamente lavadas em agua corrente por cinco
minutos para serem desidratadas em alcool 70%, alcool 95%, alcool absoluto e
em solucdo de xilol trés vezes, respectivamente. As laminas foram finalmente
montadas com laminula e Entelan, rotuladas e mantidas em posi¢éo horizontal
por 24 horas.

Para controle positivo, corado simultaneamente as reacfes 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 adi¢ao de anticorpo.

4.6.3.2 Determinacdo dos indices imuno-histoquimicos

A coloracdo castanha foi considerada evidéncia da expressédo do

anticorpo D2-40 nas células endoteliais de vasos linfaticos.
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Figura 2 — Fotomicrografia de lamina corada por imuno-histoquimica anticorpo

D2-40 em aumento de 400X.
FONTE: elaborado pela autora.

A coloracdo castanha nuclear foi considerada evidéncia da expressao

do anticorpo Ki-67 nas células neoplasicas.

Figura 3 — Fotomicrografia de lamina corada por imuno-histoquimica anticorpo

Ki-67 em aumento de 400X
FONTE: elaborado pela autora.
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A coloracdo castanha foi considerada evidéncia da expressdo do

anticorpo CD-34 nas células endoteliais dos microvasos.

Figura 4 — Fotomicrografia de lamina corada por imuno-histoquimica anticorpo

CD-34 em aumento de 400X
FONTE: elaborado pela autora.

Para determinar os indices de expressdo dos antigenos depois da
imuno-histoquimica, foi usada a técnica do point-counting, utilizando reticulo
contendo 100 pontos e 50 retas, segundo proposto em 1988 por Gundersen et
al. Ao aumento de 400X, foram examinados 10 campos microscépicos
aleatérios e ndo coincidentes dentro na periferia tumoral para o anticorpo D2-
40,e na area tumoral para os anticorpos CD-34 e KI-67 totalizando 1.000
pontos por lamina, cobrindo &rea de 62.500 mm? em cada caso.

Os valores foram expressos em porcentagem de pontos positivos do

total de pontos em areas solidas, segundo a formula:

P Ppontos =(Pi X 100)/Pparenquiva
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sendo PponTos @ porcentagem corrigida de pontos marcados, Pi o numero de
pontos que incidem sobre a positividade do marcador imuno-histoquimico e

Prarenguiva O total de pontos que incidem sobre a area solida tumoral.

A PponTos de cada antigeno em cada caso foi calculada a partir da
soma dos resultados Pi e Pparenouima de todos os campos analisados para
cada paciente. Todas as contagens foram feitas por um uUnico examinador.
Comparacbes de contagem de dois observadores foram feitas em cerca de

20% dos casos.

4.7 Analise estatistica

As medidas de tendéncia central e dispersdo dos valores da amostras,
assim como dos testes estatisticos para comparacdo entre elas, basearam-se
nos tipos de distribuicéo verificada a partir do teste de Anderson-Darling.

Como a distribuicdo de todas as variaveis quantitativas apresentou
distribuicdo ndo gaussiana em pelo menos uma das categorias, a comparagao
das variaveis quantitativas com as variaveis categéricas foi feita empregando-
se o teste de Mann-Whitney.

As variaveis quantitativas foram descritas por meio da mediana,
amplitude e quartis.

Comparacdes da frequéncia de um fendbmeno entre grupos de variaveis
qualitativas foram realizadas pela aplicacédo do teste Exato de Fisher, uma vez
que as variaveis apresentaram pelo menos uma das frequéncias esperadas

abaixo de cinco.
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Foi calculada a razdo de chances (odds ratio) para a ponderacao do
risco inerente a cada variavel categorizada para a confeccéo do indice de risco
da ocorréncia de metastase.

Para que se considere a diferenca entre médias e frequéncias adotou-
se o valor de significancia estatistica < 5% (p<0,05).

Para todas as analises foi usado o programa Minitab versao 14.0.



5. Resultados
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5.1 Quantificagdo dos marcadores

5.1.1 Quantificacédo da podoplanina (D2-40)

A quantificacdo da marcacdo imuno-histoquimica da podoplanina foi
avaliada a partir da area e da densidade linfatica, conforme descrito na
metodologia.

Em quatro casos (4,1%) ndo houve marcacao imuno-histoquimica para

a podoplanina.

e Area linfatica
Os valores obtidos pela quantificacdo da area dos linfaticos marcados

foram: mediana de 0,02, valor minimo de zero e maximo de 0,14.

e Densidade
Os valores obtidos pela quantidade de linfaticos presentes na superficie
do tumor (densidade D2-40) foram: mediana 1,60 com valor minimo de zero e

maximo de 4,5.

5.1.2 Quantificacéo do KI67

Os valores obtidos pela quantificacdo da expressao imuno-histoquimica
da proteina nuclear KI67 tiveram mediana de zero e valor minimo foi zero e o
maximo de 1,24.

Em quatro casos (4,1%) ndo houve detecgdo imuno-histoquimica do

KI67.
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5.1.3 Quantificacdo do CD-34

Os valores obtidos pela quantificacio do numero de microvasos
marcados foram: mediana 7,3, valor minimo de 1,05 e maximo de 24,8.
Em seis casos (6,2%) ndo houve marcacao imuno-histoquimica para o

CD-34.

5.2 Andlise da casuistica

As variaveis demografia, género, idade, localizacao do tumor, tamanho
do tumor, margem comprometida, total de linfonodos dissecados, quantificacao
dos marcadores Ki67, CD34 e podoplanina (area linfatica e densidade) foram

comparadas a cinco desfechos:

e Metastase linfatica,

e metastase em linfonodos hilares, peribronquicos e pulmonares
ipsilaterais (N1);

e metastase em linfonodos mediastinais ipsilaterais (N2);

e metastase hematogénica;

e metastase linfatica ou hematogénica.

5.2.1 Variaveis da casuistica e metastase linfatica

N&o houve significancia estatistica na associacdo entre as variaveis
demografia, idade, localizagdo do tumor, tamanho do tumor, margem
comprometida, metastase hematogénica no momento da cirurgia (M1
operatorio) e quantificacdo dos marcadores D2-40, Ki-67, CD34 com

metastase linfatica.
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O género masculino apresentou associacdo marginal com metastase

linfatica (teste usado: Mann-Witney, p=0,051) (TABELA 3).

Tabela 3 - Fatores associados a metastase linfatica
Sem Com
metéstase metastase
N % N % OR IC 95% Valor-p
Pais
Franca 62 77,5 12 706 144 0,45a4,61 0,55
Brasil 18 22,5 5 29,4
Género
Masculino 31 38,7 11 64,7 0,35 0,12a1,03 0,051
Feminino 49 61,3 6 35,3
Localizacao
Central 62 775 10 58,8 241 0,80a7,24 0,124
Periférico 18 22,5 7 41,2
M:Op
0 79 98,8 17 100,0 0,53
1 1 1,2 0 0,0
M:final
0 75 938 14 82,4
1 5 6,2 3 176 3,21 0,69a1501 0,158

Teste Exato de Fisher.

A comparacdo entre area linfatica marcada pela podoplanina com

metastase linfatica em linfonodos mediastinais (N2) apresentou valor p=0,08.

Foi a associacdo que mais se aproximou do valor de significancia nesta

amostra (teste usado: Mann-Whitney).
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Gréafico 1 — Comparacéo dos valores de marcacdo da area linfatica pela
podoplanina entre 0s grupos segundo a ocorréncia de
metastase linfatica
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Legenda: O - Sem metéastase linfonodal. 1 - Metastase em linfonodos hilares, peribrénquicos
e pulmonares ipsilaterais. 2- Metdstase em linfonodos mediastinais ipsilaterais.

Tabela 4 - Fatores associados a metastase linfatica (comparacdo entre
sitios de metastase)

NO N1 N2

N Mediana N Mediana N Mediana Valor-p

Idade 79 43 8 455 9 52,0 0,36
Maior diametro 80 200 8 225 9 35,0 0,29
CD 34 77 761 6 58 8 59 0,26
Densidade D2-40 77 150 7 00 9 1,67 0,32
Area linfatica D2-40 77 0,02 00 9 0,03 0,08
Ki-67 77 00 8 00 8 0,0 0,91
0,12

Maior didmetro 80 20,0 8 225 9 35 0,41

Teste usado — Mann-Whitney.
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5.2.2 Variaveis da casuistica e metastase hematogénica

N&o houve significancia estatistica na associacdo entre as variaveis

demografia, género, idade,

localizagdo do tumor, tamanho do tumor,

metéstase linfatica no momento da cirurgia (N operatoério) e quantificacdo dos

marcadores D2-40, Ki-67 e CD34 e a metdstase hematogénica.

A margem comprometida (doenca residual) teve significancia estatistica

na associacdo com metastase hematogénica (teste usado: Mann-Witney,

p=0,03) (Tabela 5).

Tabela 5 - Fatores associados a metastase hematogénica

Sem

Com

metastase metastase

n % N % OR IC 95% Valor-p
Pais Franca 69 775 5 625 207 045a942 0,39
Brasil 20 225 3 375
Sexo Masculino 38 42,7 4 50,0 0,75 0,18a3,17 0,72
Feminino 51 57,3 4 50,0
Margem comprometida
Nao 87 97,8 75,0 145 1,7a121,7 0,03
Sim 2 2,2 2 250
Localizagéo tumor
central 66 74,2 6 750 0,96 0,12a5,85 1,0
Periférico 23 25,8 2 25,0
N:final 0 75 84,3 5 625 3,21 0,69a15,01 0,14
1 14 15,7 3 375
N:final O 75 84,3 6 750 1,79 0,33a9,77 0,61
1 14 15,7 2 250

Teste usado Exato de Fisher.

A comparagdo da marcagdo do Ki-67 com metastase hematogénica

apresentou valor p=0,08 nesta amostra. Foi a associacdo que mais se

aproximou do valor de significancia (teste usado: Mann-Whitney).
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Tabela 6 - Fatores associados a metastase hematogénica

N&o Sim

N Mediana N Mediana Valor-p
Idade 88 43 8 48 0,35
Maior diametro 89 25,0 8 20 0,62
CD 34 84 7,48 7 6,3 0,78
Densidade 86 1,6 7 1,6 0,93
D240
Area linfatica 86 0,021 7 0,02 0,95
D2-40
Ki- 67 86 0,0 0,46 0,08
Maior diametro 89 25,0 8 20,0 0,62

Teste usado: Mann-Whitney.

Gréfico 2 - Comparacdo dos valores de marcacdo do KI67 entre os
grupos segundo a ocorréncia de metastase hematogénica
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Legenda: 0 — Sem metastase hematogénica; 1- Metastase hematogénica.
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5.2.3 Variaveis da casuistica e metastase hematogénica ou linfatica

Nao houve significAncia estatistica na associagcdo entre as variaveis
demografia, género, idade, localizacdo do tumor em relagdo a carina principal,
tamanho do tumor, metastase linfatica no momento da cirurgia (N operatorio) e
quantificacdo dos marcadores Ki-67, podoplanina (area linfatica e densidade) e
CD34 com metastase hematogénica ou linfatica.

A comparacdo entre localizacdo do tumor e metastase hematogénica
ou linfatica, apresentou valor p=0,09. Foi a associa¢do que mais se aproximou

do valor de significancia (teste usado: Exato de Fisher).
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Tabela 7 - Fatores associados a metastase linfatica ou hematogénica

Sem Com
metastase metastase
n % N % OR IC 95% Valor-p

Pais
Franca 59 78,7 15 68,2 1,72 0,60a4,94 0,39
Brasil 16 21,3 7 31,8

Sexo
Masculino 30 40,0 12 546 0,56 0,21a1,45 0,33
Feminino 45 60,0 10 454

Localizacdo tumor

Central 59 78,7 13 59,0 255 0,93a7,04 0,09
Periférico 16 21,3 9 41,0
N:final
0
1
Operacéao
Nodulectomia 1 1,35 0 00 0,58
Segmentectomia 10 13,51 1 4,55
Lobectomia 44 59,46 14 63,64
Bilobectomia 10 13,51 02 9,09
Pneumonectomia 5 6,76 4 18,18
Broncoplastia 4 541 1 4,55
Estagio operatério 0,57
l-a 35 46,7 3 13,6
I-b 30 40,0 1 4,6
ll-a 6 8,0 7 31,8
lI-b 3 4,0 0 0,0
ll-a 1 1,3 10 455
\Y 0 0,0 1 4,6

Teste usado: Exato de Fisher.
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Tabela 8 - Fatores associados a metastase linfatica ou hematogénica

Nao Sim

N Mediana N Mediana Valor-p
Idade 74 42,5 22,0 47,5 0,29
Maior diametro 75 20,0 22 27,5 0,32
CD 34 72 7,7 19,0 6,3 0,33
Densidade 72 1,5 21 1,7 0,37
D240
Area linfatica 72 0,020 21 0,027 0,53
D2-40
Ki- 67 72 0,0 21 0,0 0,94
Maior diametro 75 20,0 22,0 27,5 0,32

Teste usado: Mann-Whitney.
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6.1 Abordagem critica das limitacdes do estudo

6.1.1 Desenho epidemioldgico

Este é um estudo retrospectivo.

O tumor carcinoide tipico broncopulmonar é doenca pouco frequente
em que o0 evento metastase € raro.

Do ponto de vista tedrico, o ideal para se pesquisar a associacao entre
a doenca e o evento estudado seria uma pesquisa prospectiva, porém, nesse
caso, no qual doenca e eventos sdo raros, seria hecessario elevado nimero de
pacientes, com longo e dispendioso tempo de acompanhamento. Portanto,
justifica-se a escolha do desenho de estudo retrospectivo, inclusive na tentativa

de delinear a melhor forma de estruturacdo de um futuro estudo prospectivo.

6.1.2 Coletade dados

Na tentativa de uniformizar a obtencdo de dados, foi estabelecida uma
ficha padréo para coleta dos mesmos.

Foram selecionados para o estudo dados objetivos constantes nos
prontuarios.

Os dados nos quais algum viés era identificado ndo foram estudados.

Como exemplos, podem-se citar o tabagismo e emagrecimento.

6.1.3 Uniformidade do tratamento

A casuistica é composta de pacientes cujo tratamento cirdrgico nao foi

realizado de forma homogénea.
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Na literatura, ndo ha consenso sobre a melhor resseccao pulmonar a ser
realizada como  tratamento dos  tumores carcinoides  tipicos
broncopulmonares*>*’.

Parece haver tendéncia a realizacdo de técnicas de ressecdo que
possibilitem melhor preservacdo pulmonar, porém essa conduta ndo €
considerada uma regra®**"*8 O impacto do tipo de resseccdo na evolucdo
natural dessa doenca nao € bem definido.

Embora a casuistica seja composta de pacientes que foram submetidos
a resseccdes pulmonares distintas, tal fato foi estudado e relacionado ao
evento metastase.

A extensdo e o tipo da disseccdo linfonodal para tratamento e
estadiamento também s&o alvos de controversia.

Ndo ha evidéncias da linfadenectomia mediastinal estendida para
estadiamento e tratamento dos  tumores carcinoides  tipicos
broncopulmonares®’*’,

A nao padronizacao do tipo e da extensao da dissecc¢éao linfonodal nessa
casuistica poderia gerar um possivel viés de classificagdo no grupo sem
metastase linfonodal. A fim de minimizar esse viés, todos os pacientes foram
acompanhados por cinco anos e s6 eram alocados no grupo sem metastase
linfonodal se nao apresentassem linfadenomegalia maior que 1 cm na
tomografia de torax realizada ao final do tempo de seguimento.

Embora esse critério tenha sido considerado aceitavel em nossa linha de

pesquisa, sabe-se que linfonodos menores que 1 cm podem apresentar

metastases ou mesmo micrometastases.



Discussdo 62

Porém, estudo realizado por Daniel Messias Moraes Neto em nosso
meio mostrou que nenhum dos pacientes operados por tumor carcinoide tipico
broncopulmonar com diagndstico de micrometastase evoluiu com
macrometastase num periodo de acompanhamento de cinco anos, sendo que
33,3% deles foram acompanhados por mais de 10 anos, concluindo-se que

esses eventos sdo, aparentemente, independentes™>.

6.2 Abordagem critica dos resultados
6.2.1 Variaveis clinicas

A literatura tem mostrado que a etnia pode ser um fator relacionado a
incidéncia e ao desfecho em alguns tipos de cancer'*°.

Nesta casuistica havia mais pacientes franceses (proporcéo
aproximada 3:1).

A possibilidade de se tratar de grupos distintos quanto as
caracteristicas avaliadas e suas associa¢cdes com 0s eventos pesquisados ndo
mostrou diferenca significativa nesta amostra.

A proporcéo similar entre os géneros, a predominancia da localizagéo
central entre os tumores e a frequéncia de estagios operatérios mais iniciais
apresentou-se conforme descrito na literatura®.

A média de idade encontrada foi um pouco acima da descrita para
pacientes portadores de tumores carcinoides tipicos®. O fato de tratar-se de
tumor de crescimento lento e parte dos individuos ser assintomatica poderia
justificar um diagndéstico em tempos distintos da evolucdo da doenca, o que

talvez possa explicar o achado neste estudo.
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Os tumores carcinoides tipicos broncopulmonares podem gerar
metastases por via linfatica em quase 15% dos casos e por via hematogénica
em torno de 5%, indice proximo do evidenciado nesta pesquisa, que foram,
respectivamente, 16,6 e 7,2%.

A sobrevida em cinco anos de 83,5% também € proxima da relatada na

literatura, que fica em torno de 90%>°.

6.2.2 Variaveis clinicas e metastases

O género masculino apresentou associacdo marginal com metéstase
linfatica.

Estudos prévios em nosso grupo de pesquisa ja haviam evidenciado a
relacdo entre o género masculino e metéstase a distancia®®.

A despeito desse achados, essa associagdo ainda deve ser mais bem
estudada.

A margem comprometida mostrou associacdo com metastase
hematogénica corroborando achados anteriores em nossa linha de pesquisa®.

Nenhum dos pacientes com margem cirlrgica comprometida teve
recidiva tumoral na linha de anastomose ou coto bronquico.

Ainda permanece indefinida a melhor conduta nesses casos, havendo
tendéncia a nao reoperar pacientes com tumor presente apenas
microscopicamente na margem cirurgica, sem evidéncias macroscopicas ou
radiolégicas de recidiva™”*’.

A associacao entre margem comprometida e metastase linfatica nao foi

mesurada, pois as metastases linfonodais, a excecdo de um caso, foram

diagnosticadas com base em linfonodos retirados no ato operatorio.
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Quando em localizacédo periférica, sabe-se que os tumores sdo mais
frequentemente atipicos e, portanto, mais agressivos®".

A associacdo entre a localizacéo periférica e metastases nos tumores
carcinoides broncopulmonares tipicos tem sido demonstrada por estudos
prévios da linha de pesquisa®*°.

Fernando Moura Silva, em casuistica de 62 casos de pacientes
franceses operados por tumor carcinoide tipico broncopulmonar, enfatizou
associacao entre localizacdo periférica e metastase linfatica™®.

Ao estudar 182 pacientes, entre brasileiros e franceses também
operados por tumor carcinoide tipico broncopulmonar, Mariana Laloni realcou
associacdo entre a localizacdo periférica e metastase hematogénica®.

Embora a comparacdo entre a localizacdo do tumor e metastase
hematogénica ou linfatica ndo tenha apresentado significAncia estatistica neste
trabalho, chama a atencéo o fato de o valor encontrado ter se aproximado do

valor de significancia.

6.2.3 Marcadores e metastases

6.2.3.1 Podoplanina (D2-40)

Apesar dos esforcos do grupo de Pesquisa em Tumores Carcinoides
da Faculdade de Medicina da USP, questbes importantes como o real papel da
linfangiogénese no desenvolvimento das metastases em tumores carcinoides
tipicos broncopulmonares ainda continuam sendo um desafio.

Deve ser dispensada atencdo ao fato de a associagdo entre a area

linfatica marcada pelo D2-40 e metastase em linfonodos mediastinais (N2) nos
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tumores carcinoides tipicos broncopulmonares ter sido a que mais se
aproximou dos valores de significancia, podendo ser esta a chave para que
futuros estudos possibilitem melhor entendimento deste fenébmeno.

As células tumorais precisam aderir a uma molécula da membrana
celular endotelial do vaso para que ocorra a invasdo do mesmo'®*,

Tal fendbmeno poderia explicar uma possivel associacdo entre area
linfatica e metastase em linfonodos mediastinais, pois quanto maior a area do

vaso, maior a possibilidade de adeséo das células tumorais.

6.2.3.2 Catepsina D-34 (CD-34) e Ki-67

A quantificacdo da angiogénese a partir do CD-34 bem como a
quantificacdo da proliferacdo celular a partir do Ki-67 mostraram-se preditivas
de metastases em estudos prévios realizados nessa linha de pesquisa.

Na coorte de 55 casos de pacientes brasileiros operados por tumores
carcinoides tipicos e avaliados em 2004 por Jodo Carlos das Neves Pereira, a
dosagem imuno-histoquimica de CD-34 foi variavel independente preditiva de
metastase linfonodal e de metéstase lifonodal ou a distancia, mas nédo informou
correlacdo com metastase a distancia’.

Em 2008, o mesmo autor realizou estudo muito semelhante, porém em
coorte maior e multicéntrica de 330 casos brasileiros e franceses. Foram
observadas a quantificacdo imuno-histoquimica de CD-34 e do Ki-67 como
preditivas de metastase linfatica.

Em ambos os estudos, o indice imuno-histoquimico era determinado,

em cada lamina, pela avaliacéo de 10 campos de mais densidade vascular®.
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Na atual casuistica, ndo foi verificada associacéo entre o CD-34 e o Ki-
67 e metastase, porém o critério usado para determinacdo do indice imuno-
histoquimico considerou, em cada lamina, campos aleatérios, e ndo 0s campos
de mais densidade vascular; o que poderia justificar o conflito de resultados.

Portanto, mais pesquisas precisam ser realizadas para melhor

entendimento dessa associacao.

6.3 Consideracdes finais

Este trabalho ressalta a importancia do estudo dos tumores da grade
neuroenddcrina de forma independente para que se possa obter resultados
realmente esclarecedores quanto ao real valor progndéstico dos marcadores
tumorais. Nao € mais aceitavel que entidades sabidamente distintas sejam
avaliadas em conjunto.

Além disso, destaca a importancia de esforcos futuros na padronizacéo
da metodologia da quantificacdo dos marcadores, que possibilitara uma
avaliacdo em conjunto dos varios estudos a fim de definir a possivel
implicabilidade clinica dos mesmos.

Somente a persisténcia obstinada no estudo dos tumores
neuroenddcrinos de forma individualizada e padronizada podera futuramente

definir qual o real valor progndstico dos imunomarcadores.



7. Conclusoes
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a) Nao foi detectada associacdo entre a quantificacdo dos marcadores

D2-40, Ki-67 e CD-34 e ocorréncia de metastase nesta casuistica.

b) Detectaram-se, entre as varidveis clinicas estudadas: associacédo
entre margem comprometida e metastase hematogénica; e

associacao marginal entre género masculino e metastase linfatica.
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Apéndice - A

Quadro 1 -Classificacdo dos tumores neuroenddcrinos segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS)

1 - Tumores neuroenddcrinos formadores de glandulas

Localizagéo Denominagao
Hipofise Adenoma
Paratireoide Adenoma/carcinoma
Neuroglia Paraganglioma
Medula das suprarrenais Feocromocitoma

2 - Tumores neuroenddcrinos disseminados

Localizacdo Denominacao
Trato gastrintestinal Tumor/ carcinoide neuroenddécrino
Pancreas enddcrino Tumor/carcinoma neuroenddcrino
Trato hepatobiliar Tumor/carcinoma neuroenddcrino
Trato respiratorio Carcinoide/Carcinoma neuroendocrino
Timo Carcinoide
Células C da tireoide Carcinoma medular de tireoide
Trato urogenital Carcinoide
Pele Carcinoma das células de Merckel

FONTE: adaptado de Solcia RG, Kloppel G e Solbin LH. (2000).
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Quadro 2 - Critérios de Arrigoni

Caracteristicas Carcinoide atipico
Arquitetura Desorganizada
Celularidade Aumentada

(comparada com o carcinoide tipico)

Necrose Focal
Nucleo Moderada hipercromasia
Atividade mitética 5-10/10 HPF
Nucléolo Proeminente
Sobrevivéncia 70% metastase, 30% oObito,

sobrevivéncia média 27 meses.

FONTE: adaptado de Arrigoni°".

Quadro 3 - Critérios de Travis et al. para distingdo entre carcinoma de células
pequenas e carcinoma neuroenddécrino de células grandes®

Histologia Carcinoma de células Carcinoma
pequenas neuroendécrino de

células grandes

Célula Pequena (menos de trés Grande
linfécitos)
Razdao nucleo/citoplasma Alta Pequena
Cromatina nuclear Uniforme Menos uniforme
Nucléolo Ausente ou fraco Comumente presente

(proeminente ou fraco)

Forma do nucleo Caracteristica Menos proeminente
Forma fusiforme Comum Incomum
Forma poligonal com Incaracteristico Caracteristico

citoplasma roseo
Mancha nuclear Frequente Incomum

Coloracao basofilica de Ocasional Raro

vasos e estroma
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Quadro 4 - Critérios de Travis et al. usados para a classificacéo histolégica dos
tumores neuroendécrinos do pulmao®**2

Tumor Diametro Necrose Mitoses Contorno Nucléolo
da célula (10 CGA) nuclear
(micra)
Tumor carcinoide tipico 50-70 0 <ou=2 Regular (0) Ausente(0)
Tumor carcinoide atipico 40-50 +a++ 3a9 Irregular (+) Ausente/presente
(Oat)
Carcinoma grandes células 40-60 ++a+++ >10 Irregular  Ausente/presente
(+a++) (+a+++)
Carcinoma pequenas células  15-30 ++a+++ >10 Irregular  Ausente/presente
(+++4) (Oa+)

FONTE: Travis et al. (1998)**.

Quadro 5 - Caracteristicas clinicas do tumor carcinoide broncopulmonar tipico

e atipico®®’
Caracteristicas Carcinoide tipico Carcinoide atipico
Idade média 45 anos 55 anos
Tabagismo Sem relacao Sem relacdo
Metastases linfonodais ao diagndstico 5al5% 40 a 48%
Metastases a distancia ao diagnostico Rara 20%
Sobrevida 5 anos 90 a 95% 58%
Sobrevida livre de doencga (10 anos) 90 a 95% 95%
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Anexo A — Parecer ético



