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RESUMO

Day AAR. Nivel de Expressdo Tumoral da Indoleamine 2,3-dioxigenase
(IDO) como Marcador Bioldgico e Preditor de Metastase em Pacientes com
Tumor Carcinoide Tipico Broncopulmonar [tese]. Sao Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

Os tumores carcinoides tipicos broncopulmonares (TCTB) sao
considerados neoplasias bem diferenciadas e as menos agressivas dentro
do espectro dos tumores neuroenddocrinos. Entretanto, metastases
linfonodais e hematogénicas tem sido encontradas em numero consideravel
de casos e nado existem, até o momento, estudos relacionados aos
mecanismos de escape imune tumoral em TCTB. Alguns trabalhos tem
relacionado a expressdo da enzima indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO) em
células neoplasicas como fator responsavel pela aquisicdo de tolerancia
tumoral. Além disso, os niveis de infiltracdo linfocitaria intratumoral parecem
estar associados com prognostico e sobrevida nesses tumores. O principal
objetivo deste estudo foi determinar os niveis de expressao intratumorais da
IDO e sua possivel aplicacdo como marcador biolégico de metastases em
TCTB. Além disso, também foi estabelecido o padrdo de infiltracdo
linfocitaria intratumoral e analisada sua provavel correlagdo com os niveis de
expressdao da IDO. Portanto, realizou-se uma coorte retrospectiva
multicéntrica no qual 64 pacientes submetidos a cirurgia de resseccao de
TCTB entre 1981 e 2003 foram selecionados. O periodo de seguimento pos-
operatoério foi de 5 anos e a ocorréncia de metastases linfonodais (hilar ou
mediastinal) e hematogénicas foi avaliada através de tomografia
computadorizada. Os niveis da expressdo da IDO e de infiltracao linfocitaria
intratumoral foram avaliados através de estudo imunohistoquimico. Os
resultados obtidos mostraram que dos 64 pacientes selecionados, 17
(26.5%) apresentaram qualquer tipo de metatases durante o estudo:

linfonodal, hematogénica ou ambas. A expressao da IDO foi encontrada em



niveis diferentes de intensidade em mais de 80% das células dos TBCT.
Entretanto, a andlise univariada ndo mostrou henhuma diferenca significante
na expressao da IDO entre grupos com e sem metéastase (p=0,9 e p=0,3
pela analise semi-quantitativa e quantitativa, respectivamente). A
quantificacdo dos linfécitos em todos os grupos estudados demonstrou
predominancia de linfécitos T CD8", quando comparado aos linfocitos T
CD4*(p< 0.01). Nenhuma diferenca na infiltrac&o intratumoral de linfécitos T
CD8" foi encontrada entre grupos com e sem metastase (p=0,98).
Entretanto, a quantificacdo de linfocitos T CD4+ foi nula nos grupos com
qualquer tipo de metastase (p=0,01), e nos casos com metastase linfonodal
(p=0,02). Nenhuma correlacdo entre os niveis da expressédo da IDO e da
infiltracdo linfocitaria intratumoral foi identificada nos grupos analisados (r= -
0.2 e p=0,1 para ambos o0s grupos). Conclui-se que, a expressao
intratumoral da IDO ndo apresenta correlacio com a ocorréncia de
metastase nos TBCT. Apesar de nenhuma diferenca ter sido identificada na
infiltracdo intratumoral de linfécitos T CD8" nos grupos com e sem
metastase, a auséncia de infiltracdo de linfocitos T CD4+ estad associado a
ocorréncia do evento estudado. Estes linfocitos parecem conferir um efeito

protetor evitando o escape tumoral.

Descritores: 1.Tumor carcinoide/classificacéo 2.Tumores
neuroenddcrinos/classificacao 3.Indolamina-pirrol 2,3,-dioxigenase
4.Tolerancia imunolégica 5.Linfocitos T/ imunologia 6.Metastase



SUMMARY

Day AAR. Tumor Expression Level of Indoleamine 2,3 dioxygenase as
Biological Marker and Metastasis Predictor in Patients with Typical
Bronchopulmonary Carcinoid Tumors [tesis]. Sao Paulo: Faculty of Medicine,

University of Sao Paulo; 2011.

Typical bronchopulmonary carcinoid tumors (TBCT) are considered
the less aggressive neoplasm within the spectrum of neuroendocrine tumors.
However, regional nodes and haematogenic metastasis occur in a
considerable rate and no data regarding immune escape mechanisms in
these tumors are available. Some studies have implicated indoleamine 2,3
dioxygenase (IDO) expression in malignant cells as the responsible for tumor
tolerance. Also, levels of tumor infiltrating lymphocytes (TILs) seem to be
related with prognosis and survival. Our aim in this study was to determine
intratumoral IDO expression levels and the value of this variable as a
predictive marker of TBCT metastasis. Thus, TILs pattern was determined
and correlation with intratumoral IDO expression analyzed. For this purpose,
a multicenter retrospective cohort study was performed and 64 patients
operated on for TBCT between 1981 and 2003 were enrolled. Follow-up
period was 5 years and regional or haematogenic metastasis was assessed
by computerized tomography (CT) scan. Levels of IDO expression and TILs
were assessed by immunohistochemical study. The results obtained showed
that of all 64 patients, 17 (26,5%) presented with any metastasis during the
study: regional nodes, haematogenic or both. IDO expression was found in
different intensity levels in over 80% of TBCT cells. However, univariate
analysis showed no significant difference in IDO expression between groups
with and without metastasis (p=0,9 and p=0,3 for semi-quantitative and
quantitative analysis respectively). TILs quantification in all studied groups
demonstrated predominance of CD8" TILs when compared to CD4" TILs



(p<0,01). No difference in CD8" TILs was found between groups with and
without metastasis (p=0,98). However CD4" TILs quantification was null in
the groups with any metastasis (p=0,01), and regional nodes metastasis
(p=0,02). No correlation between IDO expression levels and TILs was
identified in all analyzed groups(r= -0,2 and p=0,1 for both groups). In
conclusion, these data shows that intratumoral IDO expression do not
correlate with TBCT metastasis. Even though no difference in CD8" TILs
between groups with and without metastasis was found, absence of CD4"
TILs is associated with the studied event. These cells seem to confer a

protective effect against tumoral immune escape.

Keywords: 1. Carcinoid tumor/classification 2.Neuroendocrine
tumors/classification 3. Indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase 4. Immunology

tolerance 5. Lymphocytes T/ immunology 6. Metastasis.
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1. Introducéo

Tumores carcinoides sdo neoplasias neuroendécrinas bem
diferenciadas com a capacidade de produzir neuropeptideos. Acometem
frequentemente o trato gastrointestinal porém sdo encontrados no trato
respiratério em cerca de 25 a 30% dos casos. Dentre as neoplasias
pulmonares, os tumores carcinoides sédo pouco frequentes, correspondendo
a 1 a 2% dos casos. Entretanto, segundo a literatura, a incidéncia desses
tumores vem aumentando nos ultimos anos, com cerca de 4400 novos
casos por ano nos Estados Unidos, o que pode ser justificado em parte pelo
avanco nos métodos diagnésticos .

Os tumores carcinoides broncopulmonares (TCB) foram mencionados
pela primeira vez em 1831, por Laennec®, que os descreveu como massas
endobronquicas. Outros relatos semelhantes foram encontrados nesta
mesma época’ porém o termo “carcinoide” que significa “semelhante a
carcinoma” foi introduzido apenas em 1907 pelo médico alemao
Oberndorfer'?.

A primeira descricdo de tratamento dos TCB foi feita em 1914 por
Chevalier Jackson que realizou a ressec¢ao endobronquica de um tumor
caracterizado como adenoma brénquico®. Outras propostas de tratamento
surgiram nas décadas de quarenta e cinquenta. Em 1939, Eloesser
descreveu a broncotomia para o tratamento dos TCB mas o pioneiro nos
procedimentos de ressecgado segmentar e ressecgao “em manga” foi Price
Thomas em 1946°. O termo adenoma brénquico, para denominacédo dos
TCB, foi inicialmente proposto em 1930, entretanto, apesar de
caracterizados como tumores benignos, pesquisadores da época ja
reconheciam que os TCB apresentavam sinais de malignidade. Este fato
promoveu varias discussdes a respeito da embriologia tumoral e potencial
metastatico dos TCB>%>°,

Em 1972 Arrigoni et al’ descreveram um subtipo de TCB com histologia

atipica e comportamento mais agressivo sendo denominado carcinoide
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atipico. Este subtipo de tumor carcinoide apresentava até 70% de
metastases nos casos relatados. Desde entdo os tumores neuroendocrinos
passaram a ser compreendidos como um espectro de neoplasias de baixo a
alto grau de malignidade, sendo classificados em tumores carcinoides
tipicos, atipicos e tumores neuroendocrinos de pequenas células.

Em 1985, foi proposto outro sistema de classificagdo dos tumores
neuroenddcrinos denominado carcinomas de células de Kulchitsky: | -
tumores carcinoides tipicos, Il - tumores carcinoides atipicos e Ill - tumores
neuroendocrinos de pequenas células, classificacdo essa que ndo foi aceita
como padr&o pelos pesquisadores da época’.

Apesar da inconsisténcia da literatura sobre a terminologia empregada
aos tumores neuroenddocrinos e seguindo a mesma linha de raciocinio de
Arrigoni, em 1991% o patologista William Travis propds, ap6s analise
detalhada de 35 casos de tumores neuroenddcrinos, a inclusdo do grupo
carcinoma de grandes células aos tumores neuroenddcrinos, que seria um
subtipo intermediario entre o0s tumores carcinoides atipicos e o0s
neuroenddcrinos de pequenas células. Esta classificacdo foi aceita desde
entdo até 1999 quando foram estabelecidos os critérios histoldgicos,
reconhecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), para a

classificacdo dos tumores neuroendécrinos®*.

Esta classificacdo foi
revisada em 2004 sendo utilizada pelos centros especializados no assunto
desde entdo. De acordo com essa classificacdo, os tumores carcinoides
tipicos broncopulmonares (TCTB) sdo neoplasias de baixo grau de
malignidade que apresentam a microscopia Optica, limitado numero de
figuras de mitose e auséncia de necrose em campos de grande aumento™”.
Embora seja contraditéria a idéia de metastases em tumores com baixo
grau de malignidade, vérios trabalhos tem mostrado que os TCTB podem
apresentar metastase linfatica ou hematogénica em numero relevante de
casos'?*®. Segundo Thomaz et al*®, a presenca de metastases linfonodais e
hematogénicas pode ocorrer em até 19% e 3% dos casos, respectivamente.
A experiéncia com o estudo e acompanhamento de cerca de 330 pacientes

do Servico de Cirurgia Torécica da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo
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(FMUSP) e do Hospital George Pompidou de Paris, assim como estudos
retrospectivos de 126 pacientes operados nos Hospitais das Universidades
de Coimbra e Lisboa, mostraram resultados semelhantes com incidéncia de
metastases linfaticas e hematogénicas de 15% e 5%, respectivamente'®*?,
Além disso, os trabalhos mencionados também evidenciam a importancia da
ocorréncia de metastases no que se refere a sobrevida global dos pacientes
com TCTB. Mesmo aqueles pacientes portadores de TBCT com
comprometimento metastatico de linfonodos de primeira ordem ja
apresentam diminuicdo de cerca de 10% na sobrevida global, apesar do
excelente progndéstico desses tumores com sobrevida de 90% e 80% em 5 e
10 anos, respectivamente.

Infelizmente, os métodos investigativos disponiveis atualmente somente
evidenciam metéstases quando as mesmas ja estdo presentes. Apesar dos
avangos no conhecimento sobre esse assunto alcangado nos ultimos anos e
esforcos de pesquisadores dessa area, ainda ndo se tem um método eficaz
de deteccdo precoce de metastases ou marcadores preditivos amplamente
aceitos pelos grupos e instituicbes especializadas no assunto. Diversos
grupos tem usado de rotina técnicas diagnosticas complementares como
microscopia eletrbnica, citometria de fluxo e mais comumente a
imunohistoquimica para identificacdo de marcadores de proliferacdo celular,
angiogénese e apoptose entre outros, na tentativa de melhor compreenséo
da biologia tumoral e identificacdo de potenciais marcadores de pior
progndstico e riscos de metastases®*?°%. Porém, para que se prossiga com
o aprimoramento dos métodos de deteccdo e predicdo de metastases é
necessario ainda compreender como e porque ocorrem as metastases. Além

disso, estudos realizados por Neto et al**

, mostraram que os TCTB podem
apresentar micrometastases para o0 sistema linfdtico sem que
necessariamente ocorram macrometastases e conseqiente evolucdo da
doenca.

Diversos estudos sobre a complexa biologia tumoral tem sido
desenvolvidos na tentativa de se compreender como 0 sistema imunoldgico

reconhece as células tumorais e promove a eliminacdo das mesmas ou a
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razdo pela qual em alguns casos as células tumorais conseguem driblar o
sistema imunoldgico do hospedeiro e proliferar®®?°. Na década de setenta,

Burnet et al®®

propbs o termo imunovigilancia, cuja definicdo seria a
capacidade do sistema imune de proteger o organismo de qualquer
crescimento tumoral através do reconhecimento e consequente eliminagéo
de células anormais ou malignas. Esta hipétese foi bastante criticada por
varios anos mas alguns trabalhos j4 na década de oitenta mostraram que
esta teoria seria aplicavel ao menos em tumores induzidos por infeccoes

13! e Van

virais®°. Na década de noventa, trabalhos publicados por Dighe et a
den Broek et al*’ mostraram que a manipulacdo de mecanismos efetores do
sistema imune, como por exemplo, o interferon-gama, regulam o
desenvolvimento tumoral e rejeicdo nos transplantes.

Complementar ao conceito inicial de imunovigilancia, Dunn et al*’, em
2002, propds um conceito mais complexo de modulacdo do sistema
imunoldgico do hospedeiro. Inicialmente o sistema imune tende a eliminar
todas as células tumorais ou reconhecidas como n&o-proprias do
hospedeiro, porém algumas células com variacdo fenotipica ndo séo
eliminadas e proliferam, caracterizando uma fase de equilibrio entre
hospedeiro-tumor. As células tumorais que proliferam e permitem que o
tumor escape da imunovigilancia do hospedeiro criam um estado anormal de
tolerancia do hospedeiro contra seus proprios antigenos.

Varios mecanismos tem sido implicados no processo de escape e
imunomodulagcdo tumoral: a supressdo de proteinas apresentadoras de
antigenos como o antigeno leucocitario humano - HLA/classe 1; o aumento
de proteinas imunossupressoras como as proteinas de superficie celular Fas
Ligante e HLA-G; proteinas inibitérias da familia B7; citocinas como o fator
transformador de crescimento (TGF-beta) e Galectina (Gal-1); enzimas como
a Indoleamine 2,3 dioxigenase (IDO) e também a inducédo e expansao de
células imunossupressoras como linfécitos Foxp3+ Treg. Acredita-se que
estes mecanismos ocorram concomitantemente e nao individualmente no

microambiente tumoral®®3334,
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Na ultima década a IDO tem sido foco de investigacéo frequente pelo
seu potencial efeito imunomodulador e terapéutico. As pesquisas iniciais a
respeito da imunorregulacdo mediada pela IDO foram realizados por Munn e
Mellor®®> em 1998, que conseguiram comprovar seu papel no fendmeno de
tolerdncia a aloenxertos utilizando um modelo experimental com
camundongos onde fémeas prenhas perderam seus fetos quando
receberam o inibidor competitivo da IDO, 1-methyl tryptofano (1-MT). O
bloqueio da enzima ao nivel dos sinciciotrofoblastos na interface materno-
fetal permitiu aos linfocitos maternos a rejeicéo do feto. Este fato despertou
o interesse de pesquisadores do mundo todo iniciando inimeros trabalhos
tanto na area de neoplasias, como também dos transplantes e doencas
infecciosas®®,

A IDO é uma enzima intracelular citoplasmatica que esta envolvida no
processo de catabolismo do triptofano, um aminoacido essencial para
manutencdo do ciclo celular de inameras células, através da via da
quinurenina. E expressa em células apresentadoras de antigenos como as
células dendriticas, macréfagos e mondcitos de diversos tecidos como colon,
endométrio, pulmdes e tecido gastrointestinal,sendo que o estimulo para sua
expressdo se dé principalmente apos o estimulo inflamatério com liberacéo
da citocinas como interferon-gama. A IDO também é encontrado em células
da interface materno-fetal e interessantemente em células tumorais. O
processo de imunorregulacdo pela IDO que favorece o escape imune e
crescimento tumoral parece ocorrer através de dois principais mecanismos.
O primeiro seria através da deplecdo do triptofano no microambiente
tumoral. Este aminoacido € essencial para a proliferacdo de algumas células
do sistema imune como por exemplo, os linfécitos, que sdo sensiveis aos
niveis tissulares do triptofano. Experimentos in vitro mostraram que baixos
niveis de triptofano bloqueiam a proliferacao de linfécitos na fase G1 do ciclo
celular impossibilitando sua expansao clonal. Desta forma as células que
ndo conseguem proliferar acabam sofrendo apoptose. O segundo
mecanismo responsavel pela imunorregulacéo pela IDO seria o acumulo de

metabdlitos toxicos derivados da degradacgdo do triptofano. A clivagem de
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triptofano promove acumulo de metabdlitos como o 4cido 3-
hidroxiantranilico, quinurenato e quinolinato que em altas doses (>100uM)
causam inibicdo da proliferacdo de linfécitos e também podem levar a
apoptose ou morte celular®.

Muito embora os dados apresentados representem um extenso
trabalho no sentido de compreensédo da biologia tumoral e processo de
imunomodulacdo, ndo existe até o0 momento, que seja de nosSso
conhecimento, estudo a respeito do processo de escape tumoral nos TCTB,
além de haver poucos marcadores indicativos de pior prognostico e menor
sobrevida. Nosso objetivo com este trabalho, portanto, foi determinar se a
enzima IDO pode ser considerada preditiva de risco de metastase linfatica
ou hematogénica em TCTB além de investigar provavel correlacdo entre

infiltrac&o linfocitaria intratumoral e a ocorréncia de metastase.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Espectro dos Tumores Neuroenddcrinos

2.1.1 Lesdes pré-neopléasicas

Sdo condicbes raras caracterizadas pela proliferacdo de células
neuroenddcrinas isoladas ou agrupadas, entdo denominadas de corpos
neuroepiteliais. Quando essas proliferacbes se estendem além da
membrana basal séo identificadas como tumorlets que por definicdo séo
menores que 5 mm. Essas proliferacdes sdo observadas em pessoas que
vivem em altas atitutes e pacientes portadores de injlria pulmonar tais como
bronquiolite obliterante, doenca pulmonar intersticial e portadores de tosse
cronica, sendo considerado como resposta adaptativa e reativa as condicdes

existentes?’.

2.1.2 Lesdes Neoplasicas

De acordo com a mais recente revisdo da OMS de 2004 os tumores
neuroenddcrinos sao classificados em neoplasias de baixo, intermediario e
alto grau de malignidade. Os TCTB séo considerados de baixo grau de
malignidade com sobrevida maior que 80% em 5 anos. Os carcinoides
atipicos sdo considerados de intermediario grau de malignidade sendo que
apresentam até 70% de ocorréncia de metastases e sobrevida em torno de
50% em 5 anos. Ja os tumores de grandes células, os de pequenas células
e 0S mistos: grande-pequenas células sdo denominados de alto grau de
malignade, de comportamento bastante agressivo e prognéstico sombrio,
tendo sobrevida em 5 anos de menos de 20%°%%.
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2.2 Aspectos Histopatolégicos dos Tumores Carcinoides
2.2.1 Etiologia

Embora ainda ndo haja um consenso na literatura a respeito da origem
dos tumores carcinoides, muitos autores acreditavam que 0S mMesmos
pudessem ser originados de células dos sistema APUD ( precursores da
captacdo e descarboxilacdo de aminas) derivados da crista neural,
entretanto, atualmente se acredita que a origem desses tumores provém de
células tronco do epitélio bronquico derivados do endoderma conhecidos
como células de Kulchitsky. Ao contrario dos carcinomas de pulméo, no caso
dos TCB nédo se identificou nenhum agente externo ambiental, toxina ou
gualquer outro fator causal relacionado ao desenvolvimento desses

tumores'?.

2.2.2 Aspectos Macroscopicos

A maioria dos TCB se encontra nas vias aéreas centrais: cerca de 20%
nos broénquios principais, aproximadamente 60% nos bronquios lobares e
segmentares e os demais 20% sé&o localizados perifericamente. Embora a
porcentagem de lesdes nos lobos pulmonares seja semelhante, o maior
namero de lobos a direita estabelece uma certa predominéancia de lesdes
neste hemitérax em comparacdo com o hemitérax esquerdo (59% versus
41%)°°.

Os TCB séao tipicamente lesdes sésseis, embora alguns poucos
possam ser polipoides, tem coloracdo rdseo-purpura, sao altamente
vascularizados e recobertos por epitélio intacto. Areas extensas de
ulceragao sao raras. Sao chamados de tumores iceberg pois geralmente a

maior parte do tumor se encontra no espaco extraluminal'?.
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2.2.3 Aspectos Microscépicos

2.2.3.1 Microscopia Optica

Histologicamente, todos os TCTB sao proliferagcbes bem diferenciadas,
consideradas como tendo baixo grau de malignidade, apresentam duas ou
menos figuras de mitose em 10 campos microscépicos de grande aumento,
com auséncia de areas de necrose. Além desses critérios, também deve ter
um tamanho superior a 5 mm, determinado arbitrariamente para 0s
diferenciar dos “tumorlets”. Os TCTB, em geral, sdo diagnosticados quando
possuem diametro menor que trés centimetros. Podem apresentar padrao
histolégico variando de tecido adendide a tecido paraganglionar solido ou
trabecular.

Os tumores carcinoides atipicos sdo também considerados bem
diferenciados mas com intermediario grau de malignidade, exibindo taxa de
mitose entre 2 a 10 divisbes por dez campos microscopicos de grande

aumento ou com areas focais de necrose’*%,

2.2.3.2 Microscopia Eletrénica

Segundo Capelozzi et al**, a microscopia eletrénica pode ser bastante
atil na diferenciacdo de TCTB e carcinomas neuroenddcrinos de pequenas
células. Embora ambos mostrem condensacdo da heterocromatina na
periferia do nucleo, proxima a membrana nuclear, os TCTB apresentam
granulos caracteristicamente abundantes, densos e ligados a membrana,
com heterogeneidade consideravel em tamanho e configuragdo (Figura 1).
Essa diferenca evidente e significante ndo é observada quando se analisa 0s
tumores carcinoides atipicos e 0s carcinomas neuroenddcrinos de grandes
células. A sobreposicdo de caracteristicas nucleares, citoplasmaticas e
granulares nesses tumores quando estudados pela microscopia eletronica

impede tal diferenciagdo sendo portanto as caracteristicas nucleares e

11
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mitoses vistas na microscopia Optica ainda os critérios mais importantes para

distinguir entre os quatro tipos de tumores neuroenddcrinos.
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Figura 1 — Microscopia eletrénica de tumor carcinoide tipico
broncopulmonar evidenciando gréanulos densos
ligados @ membrana nuclear. Aumento 6000x. J
Bras Pneumol 34(10):804-11,2008.
Com permissao.

2.2.3.3 Imunohistoquimica

O diagnéstico histopatoldgico de tumores carcinoides pode ser dificil
pois podem eventualmente ser confundidos com tumores neuroendocrinos
de pequenas células. Além disso, os tumores de pequenas células podem
ocorrer concomitantemente a outros tipos tumorais como tumores
neuroenddcrinos de grandes células e outros ndo pequenas células.
Associado ao aspecto histopatoldgico, marcadores celulares e de juncao e
adesao intercelular, como fascina, CD99 e E-caderina, podem ser bastante
Uteis no processo de diferenciacdo tumoral. O marcador de proliferacéo
celular, Ki-67, tem sido considerado bastante Util na diferenciacdo dos
tumores neuroenddcrinos e tem sido amplamente utilizado na pratica clinica.

Outros marcadores de peptideos e aminas incluindo cromogranina A,
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enolase neurbnio especifica, serotonina, sinaptofisina e hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) também podem ser Uuteis no diagnostico
diferencial dos tumores neuroendécrinos?*#%,

Além do processo de diferenciagdo tumoral, varios estudos com
marcadores tumorais tem tentado estabelecer uma correlacdo entre os
niveis de expressdo e incidéncia de metastases. Das Neves Pereira e
Capelozzi, em 2004, evidenciaram, em estudo com 55 pacientes com TCTB,
correlacdo dos niveis de Blc2 e densidade de matriz extracelular com
metastase linfatica. Em 2008, os mesmos autores publicaram uma analise
multicéntrica com 330 pacientes com TCTB demonstrando, em analise
univariada, correlacdo na expresséo de p53, Ki-67, Blc2 e neoangiogénese
com a ocorréncia de metastase linfatica, entretanto na analise multivariada,
a variavel identificada como preditiva de metastase foi a neoangiogénese,

quantificada pela densidade de microvasos®***.

2.3 Aspectos Clinicos dos Tumores Carcinoides

A maioria dos pacientes portadores de TCTB sdo sintomaticos ao
diagnéstico, sendo o0s sintomas mais frequientes os relacionados com
obstrucdo brénquica como tosse persistente, hemoptise e pneumonia
recorrente. Menos frequentemente observam-se sintomas como
broncoespasmo, dor torécica e dispnéia.

As sindromes enddcrinas, como secre¢do ectopica de insulina, e
neuroenddcrinas como sindrome carcinoide (secrecdo tumoral de
serotonina), sindrome de cushing (secrecao tumoral de ACTH) e outras sao
observadas em menos de 10% dos casos mas podem ser a primeira
manifestacdo clinica desses pacientes. A sindrome carcinoide é a mais
comumente observada porém geralmente esta associada a tumores com

metastases hepaticas®**.
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2.4 Diagnostico dos Tumores Carcinoides

2.4.1 Estudos Radiolégicos

Os métodos radiologicos utilizados na pratica clinica séo a radiografia e
tomografia computadorizada (TC) de térax que evidenciam anormalidades
em mais de 75% dos casos através da presenca direta ou indireta de
obstrucao brénquica pela massa tumoral. Outros métodos complementares,
mas nao indispensaveis sdo o PET (Positron Emission Tomography)- scan,
PET associado a analogos da somastotatina (GADOTA-TOC),
radiomarcadores como C-5- hidroxitriptofano associado a TC e a
Imunocintilografia de receptores de somatostatina. Embora amplamente
citados na literatura e com porcentagem de acuraria bastante relevantes,
todos tem limitagbes além de ndo serem amplamente disponiveis nos
servigos de referéncia no Brasil. A Ressonancia Magnética, de modo geral,
nao acrescenta maiores informacdes diagndsticas quando comparada com a
TC de torax?>%,

2.4.2 Estudos Endoscépicos

Associado ao estudo radiolégico a broncoscopia flexivel € o método
mais utilizado para avaliacdo diagnodstica de massas endobrénquicas.
Apesar de relatos de sangramento endobrénquico pds-bidpsia tumoral ou
tentativa de excisdo completa ou parcial da lesdo, muitos advogam que
fragmentos podem ser obtidos com seguranca instilando-se solucdo de
adrenalina no sitio da bidpsia ou utilizando-se associa¢do de anestesia geral
e broncoscopia rigida. A biopsia transbronquica por agulha fina e biopsia
transtoracica sdo métodos complementares que podem ser utilizados na
investigacdo diagnostica dos tumores carcinoides centrais e periféricos,
respectivamente. Entretanto, ambos os métodos apresentam uma questao
de absoluta importancia. A amostra tumoral nesses casos pode néo ser

suficiente  para um diagnostico diferencial eficaz dos tumores
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neuroenddcrinos. Muitas vezes os TCTB e atipicos podem ser confundidos
com o carcinoma de pequenas células, pois esses tumores apresentam
varias caracteristicas em comum. Portanto é bastante dificil definir conduta

terapéutica baseado apenas nestes métodos diagnésticos*?**,

2.4.3 Estudos Laboratoriais

Sdo pouco Uteis quando se trata do diagnéstico da massa
endobrénquica ou periférica pulmonar em si, porém podem ser Uteis na
suspeita de sindromes neuroenddcrinas, como a pesquisa do acido 5-
hidroxiindoleacético (5-HIAA) para diagnéstico de sindrome carcinoide,
dosagem de niveis séricos de ACTH, ADH (horménio anti-diurético) e outros
hormbénios e peptideos, associado a pesquisa de focos ectopicos de

producdo hormonal®.

2.5 Estadiamento dos Tumores Carcinoides

Os tumores carcinoides sdo estadiados da mesma forma que as
demais neoplasias pulmonares, sendo que mais de 50% dos TCTB
apresentam-se no estadio I. Por outro lado os tumores carcinoides atipicos
em mais de 50% dos casos sdo diagnosticados no estadio Il ou Ill, com

envolvimento linfonodal associado®°.

2.6 Tratamento dos Tumores Carcinoides

2.6.1 Tratamento Curativo

O tratamento de escolha para a maioria dos TCB € a resseccao
cirirgica completa. Embora seja advogado por alguns autores, a resseccao
econdmica, como segmentectomia e a ressec¢cao em cunha para os tumores

periféricos, ndo é considerada a melhor opcéo terapéutica pelo potencial
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metastdtico dessas lesbes e pela necessidade de apropriada
linfadenectomia dos linfonodos de primeira ordem para adequado
estadiamento e tratamento. Portanto, a lobectomia é considerada a minima
resseccao aceitdvel. Nos tumores centrais acometendo brénquio fonte direito
ou esquerdo, quando ndo existe dano pulmonar distal irreversivel e pode-se
obter margens histologicas negativas, a lobectomia com ressec¢édo “em
manga” € considerada uma abordagem cirurgica de escolha, na tentativa de
preservacdo de parénquima pulmonar'?.

A mediastinoscopia pré-operatoria, realizada em alguns servicos de
cirurgia toracica de rotina para adequado estadiamento da doenca, nao
acrescenta quaisquer vantagens quando se trata de tumores carcinoides ja

que a linfadenectomia é mandatéria nesses casos®*>2%%,

2.6.2 Tratamento Paliativo

2.6.2.1 Cirurgico

A broncotomia com resseccdo tumoral ndo associada a resseccao
pulmonar tem sido descrita na literatura como método paliativo para
tratamento dos TCB em pacientes selecionados, porém o0 seguimento pos-
operatorio deve ser mantido indefinidamente ja que a recidiva tumoral pode

ocorrer tardiamente?®.

2.6.2.2 Endoscépico

Varios grupos tem proposto o tratamento broncoscopico como
alternativa Unica ou em associa¢ao ao tratamento cirargico para os TCB. Na
maioria dos casos prefere-se a broncoscopia rigida para manejo seguro e
mais adequado da via aérea. Os métodos mais utilizados tem sido a
resseccdo mecanica associado a ablacdo por Nd:YAG-laser ou
eletrocautério. A terapia fotodindmica e crioterapia também tem sido
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descritas com bons resultados. A avaliagdo poés-resseccdo € geralmente
feita com TC de alta resolucdo e ultrassonografia endobrénquica para
avaliacdo de leséo residual extraluminal. Segundo a literatura, este tipo de
abordagem terapéutica ndo causa impacto na sobrevida dos pacientes e
além disso possibilita o tratamento definitivo de até 50% das lesdes
endobronquicas?®*’ 48,

Em geral, o tratamento endoscoOpico é realizado na maioria dos
servigos de cirurgia toracica apenas como ponte para o tratamento cirargico,
como intuito de desobstruir as vias aéreas, ou em casos selecionados que

ndo podem ser submetidos & resseccéo cirGrgica curativa®’.

2.6.2.3 — Radioterapia e Quimioterapia

Os TCB sao geralmente resistentes a radioterapia e este tipo de
modalidade é utilizado como terapia adjuvante somente nos casos em que a
resseccao cirdrgica nao é factivel ou nos pacientes com resseccao cirurgica
incompleta. Assim como a radioterapia, a quimioterapia para tratamento de
TCB nao possui nenhum valor comprovado. Até o momento, nao existe
evidéncia de que a quimioterapia tradicional ou associacdo de quimio-
radioterapia prolongue a sobrevida e/ou melhore a qualidade de vida de

pacientes portadores desses tumores™**,

2.7 Tratamento das Metastases e Sindrome Carcinoide

A ocorréncia de sindrome carcinoide associado aos TCB esta
relacionada ao tamanho tumoral e principalmente a ocorréncia de
metastases, sendo o figado o 6érgdo mais frequentemente acometido. Assim
como para a lesdo primaria, todas as metastases identificadas devem ser
submetidas a resseccdo cirdrgica quando possivel a fim de se obter um
melhor controle dos focos ectopicos de producdo de peptideos e
neurotransmissores causadores da sindrome. Outras opc¢fes terapéuticas

que sdo empregadas principalmente para tratamento das lesdes hepéticas
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com resultados satisfatorios séo a termoablacao por radiofreqiéncia, injecéo
de etanol ou &cido acético intratumoral, quimioembolizacdo ou
radioembolizacéo®.

O tratamento padrao para as lesbes irressecaveis assim com a
sindrome carcinoide geralmente é feito através da injecdo de octreotide ou
outros analogos da somatostatina como lanreotide e mais recentemente tem
sido utilizado o pasireotide, que possui maior afinidade aos receptores da
somatatostatina. Outra alternativa terapéutica que parece bastante
promissora consiste no tratamento com radionuclideos para receptores de
somatostatina, porém nenhum estudo randomizado com esta modalidade de
tratamento foi possivel até 0 momento.O tratamento dos tumores carcinoides
avancados com interferon-a, como droga inibidora da proliferacdo tumoral,
mostrou estabilizacdo da doenca em cerca de 35% dos pacientes®®%.

As mais recentes pesquisas nesta area tem mostrado que o fato
desses tumores serem altamente vascularizados pode indicar potenciais
agentes terapéuticos como bloqueadores de receptores do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), bloqueadores do fator de
crescimento epidérmico(EGFR), bloqueadores de moduladores do ciclo
celular como os bloqueadores da rapamicina de mamiferos (MTOR) e novos
agentes citotoxicos como bevacizumab e everolimus associados a anélogos
da somatostatina. Diversos estudos fase Il e fase Il estdo em andamento

utilizando esses agentes terapéuticos porém ainda sem dados publicados
2,50,51

2.8 Papel da Indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO)

2.8.1 - IDO e Neoplasias Pulmonares

Sdo poucos os estudos publicados sobre a IDO em tumores

pulmonares e os artigos disponiveis apresentam resultados as vezes

divergentes quanto ao papel dessa enzima na imunorregulacéo tumoral®*>®.

53
s

Segundo Astigiano et a as células inflamatérias que infiltram o tecido
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tumoral, como os granuldcitos eosinofilicos, é que verdadeiramente
expressam a IDO e ndo as células tumorais. Seria entdo através destas
células inflamatorias que a IDO exerceria seu efeito imunossupressor.

Um dos trabalhos com maior casuistica, realizado na Universidade de
Hamamatsu no Jap&o pelo grupo de Suzuki et al®*, com 123 pacientes com
neoplasia pulmonar e 45 pacientes saudaveis mostrou que as concentracoes
séricas de triptofano eram significativamente menores em pacientes com
neoplasia quando comparadas aos controles. Além disso, a dosagem de
atividade da IDO através da razdo valor sérico de quinurenina/triptofano
mostrou valores maiores de IDO nos pacientes com neoplasia havendo
também correlacdo do aumento desta enzima com estaddios mais
avancados.

Embora muitos dos trabalhos referenciados®?>°

apresentem casuistica
guestionavel, a maioria mostrou resultados semelhantes a outros estudos
com tumores extra pulmonares associando o nivel de expressédo da IDO com

ocorréncia de metastase e piora na sobrevida® .

2.8.2 — Expresséao da IDO versus Metastases e Sobrevida

Brandacher G*® et al, mostraram que niveis de IDO nas amostras
teciduais de 143 pacientes com tumores colorretais tiveram direta
correlagcdo com o grau de infiltragcdo de linfécitos T CD3" e a ocorréncia de
metastases hepaticas. Naqueles pacientes com altos niveis de expressao de
IDO, o grau de infiltracdo de linfocitos T CD3" foi significativamente menor e
a incidéncia de metastases significativamente maior. Ino K> et al, também
mostraram resultados semelhantes com um estudo em amostras de 65
pacientes com céancer endometrial onde altos niveis de IDO se
correlacionaram com menor infiltracdo de linfécitos CD3" e CD8" e menor
sobrevida. Outros estudos em amostras de pacientes com carcinoma de
células renais, hepatocarcinoma e outros 6rgdos tem mostrado resultados

semelhantes®® .
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Alguns autores como Gao et al*’, mostraram que o padrdo de
expressao da IDO no carcinoma de colon pode ser paradoxo. A IDO é
expressa ndo somente no tecido tumoral mas nos linfonodos peritumorais.
Segundo Gao, altos niveis de IDO nos linfonodos peritumorais foram
observados nos casos sem metéstases e baixos niveis da enzima nos
pacientes com metastases. A observacado de que a IDO apresenta diferenca
de expressdo em tecidos diferentes pode também significar diferenca
funcional nesses tecidos.

Apesar da diversidade dos métodos e casuistica, os trabalhos
publicados até aqui mostram que a IDO pode ser considerada, entre outras

variaveis, como preditiva de metastases nos pacientes com neoplasias.

2.8.3 - 1IDO e Potenciais Terapéuticos

Imunoterapia como tratamento padrdo ou complementar a
quimioterapia em pacientes com diferentes tipos de neoplasia tem sido cada
vez mais utilizada fazendo parte de iniUmeros estudos clinicos fase | a lll. A
utilizacdo de anticorpos monoclonais, como anti-CTLA4, vacinas anti-virus
oncogénicos e citocinas como interferon-gama estimulam o sistema imune
do paciente através da expanséao de linfocitos T tumor-reativos, promovem
estimulo exdégeno potencializando a ativacdo do sistema imune além de
antagonizar vias inibitorias que favorecem o processo de tolerancia tumoral.
A associacdo desses efeitos potencializa o ataque dos agentes
quimioterapicos as células neoplasicas®* .

Imunomodularores como 1- Metil Triptofano (1-MT) tem sido
amplamente utilizados em estudos experimentais e clinicos (fase 1). Este
inibidor competitivo da IDO tem inimeras vantagens quando comparado aos
demais agentes imunoterapicos como custo acessivel, facilidade de
administracdo (oral) e facilidade de rastreamento da droga no organismo
através da dosagem de niveis séricos de seus metabdlitos. Nos estudos pre-
clinicos o resultado da inibicdo da atividade da IDO (mais especificamente

IDO1) promove a ativagdo do sistema imune resultando em menor
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progressdo tumoral e maior sobrevida. Com relagdo aos estudos clinicos,
existe um estudo multicéntrico (NCT00567931) em fase | em andamento
nos Estados Unidos, iniciado em 2007 e supervisionado pelo Instituto
Nacional de Cancer (National Cancer Institute) com o intuito de avaliar o
efeito do 1-Metil-D-Triptofano em pacientes com tumores solidos
irressecaveis portadores de metastases ou recidivantes. Infelizmente ainda
nao se tem nenhum dado sobre os resultados deste estudo. A avaliacdo da
seguranca do uso desse imunomodulador permitira avancar nos estudos
sobre efichcia e comparagdo terapéutica com outras drogas e
imunomodulares®®°,

A terapia genética também tem sido objeto de grande interesse da
comunidade cientifica nos Ultimos anos com uma aplicacdo direta na terapia
contra o cancer. Atualmente consegue-se, através da administracdo de
nanoparticulas associados a fragmentos de RNA interferentes (SiRNA),
silenciar ou “desligar” um gene responsavel ou envolvido no processo de
proliferacdo tumoral ou de escape imune®. Partindo do mesmo principio,
Yen e Lai da Universidade Nacional de Cheng Kung em Taiwan publicaram
um estudo utilizando siRNA IDO especifica administrado na pele de animais
com tumores de bexiga e célon e observaram um aumento no namero de
linfécitos CD8" no microambiente tumoral associado a menor crescimento
tumoral e melhor sobrevida®’.

Os inumeros agentes terapéuticos que vem sendo estudados em fase
de teste experimental e mesmo de estudos clinicos nos mostram que néo
existe um agente realmente eficaz no tratamento antitumoral. Na pratica,
observamos que de todos os agentes imunoterapicos empregados, uma
resposta eficaz com aumento de sobrevida é obtido em somente cerca de 10
a 30% dos casos. Neste sentido, os estudos com inibitores da IDO e siRNA
parecem mostrar resultados promissores, entretanto somente os estudos
clinicos mostrarédo a real eficacia desses agentes como imunorreguladores e

inibidores do crescimento tumoral®®®’.
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3. Objetivos do Estudo

3.1 Priméarios

A. Verificar se os TCTB expressam a enzima Indoleamine 2,3-dioxigenase

(IDO) e qual o padrao de expresséao.

B. Verificar se a expressdo da IDO no tumor primario € uma variavel
preditiva tanto de metastase quanto de 6bito em pacientes portadores de

TCTB submetidos a resseccao cirargica.

3.2 Secundarios

C. Caracterizar e quantificar a populacédo de linfocitos intratumorais atraves
da deteccéo de linfocitos T CD4" e CDS8".

D. Verificar se o nivel de infiltracdo linfocitica tumoral é uma variavel
preditiva tanto de metastase quanto de Obito em pacientes portadores de

TCTB submetidos a resseccao cirurgica.

E. Verificar a existéncia de associacdo entre infiltracdo intratumoral de

linfocitos T CD4" e CD8" com os niveis de expresséo da IDO.
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CASUISTICA E METODOS

4. Casuistica e Métodos

4.1 Casuistica e desenho do estudo

Trata-se de estudo de coorte retrospectivo no qual foram incluidos 64
pacientes portadores de TCTB com e sem metéstases, submetidos a
ressec¢gdo cirurgica com linfadenectomia intrapulmonar e mediastinal
(minimo de 5 linfonodos) no periodo de 1981 até o final de 2003. Todos os
pacientes selecionados fizeram acompanhamento ambulatorial por cinco
anos no Servico de Cirurgia Toracica do Hospital das Clinicas da FMUSP e
Hospital Georges Pompidou na Franca. Foi estabelecido um banco de dados
com diversas informacdes sobre cada paciente como dados
epidemiolégicos, clinicos relacionados a doenca, cirdrgicos e
anatomopatologicos considerados relevantes e importantes para o
desenvolvimento deste trabalho.

O protocolo de pesquisa deste trabalho foi aprovado pela comissao de
ética para analise de projetos de pesquisa (CAPPesq ) da Diretoria Clinica
do Hospital das Clinicas e da FMUSP, em sesséo de 05.11.08, sob namero
0934/08. Este trabalho obteve apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), com processo de numero
2008/55707-3.

4.1.1 Critérios de Exclusao do estudo

Foram excluidos do estudo todos os pacientes cujo material histologico
em bloco de parafina foi considerado inapropriado ou inadequado para a
andlise imunohistoquimica. Também foram excluidos aqueles pacientes
portadores de Sindromes de Neoplasias Enddcrinas Mdltiplas (NEM) e
agueles pacientes ndao submetidos a linfadenectomia ou tiveram menos de 5

linfonodos intrapulmonares e mediastinais ressecados no ato operatorio.
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4.2 Métodos

4.2.1 Coleta de dados

A revis&o dos prontuérios foram recuperados os seguintes dados:
I. Idade (no ato operatério)

Il.  Género

Ill.  Localizacdo do tumor em relacdo a carina (central ou periférico)
IV.  Tipo de resseccao cirurgica

V. Estadiamento TNM (Tumor, Node, Metastasis)

VI.  Presenca de metastases linfonodais
VII.  Presenca de metastases a distancia

VIIl.  Tempo de sobrevida e ocorréncia de 6bito

Os dados coletados foram baseados nos estudos prévios realizados
pelo Servico de Cirurgia Toracica do Hospital das Clinicas da FMUSP. As
varidveis entdo consideradas nédo significantes quanto a ocorréncia de
metastases, como didmetro e volume tumorais, ndo foram incluidas neste
estudo.

Os dados dos pacientes do Hospital das Clinicas da FMUSP foram
coletados tanto por revisdo dos prontuarios como através de entrevistas
ambulatoriais para complementacdo de lacunas de importancia para o
estudo. Os dados dos pacientes do Hospital Georges Pompidou da
Universidade de Paris VI foram todos coletados pelos respectivos

prontuarios.

4.2.2 Processamento Histolégico e Imunohistoquimico

4.2.2.1 Processamento Histologico

O material histolégico de todos os pacientes incluidos no estudo foram

disponibilizados em blocos de parafina tamponada com fixacdo prévia em
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formalina a 10%. Laminas correspondentes foram obtidas do arquivo do
Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas e Hospital George
Pompideou para analise e revisao que foram realizadas por dois patologistas
experientes na area de patologia pulmonar, conhecedores dos critérios
preconizados pela Organizacdo Mundial da Saude da classificacao
histologica dos tumores de pulmdo, baseado no subtipo histolégico
predominante identificado na maioria das areas. A analise foi procedida de
maneira cega, ou seja, nenhum dos patologistas conhecia o diagnéstico
dado previamente. As laminas coradas por Hematoxilina-Eosina (H&E)
foram analisadas ao microscépio O6ptico. Nos casos onde ocorreu
discordancia no diagndstico foi estabelecida uma analise conjunta, com trés

revisores, para obtenc&o de consenso no diagnéstico.

4.2.2.2 Processamento Imunohistoquimico

Para fins de analise imunohistoquimica foram montados cortes de 3 um
de espessura de cada bloco de tumor primario com o0 uso de um micrétomo
e o tecido colocado sobre lamina de microscopia pré-preparada com silano
sem realizacdo de coloracdo. O processo de silanizacédo foi realizado da
seguinte forma: as laminas foram mergulhadas sequencialmente em uma
cuba com &lcool, duas com acetona e mais duas com silane (SIGMA A3648)
por 5 minutos no total. Como Ultima etapa do processo procedeu-se com
mais dois banhos em duas cubas com acetona e em seguida em duas cubas
com agua destilada. O processamento desse material foi realizado no
laboratério de Imunohistoquimica da FMUSP sendo utilizados os seguintes
anticorpos e reagentes:

I.  Anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD4 (NCL-CD4-1F6),
Novocastra (UK).

Il.  Anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD8 (NCL-CD8-295),
Novocastra (UK).
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Anticorpo  monoclonal de camundongo anti-Indoleamine 2, 3-
dioxigenase (ab55305), Abcam (USA).

Isotipo 1IgG1 de camundongo (ab18448), kappa monoclonal, controle
negativo para anti-CD4 e anti-CD8, Abcam (USA).

Isotipo 1IgG2b de camundongo (ab18421), kappa monoclonal, controle
negativo para anti-indoleamine 2,3 dioxigenase, Abcam (USA).

Kit Novolink Max Polymer Detection System (RE7280-K), Novocastra,

(UK) — Sistema universal de amplificacédo por polimeros.

O processamento das laminas com 0s respectivos anticorpos anti-IDO, anti-

CD4" e anti-CD8", foi realizado conforme detalhamos abaixo:

A desparafinizacdo das laminas foi procedida colocando-se as laminas
inicialmente em xilol quente (a temperatura de 60 — 65° C) por 15 a 20
minutos e entdo mergulhando-se as laminas em 3 banhos de xilol frio.
Seguiu-se entdo ao processo de hidratacdo — as laminas foram
mergulhadas em banhos de alcool a 100%, 95% e 70% sequencialmente,
sendo entdo lavadas em 4gua corrente e 4gua deionizada.

A digestdo ou recuperacdo dos antigenos foi feita através do método
de calor imido com alta temperatura (panela de pressdo — 1 minuto a
125°C). Para tal, as laminas foram colocadas em solucéo de Citrato 10
mM, pH 6,0 , para os anticorpos anti-ldoleamine 2,3 dioxigenase e anti-
CD8", e em solucéo de EDTA pH8,0, para o anticorpo anti-CD4".

Para o blogueio da peroxidase enddgena as laminas foram
mergulhadas em agua oxigenada de 10 Volumes (3%) e metanol volume
a volume, durante 10 minutos, sendo entdo lavadas em &agua corrente e
por dltimo em &agua destilada. Repetiu-se entdo as mesmas etapas
prévias exceto pela alteracdo do metanol pela azida sodica a 1%, sendo
o material entdo lavado com PBS por 3 minutos.

O bloqueio de reacdes inespecificas foi feito através do bloqueio de
imunoglobulinas inespecificas, mergulhando-se as laminas em caseina

2,5% por 5 min.
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f. Na etapa seguinte, realizou-se a incubagé&o por 18-20 horas das laminas
com o0s anticorpos priméarios diluidos em BSA nas seguintes
concentracdes: anti-IDO (1:1500), anti-CD8 (1:200) e anti-CD4(1:400).
Apos lavagem do material com PBS procedeu-se com a incubagdo em
camara umida com o polimero Novolink Max Polymer, a temperatura de
37°C, por 30 min. As laminas foram novamente lavadas com PBS e
colocadas em solucao de cromogeno por 5 minutos (70 mg de DAB para
100 ml de tris-HCL com 30 microlitros de Agua Oxigenada 30 volumes).
Para visualizagdo do nucleo foi utilizado o corante hematoxilina por 1
minuto e as laminas entdo lavadas em agua corrente.

g. Como ultimo passo o material foi colocado em suporte adequado e
desidratado em alcool a 70%, 90% e 100% sequencialmente, com
duragéo de cerca de 1 minuto cada. As laminas foram ent&o diafanizadas

em xilol por 1 minuto e montadas com laminulas e resinas sintéticas.

4.2.3 Andlise Imunohistoquimica

4.2.3.1 Determinacgao da expresséao da IDO

4.2.3.1.1 Analise Semi-quantitativa da IDO

A analise semi-quantitativa foi determinada através de uma
quantificacdo por escore, analisando-se dez campos de grande aumento
(CGA) aleatorios de cada lamina, obtendo-se entdo uma média para cada
caso. Para cada GCA, foram analisadas cerca de 500 células, totalizando
5000 células para cada caso. O grau de intensidade da expresséo da IDO
variou de 0 a 3, sendo O - auséncia expresséo da IDO, 1 — expressédo de
leve intensidade, 2 — expressdo de moderada intensidade, 3 — expresséao de
forte intensidade. O escore final de cada CGA foi obtido através da
somatoria dos valores do numero de células multiplicado pelo seu respectivo

grau de intensidade de expressédo da IDO. O escore minimo foi de 0 e o

29



CASUISTICA E METODOS

maximo de 1500, que representa forte intensidade de expressédo da IDO em

todas as células analisadas.

4.2.3.1.2 Analise Quantitativa da IDO

A analise quantitativa da IDO foi determinada por histomorfometria
através do software de analise de imagens Image Pro Plus 5 (Figura 2). Este
método é geralmente usado para comparacao ou em substituicdo ao método
semi-quantitativo®®.

As laminas foram identificadas através de codificacdo com o intuito de
possibilitar a analise cega dos dados evitando assim um viés de
interpretacdo precoce do trabalho. A aquisicdo das imagens para analise
digital foi obtida com o Microscépio de Fluorescéncia Comum Olympus BX
51 e camera digital Q color 5.

Inicialmente foram fotografadas todas as laminas em aumento de
400x, com padronizacdo de tempo de exposicdo e luminosidade. Apos,
procedeu-se com a andlise das imagens. Um ajuste de contraste
padronizado para todas as imagens permitiu uma melhor diferenciagdo de
cores de cada estrutura. Em seguida prosseguiu-se com a avaliacdo da
amplitude de cor dessas estruturas atraves de histogramas o que permitiu a
caracterizacao individual das mesmas. Um histograma padréo foi utilizado
para andlise de todas as imagens (Figura 3). Apdés as padronizacdes
necessarias, procedeu-se com a leitura das imagens pelo sistema de
absorcdo de cor RGB (red, green e blue) que foi expresso em valores
numeéricos absolutos, variando de 0-255, que corresponde ao espectro da
luz, sendo zero — auséncia de cor ou preto e 255 a associagao de todas as
cores ou branco. Estes valores foram obtidos como média geral dos trés
valores de RGB da imagem, e utilizados para andlise quantitativa da IDO
(Figura 4).
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Figura 2 — Fotografia de lamina do caso n.60 (400x) adquirida com o software Image
Pro Plus 5 mostra ajuste e padronizacdo de luminosidade, tempo de
exposicao e contraste .
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Figura 3 — Fotografia de lamina do caso n.60 (400x) mostra a andlise digital das
imagens com segmentacao das cores através de histogramas.
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Figura 4 - Fotografia de lamina do caso n.60 (400x) evidencia a determinacgéo da
intensidade de expressao da IDO pela média de absorcéo de RGB.

4.2.3.2 Quantificacdo de Linfocitos T CD8"e CD4"

Os linfécitos intratumorais foram quantificados por histomorfometria
utilizando-se a técnica de point counting ou contagem de pontos onde a
leitura é realizada sob microscopia 6ética com aumento de 400x utilizando-se
um reticulo contendo cem pontos e cinquenta retas. Todas as células
positivas sob a intersecéo de retas e pontos foi considerada na quantificagao
da contagem total de células. Foram contatos 10 campos aleatérios
totalizando 1000 pontos e uma &area de 62.500pm? do tecido tumoral sendo
entdo obtida uma média para cada caso e uma média geral em todos os
grupos.

A contagem peritumoral dos linfécitos ndo foi realizada devido a

heterogeneidade das amostras de tecido tumoral.

32



CASUISTICA E METODOS

4.2.4 — Anélise Estatistica

O programa SPSS (Statistical Package for Social Science) 17 foi
utilizados para a andlise estatistica.

Procedeu-se inicialmente com a analise de distribuicdo dos dados
onde cada variavel continua e discreta foi analisada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov com sensibilizacdo pela Correcédo de Lilliefors. As
variaveis com distribuicdo normal foram expressas como média como
medida de tendéncia central e erro padrdo como medida de dispersao.
Aquelas com distribuicio assimétrica foram representadas pela mediana
como medida de tendéncia central e pelo intervalo interquartis 25 a 75%

como medida de dispersao.

4.2.4.1 Anélise Univariada

Para as comparacdes entre duas populacbes amostrais com
medidas n&do pareadas e distribuigdo normal, utilizou-se o teste t de
Student e para os dados com distribuicdo assimétrica, o teste U de
Mann-Witney.

As comparacdes de trés ou mais populacbes com medidas néo
pareadas e distribuicdo assimétrica foram realizadas atraves do teste de
Kruskal Wallis associada a comparagao multipla de Dunn.

Para as variaveis categoricas utilizou-se o teste Chi-quadrado de
Pearson para a comparacéao entre frequéncias. Nos casos em que 20%
ou mais dos grupos apresentaram valor esperado abaixo de 5 foi
utilizado o teste da razdo de verossimilhanca para andlise estatistica
mais acurada®®.

O valor limite de p para o erro tipo | foi de cinco por cento. Nos
testes aplicaveis o nivel de significancia escolhido foi o bicaudal e

intervalo de confianca de 95%.
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A andlise de correlagdo entre variaveis foi realizada através do
teste de Spearman.

Para eleger variaveis candidatas a inclusdo no modelo multivariado
foi utilizado o corte de 10% para o valor de p para o erro tipo I, com o
objetivo de diminuir a probabilidade de exclusdo de varidveis que
possam ter influéncia sobre os fendmenos a serem preditos devido a um

eventual erro do tipo Il

4.2.4.2 Anélise Multivariada

O modelo de predicao de risco individual escolhido para o estudo
foi o de regressdo logistica, com meétodo de inclusdo das variaveis
independentes de forma condicional, em degraus e de forma
progressiva, sendo realizado para cada fenbmeno a ser predito uma
analise em separado.

O nivel de p para o erro do tipo | foi considerado de cinco por
cento.

Os fenébmenos escolhidos para predi¢do de risco foram metastase
linfatica ou hematogénica e ébito.
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5. Resultados

Os resultados da analise dos 64 casos de TCTB selecionados para
o estudo sdo mostrados através da descrigcdo da casuistica seguida pela

analise estatistica.

5.1 Pacientes

5.1.1 Idade

A idade do total de 64 pacientes variou de 1 a 74 anos, com

distribuicdo normal apresentando meédia de 42.6 e erro padréo de 2.0.

5.1.2 Género

A distribuicdo dos individuos com relacdo ao género foi de 56% (36/64)
para o género feminino e 44% (28/64) para o género masculino, sendo que a

proporcdo homem:mulher foi de 1:1,3.

5.1.3 Localizagdo Tumoral

A maioria dos pacientes estudados (76,5% dos casos - 49/64)
apresentou tumoracao de origem central, e apenas 28% (15/64) apresentou

tumoracao periférica.

5.1.4 Tipo de Resseccéao Cirurgica

A resseccao cirargica para tratamento dos TCTB realizada com maior
frequéncia foi a lobectomia, 65% dos casos (42/64), seguida pela
bilobectomia e pneumectomia em 16% (10/64) e 11% (7/64) dos casos,

respectivamente. Os procedimentos realizados com menor freqtiéncia foram
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a broncoplastia e a segmentectomia em 5% (3/64) e 3% (2/64),

respectivamente (figura 5).

Ressecgao Cirargica no Tratamentode Tumores
Carcinoides Tipicos Broncopulmonares

B Segmentectomia
¥ Lobectomia

u Bilobectomia

= Pneumectomia

u Broncoplastia

Figura5 - Grafico dos Procedimentos cirdrgicos empregados
no tratamento de tumores carcinoides tipicos
broncopulmonares versus frequéncia de realizacéo
em porcentagem.

5.1.5 Estadiamento TNM

Todos o0s pacientes deste estudo foram inicialmente classificados
segundo a classificagdo TNM — 6.edicdo. Tendo em vista futuros estudos e
equivaléncia no sistema de estadiamento possibilitando adequada
comparacdo de amostras, procedeu-se com a reclassificacdo dos casos
conforme o novo sistema de estadiamento de neoplasias pulmonares TNM —
72 edicdo. Muito embora tenha ocorrido downstaging e upstaging nos grupos
com e sem metastases, respectivamente, nenhuma alteracdo significativa
que pudesse interferir nas analises deste trabalho foi identificada. A tabela
comparativa das classificacdes mencionadas é evidenciada em detalhes na

tabela 1 (Anexos).
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Dos 64 pacientes estudados, 61% (39/64) dos casos foram
classificados como estadio | (37,5% - IA e 23,5% - 1IB). Os demais casos
foram classificados como se segue: estadio Il — 22%(14/64) dos casos (14%
- 1A e 8% - 1IB); estadio Ill — 11% (7/64) dos casos (11% - llIA) e 6%(4/64)
dos casos foram classificados com estadio IV ( 1,5% - IVA e 3% - IVB). Em
1,5% dos casos nao foi possivel recuperar o sitio de metastase

hematogénica, seja em prontuario ou por entrevista (Tabela 2).

Tabela 2 — Estadiamento global dos casos estudados pela

classificagdo TNM — 72 edigdo

Casos com Casos sem

Estadiamento Total casos % Casos

Metastase Metastase

A 0 24 24 37,5

0 15 15 23,5

5 4 9 14

(AVZ 1 0 1 1,5
VB 2 0 2 3
A& 1 0 1 15

* Sitio de metastase nédo identificado

5.1.6 Metastase Linfatica

A resseccao linfonodal intrapulmonar e mediastinal foi realizada em
todos os casos selecionados. A mediana de linfonodos ressecados por
paciente foi de 6,5, sendo que em 90% (58/64) dos casos foram ressecados

de 5 a 15 linfonodos durante o ato operatério. A analise histopatolégica
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evidenciou metastase linfonodal em 14 (22%) do total de casos estudados.
Um desses casos apresentou metastase hematogénica concomitante. Oito
pacientes foram classificados como N1 e 6 pacientes como N2.

Todos os pacientes foram submetidos a seguimento tomografico anual
por 5 anos apds resseccdo cirargica do tumor primario. Os pacientes sem
linfonodomegalia mediastinal com mais de 1 cm de diametro neste periodo

de seguimento foram considerados sem metastase linfatica.

5.1.6 Metastase Hematogénica

Quatro (6,2%) dos 64 casos estudados mostraram metastase
hematogénica, havendo um caso de metéastase linfonodal concomitante.

Foi possivel a identificagdo do sitio metastatico em 3 dos 4 casos: dois
pacientes apresentaram metastase a distancia para o figado e parétida,
respectivamente, e outro paciente apresentou metastase intratoracica para o
lobo pulmonar contralateral. Em um dos casos ndo possivel a recuperacéao
da informagéo sobre o sitio de metastase.

As metastases hematogénicas foram investigadas através de
seguimento tomogréafico anual dos sitios mais freqlentes de metastase,
durante os 5 anos de seguimento apOs resseccao cirdrgica do tumor
primario. As imagens compativeis com metastase foram submetidas a

confirmacao histolégica apds bidpsia ou ressecc¢do cirargica.

5.1.7 Sobrevida e Obitos

Dos 64 casos selecionados, ndo houve nenhum obito relacionado aos
TCTB.

A analise dos dados evidenciou 5% (3/64) de 6bitos nesta casuistica, 2
em decorréncia de causa nao relacionada a TCTB (um caso devido a sepsis

e outro por infarto agudo do miocéardio no 3.dia e 24.més pds-operatorio,
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respectivamente). Houve um caso em que nao foi possivel identificar a
causa do Obito, permanecendo como causa indeterminada.
Todos os demais pacientes permaneceram vivos nos 5 anos de

seguimento do estudo.

5.2 Andlise Univariada

A andlise univariada das variaveis idade, género, localizacdo tumoral e
infiltracdo linfocitaria foi realizada através da comparacdo dos casos de
TCTB sem metastase e casos com qualquer tipo de metastase, seja
hematogénica, linfatica ou ambas, sendo portanto designado como grupo
com metastase. Para analise mais detalhada da variavel intensidade de
expresséo da IDO, subdividimos os 64 casos em 4 grupos distintos:

Grupo 1 - TCTB sem metastase;
Grupo 2 - TCTB com metastase (qualquer tipo de metastase);
Grupo 3 - TCTB apenas com metastase linfatica,

Grupo 4 - TCTB apenas com metastase hematogénica

5.2.1 Idade x Metéstase

A anélise comparativa dos grupos com TCTB com e sem metéastase, no
que se refere a idade, evidenciou médias de 44,3 e 42 e erro padrédo de 3,6
e 2,4,respectivamente. O teste t de Student para amostras nao pareadas

nao evidenciou diferenca significante entre os grupos, com p=0,62 (tabela 3).
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Tabela 3 — Variavel ldade como Fator Preditivo de Metastase

em Tumores Carcinoides Tipicos Broncopulmonares

Idade/Grupo | Com Metastase | Sem Metastase

Média + EP 44,3+3,6 42+2.4 0,62

5.2.2 Género x Metastase

A analise dos grupos com e sem metastase nao evidenciou
diferenca entre o género feminino e masculino com relacdo a ocorréncia
de metastase — tabela 4. A relacdo entre homens:mulheres com e sem
metastase foi de 1:1,1 e 1:0,7, respectivamente. O teste Qui quadrado

de Pearson evidenciou p=0,37.

Tabela 4 - Variavel Género como Fator Preditivo de Metastase

em Tumores Carcinoides Tipicos Broncopulmonares

Género/Grupo Com Metastase Sem Metéastase
9 19

Masculino

Feminino 8 28
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5.2.3 Localizagdo Tumoral x Metastase

Quanto a variavel localizacdo tumoral, também ndo houve diferenca
significante na comparacdo entre grupos com e sem metastase. O teste Qui
quadrado de Pearson evidenciou p=0,17 (tabela 5).

Tabela 5 - Variavel Localicacdo Tumoral como Fator Preditivo de

Metastase em Tumores Carcinoides Tipicos Broncopulmonares

Localizagdo Tumoral/Grupo | Com Metastase | Sem Metastase
11 38

Central

Periférica 6 9

5.2.4 Obito x Metastase

Dos dados coletados nédo foi evidenciado nenhum 6bito relacionado aos
TCTB. Mesmo o0s pacientes com presenca de metéstase linfatica ou
hematogénica permaneceram vivos durante os 5 anos de seguimento deste

estudo. Desta forma, nado foi possivel qualquer analise relacionada ao 6bito.
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5.2.5 Intensidade de Expresséo da Indoleamine 2,3 Dioxigenase (IDO)

versus Metastase

5.2.5.1 Analise Semi-Quantitativa

Todos o0s 64 casos selecionados para 0 estudo apresentaram
expressao da IDO em diferentes graus de intensidade. A analise de campos
aleatorios de grande aumento de cada caso mostrou presenca da IDO em
mais de 80% das células tumorais.

A figura 6 (B-D) corresponde a imagens de laminas de diferentes casos
de TCTB coradas por imunohistoquimica com diferentes padrbes de
expressdao da IDO. Como controles negativos foram utilizados a
Imunoglobulina 1gG2 , em substituicAo ao anticorpo anti-IDO conforme
sugerido pelo fornecedor Abcam. Os tecidos utilizados como controles
positivos e negativos foram linfonodos e pulméo.

A analise semi-quantitativa da expressao da IDO nos grupos 1 e 2 ndo
mostrou qualquer diferenca significante entre 0os mesmos quando
submetidos ao test t de Student. As médias e erro padrdo dos referidos
grupos foram 780,1 £ 56,56 e 779,7 £+ 38,52, respectivamente, com p= 0,99
(figura 7). O mesmo foi observado na comparacéo dos grupos 1 e 3 (figura
8), e nos grupos 1 e 4 (figura 9). As médias e erro padrao dos grupos 3 e 4
foram 796 + 68,9 e 728,8 £ 98,18, respectivamente.

43



RESULTADOS 44

Figura 6 - Imunoexpressdo da Indoleamine 2,3 Dioxigenase em Tumores
Carcinoides Tipicos Broncopulmonares (TCTB). 5A — Controle negativo
com IsotipolgG2. 5 B-D -TCTB marcados com anti-IDO evidenciando
diferentes graus de intensidade de expressdo: em 5B (fraca), 5C
(moderada) e 5D (intensa). Coloragao - Nucleo em azul e IDO em marrom.
Aumento de 400x.
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RESULTADOS

Expressao da IDO em Tumores Carcinoides Tipicos

Broncopulmonares com e sem Metastase
Analise Semi-Quantitativa
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O - T
Com Metastase Sem Metastase

Figura 7 — Grafico da Analise Semi-Quantitativa da Intensidade de
expressédo da IDO representada pela média + erro padrao
dos scores de intensidade nos TCTB com e sem metastase.
Teste t Student/ p=0,99.
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Expressao da IDO em Tumores Carcinoides Tipicos
Broncopulmonares com Metastase Linfatica
e sem Metastase
Analise Semi-Quantitativa

1500+

750=

Intensidade de
Expresséo da IDO

o
L

Metastase Linfatica Sem Metastase

Figura 8 — Grafico da Andlise Semi-Quantitativa da Intensidade de
expressdo da IDO representada pela média + erro padréo
dos scores de intensidade nos TCTB com metastase

linfatica e sem metastase .Teste t Student/ p=0,84.
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Expresséo da IDO em Tumores Carcinoides Tipicos
Broncopulmonares com Metastase Hematogénica
e sem Metastase
Analise Semi-Quantitativa

1500+

750=

Intensidade de
Expressdo da IDO

Metastase Hematogénica  Sem Metastase

Figura 9 — Gréfico da Analise Semi-Quantitativa da Intensidade de
expressdo da IDO representada pela média + erro padrao
dos scores de intensidade nos TCTB com metastase

hematogénica e sem metastase.Teste t Student/ p=0,70.

5.2.5.2 Analise Quantitativa

Para analise quantitativa da expressdo da IDO utilizou-se o numero
absoluto das médias RGB de cada grupo como previamente descrito em
materiais e métodos. Os valores obtidos foram submetidos ao teste t
Student ndo sendo evidenciado nenhuma diferenca significante entre os
grupos 1 e 2 (figura 10 ), 1 e 3 (figura 11) e 1 e 4 (figura 12). As médias e
erro padrdo obtidos sdo mostrados como se segue: grupo 1: 130,8 + 2,90;
grupo 2: 127,3 £ 1,72; grupo 3: 131,6 £ 3,74 e grupo 4: 126,0 + 1,58.
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Expresséao da IDO em Tumores Carcinoides Tipicos
Broncopulmonares com e sem Metastase
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Andlise Quantitativa

Com Metastase Sem Metastase

Figura 10 — Gréfico da Andlise Quantitativa da Intensidade de

expressdo da IDO representada pela média +erro
padrao dos valores de absor¢cdo RGB nos TCTB com

e sem metastase . Teste t Student/ p=0,30.
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Expresséo da IDO em Tumores Carcinoides Tipicos

Absorcéo de RGB

Broncopulmonares com Metastase
Linfatica e sem Metastase
Analise Quantitativa

2501

Metastase Linfatica Sem Metastase

Figura 11 — Gréafico da Analise Quantitativa da Intensidade de
expressdo da IDO representada pela média + erro
padrdo dos valores de absor¢cdo RGB nos TCTB com
metastase linfatica e sem metéastase. Teste t Student/
p=0,28.
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Expressao da IDO em Tumores Carcinoides Tipicos
Broncopulmonares com Metastase
Hematogénica e sem Metastase
Analise Quantitativa
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Absorcdo de RGB
da DO
=
N
g

Metastase Hematogénica Sem Metastase

Figura 12 — Grafico da Analise Quantitativa da Intensidade de
expressdo da IDO representada pela média * erro
padrdo dos valores de absorcdo RGB nos TCTB
com metastase hematogénica e sem metastase .Teste
t Student/ p=0,82

5.2.6 Infiltracdo Linfocitéria Intratumoral x Metastase

A quantificagdo dos linfocitos T CD8" e CD4" foi realizada conforme
detalhado previamente em materiais e métodos . Os resultados obtidos
mostraram infiltracdo linfocitaria intratumoral nos TCTB com predominancia
de linfécitos T CD8" em comparac&o com os linfocitos T CD4" (p<0.01) em
todos os grupos estudados.

N&o foi encontrada diferenca significante entre os grupos com e sem
metastase para os linfécitos T CD8" (figura 13), onde p=0,98. Entretanto,
diferenca significante foi identificada na quantificacdo dos linfécitos T CD4"
dos grupos com e sem metastase, cujo p=0,01 (figura 14) e nos grupos com
metastase linfatica e sem metastase, p= 0,02. As medianas observadas na
comparacdo dos grupos 1 e 2 (sem e com metastase) quanto a

quantificacdo de linfocitos T CD4", foram de 0,0 e 0,05, respectivamente, e
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0,2 para ambos 0s grupos, na quantificacdo de linfocitos T CD8". A analise
comparativa do grupo CD4" em relacdo a ocorréncia de metastase

evidenciou correlacéo positiva pelo teste de Spearman, com r=0,31.

Infiltrac&o de Linfécitos T CD8" em Tumores Carcinoides
Tipicos Broncopulmonares com e sem Metastases

1.50n
= .
\-F:U O N
(&)
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=g
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ZCG E ] A
g 2 n AAAA
=8 u AAA
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0.00 - AT
CD8 M+ CD8 M-

Figura 13 - Gréfico da Infiltracdo de Linfécitos T CD8" Intratumoral em
TCTB com (M+) e sem (M-) metéstases, representados pela
mediana dos valores obtidos em cada grupo. CGA: campos
de grande aumento. Teste de Mann-Whitney. p=0,98.
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Infiltracdo de Linfocitos CD4" em Tumores Carcindides
Tipicos Broncopulmonares com e sem Metastases

0.50+
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0.25+
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AAAAAA

Infiltracdo Linfocitaria
Intratumoral/10 CGA

0.00
CD4 M+ CD4 M-

Figura 14 - Gréfico da Infiltracdo de Linfécitos T CD4" Intratumoral em
TCTB com (M+) e sem (M-) metastases, representados pela
mediana dos valores obtidos em cada grupo. CGA: campos
de grande aumento. Teste de Mann-Whitney. p=0,012.

5.2.7 Infiltracdo Linfocitéria Intratumoral x IDO

Andlise complementar foi realizada para deteccédo de correlacdo entre
os grupos de infiltragdo linfocitaria intratumoral (CD8" e CD4") e a
intensidade de expressdo da IDO pelas analises semi-quantitativa e
guantitativa.

A andlise do grupo CD8" versus IDO (semi-quantitativa) evidenciou
valor de r=-0,2 poréem com p=0,1 (figura 15), demonstrando inexisténcia de
correlacao entre essas variaveis. Da mesma forma a andlise quantitativa ndo
evidenciou qualquer associacdo entre as variaveis CD8" e IDO ( r=0 e

p=0,5).
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Correlagao entre Expressao da IDO - Analise Semi-
Quantitativa - e Linfocitos T CD8+ Intratumoral
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Figura 15 - Gréfico da Correlagdo entre Intensidade de Expressao
da IDO por andlise semi-quantitativa versus Infiltracdo
de Linfécitos T CD8" Intratumoral em TCTB. Teste de
Spearman, r=-0,2

Resultados semelhantes foram obtidos quando da comparagcéo do
grupo CD4" versus IDO. A andlise semi-quantitativa mostrou auséncia de
correlacdo entre as variaveis com r=-0,2 e p=0,1 (figura 16). Resultados
semelhantes foram encontrados através da analise quantitativa, com r=0,1 e
p=0,4.
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Correlagao entre Expressao daIDO - Analise Semi-
Quantitativa - e Linfocitos T CD4+ Intratumoral
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Figura 16 - Gréfico da Correlagdo entre Intensidade de Expressao
da IDO por andlise semi-quantitativa versus Infiltracdo
de Linfocitos T CD4" Intratumoral em TCTB. Teste de
Spearman, r=-0,2.

5.3 Andlise Multivariada por Regressao Logistica

De acordo com a metodologia descrita previamente, determinamos
como valor de corte consideravel aceitavel para o erro tipo a, o valo de
p<0.1. De todas as variaveis estudadas na andlise univariada apenas a
contagem de linfocitos T CD4" mostrou diferenca estatisticamente
significante com valor de p<0.1. Desta forma néo foi possivel a realizacdo da

analise multivariada por regressao logistica.
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6. DISCUSSAO

A discusséo deste trabalho consiste em duas partes: a primeira visando
uma abordagem critica sobre as limitacdes deste estudo seguido pela

discussao dos resultados propriamente ditos.

6.1 Limitagbes do Estudo

6.1.1 Desenho do estudo

Todo trabalho retrospectivo apresenta dificuldades inerentes ao modelo
de estudo. Especificamente nesta tese, o0 modelo empregado foi uma coorte
retrospectiva, sendo o principal questionamento referente a uniformidade
dos dados a serem analisados. O estudo mais proximo do ideal neste caso
seria uma coorte prospectiva onde o melhor controle da coleta das
informacdes e a padronizacdo dos procedimentos realizados possibilitaria
uma maior uniformizacdo dos dados. Entretanto, a raridade dos TCTB e a
importancia do estudo do comportamento desses tumores justifica a analise
retrospectiva dos dados obtidos que, se devidamente avaliados, podem

fornecer valiosas informacdes, possivelmente com aplicabilidade clinica.

6.1.2 Coleta de Dados

Embora tenha sido estabelecida uma ficha padrdo para a coleta de
dados dos pacientes participantes deste e dos demais estudos do grupo de
TCTB do Hospital das Clinicas FMUSP e do Hospital George Pompidou de
Paris - Franca, alguns dados ndo puderam ser obtidos seja através do
prontuario, seja por entrevista ambulatorial. Neste Ultimo caso a baixa
escolaridade de alguns pacientes e familiares dificultou a coleta adequada

de algumas informacdes.



6.1.3 Dissecc¢éo Linfonodal Hilar e Mediastinal

Conforme mencionado previamente, uma das dificuldades de trabalhos
retrospectivos refere-se ao controle e padronizacdo dos procedimentos em
estudo. Neste trabalho o periodo estudado foi de 1981 a 2003 — portanto,
duas décadas de tratamento dos TCTB sendo que até inicio de 2000
acreditava-se que esses tumores apresentavam comportamento benigno e
que nao apresentavam metastases, ndo sendo entdo necessaria a
linfadenectomia mediastinal radical mas apenas amostragem linfonodal
15161718 ‘No Hospital George Pompidou de Paris, a linfadenectomia radical é
realizada de rotina para tratamento dos TCTB h& varios anos. Porém no
Hospital das Clinicas da FMUSP a amostragem linfonodal, até meados da
dltima década, era o procedimento mais comumente empregado ja que até
entdo ndo havia sido publicado na literatura evidéncias de malignidade ou
metastase associados aos TCTB. Muito embora estudos tenham mostrado
gue esses tumores tem potencial maligno, ainda ndo se tem evidéncias de
que a linfadenectomia radical proporcione melhor sobrevida aos pacientes.
Diante disso, todos os pacientes submetidos a linfadenectomia hilar e
mediastinal seja radical ou por amostragem, de no minimo 5 linfonodos,
foram incluidos neste estudo. Desta forma excluimos 63 pacientes
selecionados inicialmente para o estudo na tentativa de manter a amostra
deste trabalho mais homogénea e tentar eliminar o viés de selecao dos
pacientes.

6.1.4 Exames de Imagem

Outra limitagdo do trabalho consiste na falta de padronizagdo nos
exames de imagem utilizados para seguimento dos pacientes durante os 5
anos de pos-operatério. Certamente houve aperfeicoamento tecnoldgico
com melhoria na qualidade das imagens dos estudos tomograficos,
entretanto, como jA mencionado previamente, pela raridade dos TCTB e

para que se tivesse numero suficiente de eventos ou ocorréncia de

57



metastase, neste e nos demais estudos do grupo optou-se por manter 0s
pacientes tratados desde o ano de 1981. Como ja mencionado em materiais
e métodos, o critério utilizado para diagnéstico de comprometimento hilar e
mediastinal linfonodal no seguimento pdés-operatério foi a presenca de
adenomegalia maior que 1 cm no maior diametro. Sabe-se que mesmos 0s
linfonodos com estas dimens@es podem apresentar células neoplasicas
porém o controle evolutivo da doengca muito provavelmente mostraria
aumento progressivo dos linfonodos caso houvesse comprometimento
neoplasico. Outra alternativa seria a realizacdo do octreoscan de rotina
durante os 5 anos de seguimento deste estudo, entretanto este exame
tornou-se indisponivel por um periodo significativo do nosso seguimento

ambulatorial impossibilitando sua utilizagdo como auxilio diagnéstico.

6.1.5 Obitos durante o seguimento

Os pacientes que apresentaram o6bitos ndo relacionados a doenca
também foram incluidos nas andlises deste estudo por ja apresentarem
metastase na época do procedimento operatorio, diagnosticado no intra-
operatério e confirmado através do estudo anatomopatoldgico, ndo havendo
portanto, interferéncia na avaliacdo da ocorréncia do evento em estudo. Nao
pode ser realizada analise de mortalidade e sobrevida neste estudo pela

auséncia de 6bitos relacionados aos TCTB.

6.2 Analise dos Resultados

6.2.1 Casuistica x Metastase

Embora alguns artigos publicados na literatura tenham evidenciado
uma predominancia do evento estudado em individuos mais idosos e do
género masculino, a casuistica deste estudo ndo evidenciou nenhuma
correlacdo destas variaveis com a ocorréncia de metastase. Dos diversos

trabalhos do grupo de TCTB do Servico de Cirurgia Toracica do Hospital das
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Clinicas da FMUSP, quatro foram desenvolvidos como tese de
doutorado®®**"*"* Embora tenha sido evidenciado o género masculino *? e
idade ® como variaveis preditivas de metastase em TCTB, cada qual com
diferencgas significantes em duas teses independentes, tal resultado n&o foi
observado nos demais trabalhos do grupo. Esta diferenca nos resultados
pode ser atribuida ao fato dos pacientes selecionados serem diferentes. Os
pacientes brasileiros selecionados, em geral, sdo mais jovens do que 0s
pacientes europeus com certa predominancia de mulheres o que pode
provocar um viés de selecdo mostrando o género masculino como fator
preditivo de metdstase. Embora seja esperado que a idade avancada seja
fator de pior prognostico assim como para as demais neoplasias
pulmonares, tal variavel ndo apresentou diferenca significativa consistente
durante os estudos do grupo de TCTB. De acordo com os achados na

literatura 3131420

a maioria dos trabalhos publicados analisou
concomitantemente grupos de pacientes portadores de tumores carcindides
tipicos e atipicos o que certamente promoveu um viés de selecdo e
resultados discutiveis ja que os carcindides atipicos tendem a ocorrer em
individuos mais idosos e evoluir com pior prognéstico. Certamente um fator
adicional de confus@o consiste na categorizacdo aleatoria da variavel idade
o que foi eliminado nesta tese visando diminuir possiveis erros de analise
das variaveis. Com relacéo ao género, os resultados dos artigos publicados
também sé&o variaveis.

Com relacdo a localizagdo tumoral, observou-se neste estudo,
predominancia das lesBes tumorais em regido central na arvore
tragueobrdnquica. Entretanto esta variavel ndo foi identificada como fator
preditivo de metastase nos TCTB.

O reestadiamento dos casos estudados, segundo a classificacdo TNM
7. edicao teve por objetivo promover a uniformizacdo dos dados para futuras
comparacdes com outros estudos sobre TCTB. Foi observado nesta
casuistica, upstaging (IB para llIA) e downstaging (lIB para IIA) no grupo sem
e com metastase, respectivamente, devido a subclassificacdo de cada
estadio com apropriada valorizagcdo do tamanho tumoral. Além disso, houve
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subclassificacdo dos casos de estadio IV em IVA (metastase intratoracica) e
IVB (metastase a distancia). Apesar dessas alteracfes no novo sistema de
classificacdo TNM para neoplasias pulmonares, no caso dos TCTB a
alteracdo se restringe a classificacdo tumoral e progndéstica apenas, sem
refletir alteracbes na terapéutica ja que o tratamento neoadjuvante ou
adjuvante nesses tumores tem pouca ou nenhuma resposta.

A incidéncia de metastase dos TCTB encontrados nesta casuistica
(metastase linfatica ou hematogénica: 20% e 5%, respectivamente e
linfatico-hematogénica:1,5%) corrobora com os resultados ja evidenciados
pela literatura e também com os trabalhos previamente publicados pelo
grupo de TCTB do Hospital das Clinicas da FMUSP cuja incidéncia de
metastase linfatica foi de 12 a 20% e de metastase hematogénica, de 2 a
11%12—19.

6.2.2 Expresséao da IDO x Metastase

Véarios estudos publicados mostram que a enzima IDO pode ser
expressa por diferentes neoplasias com diversos graus de malignidade®"
38.56-61 'Neste trabalho observou-se que a maioria das células (>80%) dos
TCTB apresentou coloracdo positiva para a IDO com expressdo quase
sempre homogénea em um mesmo caso e de intensidade moderada na
maioria dos casos estudados.

Considerando-se que 0s controles positivos internos (macréfagos e
linfécitos) e externos (tecido linfatico e pulméo) e os controles negativos
internos (cartilagem e hemaceas) e externos (isotipo como anticorpo
primario em tecido linfatico e pulmonar) foram adequadamente estabelecidos
e revisados quando da andlise de cada caso, assume-se que realmente a
técnica de imunohistoquimica foi adequadamente realizada e os resultados
sdo confiaveis. Apesar disso, embora seja possivel determinar a presenca
da enzima IDO no citoplasma celular através desta técnica, ndo € possivel
determinar a funcionalidade da mesma. Para tanto seria necessaria a

utilizacdo de técnicas de mensuracdo da atividade enzimética, como por
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exemplo a cromatografia liquida de alto desempenho, que utiliza amostras
frescas do material a ser analisado. As amostras deste estudo foram
disponibilizadas em blocos de parafina impossibilitando tal analise. Em geral,
tais estudos séo realizados in vitro pela evidente dificuldade de conservacao
do material estudado e rapida degradacdo enzimatica. Outra alternativa ja
utilizada em alguns estudos, seria a medida indireta da atividade da IDO
através da dosagem sérica do triptofano e seus metabdlitos. Entretanto, pelo
modelo de estudo empregado, também nao possivel ter acesso a este tipo
de material ou amostra.

A fim de tentar identificar qualquer diferenga no processo de
quantificacdo da expressdo da IDO, procedeu-se com duas formas de
analise: a primeira, semi-quantitativa e mais subjetiva, ja que é observador
dependente e baseada num sistema ja padronizado de escore de
intensidade de coloracéo, bastante difundida na literatura™’®. A segunda,
uma analise quantitativa e mais objetiva, também reconhecida pela literatura
e bastante utilizada pelos patologistas®®, dependendo apenas da
padronizacdo da analise de intensidade de cores através de software
especifico para este fim. Ambos os métodos demonstraram resultados
semelhantes, sendo os niveis de IDO semelhantes nos grupos submetidos a
analise comparativa. Isto talvez se deva ao fato das evidéncias mostrarem
que altos niveis de expressao da IDO estao relacionados a pior prognostico
e menor sobrevida®®®. A presenca da expressdo da IDO nos TCTB em
niveis moderados pode representar alguma atividade imunomoduladora
nesses tumores porém ndo como mecanismo principal de escape tumoral,
favorecendo a ocorréncia de metastase. Segundo Munn et al’’, o principal
efeito imunomodulador da IDO ocorre nos linfonodos regionais onde células
apresentadoras de antigenos expressando esta enzima impedem a resposta
linfocitaria favorecendo a progressdo tumoral e a sobrevivéncia de células

metastaticas. Entretanto, esta hipétese nédo foi estudada neste trabalho.
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6.2.3 Infiltracdo Linfocitaria Intratumoral x Metastase

O interesse inicial na determinacdo do padrao de infiltracédo linfocitaria
intratumoral deveu-se ao fato de n&o haver nenhum trabalho na literatura
correlacionando infiltracao linfocitaria em TCTB, acrescentando-se ao fato de
uma das hipoteses deste estudo consistir na imunomodulagédo pela enzima
IDO promovendo inibicdo da infiltracdo linfocitaria intratumoral contribuindo
assim com a ocorréncia de metastase.

Pelo grau de agressividade dos TCTB, esperava-se encontrar
quantidade minima ou mesmo ausente de infiltragdo seja de linfécitos T
CD4" ou CD8". A raz&o disto seria pelo fato dos tumores menos agressivos,
apresentarem numero menos expressivo de mutacao genética, sendo entéo
considerados menos imunogénicos. Quando as neoplasias apresentam
baixo numero de antigenos de superficie relacionados ao tumor,
desencadeiam resposta imune menos intensa, representada por proliferagéo
linfocitaria deficiente e baixa produc&o de citocinas’®.

Além disso, a maioria dos trabalhos "*® demonstra predominancia de
infiltracdo de linfocitos T CD8" em comparagdo aos linfocitos T CD4" no
microambiente tumoral, mostrando ainda correlagcdo com a taxa de infiltrac&o
linfocitaria com prognoéstico e sobrevida dos pacientes portadores de
diferentes tipos de neoplasia. Aqueles com maior numero de linfocitos
intratumorais conseguem impedir ou retardar o crescimento tumoral.

A andlise desta tese evidenciou baixo numero de infiltracdo
intratumoral como previamente suposto. A predominancia de linfocitos,
corroborando os trabalhos citados, foi de células T CD8*. Porém néo foi
evidenciada qualquer diferenca na taxa de infiltracdo de linfocitos T CD8"
entre 0S grupos com e sem metéstase. Ja a quantificacdo dos linfocitos T
CD4" intratumoral evidenciou resultados interessantes. A presenca de
linfécitos nos casos com metastase foi nula, enquanto os casos sem
metastase apresentaram infiltracdo linfocitaria significativamente maior.

Esses achados sugerem que os linfocitos T CD4" tem efeito protetor

nos casos sem metastase, de alguma forma contribuindo para a inibicdo da
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progressdo tumoral e ocorréncia de metastase nos TCTB. Porém o papel
dos linfécitos T CD4" no contexto da imunorregulacéo é bastante complexo.
Sabe-se esses linfécitos sdo constituidos por diversos subtipos como os
linfécitos T helper 1, 2, 3 e 17 e linfécitos T reguladores’®. Esses linfécitos
possuem até mesmo papéis antagbnicos no processo da resposta imune e
mecanismos de interacdo dos mesmos no microambiente tumoral ainda
encontra-se sob investigacdo. De qualquer forma, os linfécitos T CD4" tem
papel fundamental na ativacdo da resposta imune humoral e citotéxica pois
s8o essas células que iniciam o reconhecimento de antigenos tumorais
através das células apresentadoras de antigenos e a partir da interagdo com
moléculas MHC classe Il e producdo de citocinas, promovem a reacao
imune humoral e coestimulag&o dos linfocitos T citotoxicos ou T CD8".

A semelhanca nos niveis de infiltracdo de linfécitos T CD8" intratumoral
entre 0s grupos analisados sugere mais uma vez uma via alternativa na
regulacéo do escape tumoral. Talvez através de imunomodulacéo pela IDO
via linfonodos regionais ou mesmo por outro mecanismo com efeito
supressor local com acdo direta nos linfocitos T CD4". Estudos

complementares sdo necessarios para esclarecimento destas questdes.

6.2.4 Correlacdo entre IDO e Infiltracao Linfocitaria Intratumoral

Segundo as consideragdes iniciais deste trabalho, a IDO poderia estar
envolvida na imunorregulacdo dos TCTB com concomitante modulacdo de
linfécitos justificando assim a minima infiltracdo linfocitaria intratumoral
encontrada nesses tumores. Porém os resultados obtidos mostraram, pela
andlise semi-quantitativa e quantitativa, a inexisténcia de correlagdo entre os
niveis de expressdo da IDO e infiltrac&o intratumoral de linfécitos T CD4" e
CD8". Embora os valores de r tenham demonstrado valores sugestivos de
fraca correlacdo entre essas variaveis, os valores de p nao foram

significantes.
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Apesar disso, os artigos publicados mostram evidéncias consistentes
do efeito imunomodulador da IDO nos linfécitos T CD4" e CD8". Acredita-se
gque a existéncia de outros mecanismos imunomoduladores tanto quanto a
modulagdo linfocitaria através de linfonodos regionais, justifique tais
resultados. Outro trabalho do nosso grupo desenvolvido como tese de
doutorado mostrou que micrometastases eventualmente causam
macrometastases. Cerca de 50% dessas micrometastases sao eliminadas
pelo sistema imune e ndo se observa evolucdo para macrometastase ou
mesmo metastases detectaveis clinicamente. Talvez, fenbmenos como a
neoangiogénese, conforme estudos de Mandriotta, tenha influéncia no

evento metastatico e contribuam para este processo.

6.2.5 Andlise Multivariada por Regresséao Logistica

A andlise univariada, apenas a variavel infiltracdo intratumoral de
linfocitos T CD4" mostrou diferenca significante entre os grupos comparados
sendo associado mais especificamente a ocorréncia de metastase linfatica,
termo esse utilizado devido ao fato de todos os casos com metastase
linfatica apresentarem esse diagndstico na época do procedimento
operatério e avaliacdo anatomopatoldégica. Nao foram observadas
metastases linfaticas durante os 5 anos de seguimento, apenas metastases
hematogénicas. Em vista disso, o termo mais apropriado consiste na
associagdo entre niveis de linfocitos T CD4" e metastases e n&o predicéo de
risco.

Todas as demais variaveis analisadas neste estudo apresentaram
p>0,1. Sendo p igual ou menor que 10% o valor previamente estabelecido
como ponto de corte na tentativa de selecionar todos os fatores que
pudessem ter alguma influéncia na ocorréncia do evento estudado, nao foi
possivel a realizacdo da analise multivariada por regressao logistica como

inicialmente proposto.
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7. CONCLUSOES

A. Existe a presenca da enzima Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) em

tumores carcinoides tipicos broncopulmonares.

B. A expressdo da IDO no tumor primario ndo mostrou-se como variavel
preditiva de metastase nos portadores de tumor carcinoide tipico

broncopulmonar.

C. Ha minima infiltragdo intratumoral tanto de linfécitos T CD4" e CD8"

sendo a infiltrag&o predominante de linfécitos T CDS8".

D. Néo foi identificado correlacdo entre a infiltracdo linfocitaria intratumoral e

0s niveis de expresséo da IDO.

E. O nivel de infiltracdo tumoral de linfécitos CD4" foi identificado como
variavel associada a ocorréncia de metastase nos tumores carcinoides

tipicos broncopulmonares, mais especificamente nas metastases linfaticas.

F. A relagdo entre as variaveis IDO, linfocitos T CD4" e CD8" e 6bito nédo
pode ser estudada devido a inexisténcia de oObitos relacionados aos tumores
carcinoides tipicos broncopulmonares durante o periodo de seguimento do

estudo.
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ANEXOS

8.1 Anexos A

Tabela 1 — Comparacgéo por Grupos e Subgrupos
do Estadiamento TNM — 62 e 72 edigcdo

62 ed 72 ed

Estadiamento

A

19 15
3 9
B 0
7
B ©
(AVZ - 1
VB - 2

AV 4 1**

Total Casos 64 64

* Classificacdo TNM 62 edicdo — sem divisédo por

subgrupos
** Sjtio de Metastase Indeterminado



ANEXOS

8.2 Anexo B

Tabela 5 — Dados Clinicos e Histopatologicos

dos Pacientes Incluidos no Estudo

n Pais Género Ida Local Tipo Stat T N M Estad LNs LNs
Origem de Tu Op 5a Ressec  Pos

continua
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n Pais Género Ida Local Tipo Stat T N M Estad LNs LNs

Origem de Tu Op ba Ressec Pos
38 F 2 58 1 2 1 2 0 O 1B 0
39 F 2 67 1 1 1 1 0 O 1A 0
40 F 2 29 0 4 1 1 0 O 1A 0
41 B 1 62 0 2 1 2 0 O 1B 12 0
42 B 1 17 0 2 1 2 0 O 1B 12 0
43 B 2 42 0 4 1 3 0 O 1]5] 5 0
44 B 2 32 0 4 1 3 0 O 11B 7 0
45 B 1 37 1 2 1 1 0 O 1A 8 0
46 B 2 20 0 5 1 3 0 O 1B 8 0
47 B 2 36 0 2 1 1 0 O 1A 6 0
48 F 1 65 1 1 1 1 2 O llla 5 2
49 F 1 30 0 3 1 3 1 0 llla 6 2
50 F 2 47 0 3 1 2 1 0 lIb 12 2
51 F 2 74 1 2 1 1 1 O lla 6 1
52 F 1 55 0 8 1 2 2 0 llla 5 1
53 F 2 36 1 2 1 1 1 O lla 5 1
54 F 1 43 1 2 1 1 2 0 llla 5 1
55 F 2 19 0 2 1 2 0 1 IVA 9 0
56 F 2 50 1 2 0 1 0 1 IVB 8 0
57 F 1 44 0 2 1 2 2 1 VB 6 4
58 F 2 49 0 2 1 2 1 0 1A 5 1
59 B 2 18 0 4 0 3 1 0 1A 20 1
60 B 1 42 0 2 1 2 2 0 A 10 2
61 B 2 42 0 2 1 1 0 1 \ 5 0
62 B 1 32 0 4 1 1 1 0 1A 17 1
63 F 1 63 1 2 0 2 1 0 1A 6 1
64 B 1 45 0 2 1 2 2 0 A 16 1

conclusao

Legenda: Género — masculino: 1 e feminino: 2 ; Localizacdo Tumoral: Central: 0 e
Periférica:1; Tipo Operacdo: Nodulectomia:0, Segmentectomia: 1, Lobectomia: 2,
Bilobectomia: 3, Pneumonectomia: 4 e Broncoplastia: 5; Status (aos 5 anos de
seguimento): 6bito:0 e vivo:1; LNs Res — Nimero de Linfonodos Ressecados no Ato
Cirargico; LNs Pos - Numero de Linfonodos Positivos ap6s avaliacdo

anatomopatolégica.

Nota: Os valores de 1-47 e 48-64 dos anexos B e C representam casos negativos e

positivos para metastases, respectivamente.
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ANEXOS 71

8.3 Anexo C

Tabela 7 — Resultados da Analise Imunohistoquimica

dos Marcadores IDO e Linfécitos T CD4 e CD8

IDO DO IDO DO
CD8 CD4 n CD8  CD4
n SQA QA SQA QA

1 118,10 1015 0,2 0 33 122,80 675 0,3 0

3 134,35 607,5 05 0 35 127,02 695 0,5 0,2

131,61 705 0,3 37 129,67 945 0,4 0,4

122,80 575 0,3 39 125,76 1315 0,2

112,17 1045 0,4 41 128,29 10125 0,6

120,27 485 0,5 43 133,36 825

124,80 597,5 0,2 45 127,89 475 0,3 0,3

118,39 1005 0,3 47 128,37 475 0,2

17 132,39 7375 0 0 49 132,63 915 0,6 0

19 123,43 900 0,8 0 51 131,21 10475 0,2 0

21 133,81 900 0 0 53 129,52 475 0 0

23 123,62 520 0,2 0 55 138,87 775 0,2 0

25 121,12 432,5 0,1 0,2 57 129,21 767,5 0,3 0

137,82 1305 0,3 59 115,57 950 0,2

128,08 1007,5 61 113,57 790

122,46 955 0,8 63 126,54 950 0,2

Legenda: IDO SQA: Niveis de Expressédo da IDO pela Anélise Semi Quantitativa;
IDO QA: Niveis de Expresséo da IDO pela Analise Quantitativa.
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