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RESUMO

Moraes-Neto, DM. Predicdo do risco individual de micrometastase do
tumor carcindide tipico broncopulmonar em funcdo de varidveis clinicas,
anatomopatoldgicas e biomarcadores teciduais [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010.

Introducdo: Os tumores carcindides broncopulmonares tipicos sao
proliferacdes malignas neuroendocrinas. Até bem pouco tempo eram
consideradas como adenomas, isto €, tumores benignos. Porém com o
avanco dos estudos anatomopatoldgicos, foi identificada a sua face
maligna, pois apresenta as principais caracteristicas das neoplasias
malignas, quais sejam: metédstase e invasdo tecidual local. Além das
metastases, estes tumores sdo capazes de produzir outra entidade ainda
pouco estudada e conhecida que é a micrometastase. Estas correspondem
a metastases menores que 2mm de diametro, que podem ou nao se
desenvolver, causando recidiva tumoral. Por sua vez as micrometastases
sao divididas em grupos de células tumorais, com diametro de 0,2 a 2mm e
células tumorais isoladas, com didametro menor do que 0,2 mm. A literatura
nos mostra que a incidéncia de micrometastase varia entre 10 a 90% dos
pacientes em diversos tumores estudados. No caso dos carcindides tipicos
temos pouca informacao a respeito, sendo que a literatura nos mostra que
a micrometastase em tumores carcindides é considerada com fator de pior
prognoéstico. Porém ndo é o que observamos clinicamente, uma vez que
temos o seguimento de inUmeros pacientes por mais de 10 anos, sem a
recidiva tumoral em linfonodos mediastinais (seguimento clinico-
radiologico). Objetivos: Verificar a presenca de micrometastases em suas
diversas formas, em pacientes portadores de carcindide tipico
broncopulmonar, e verificar a possibilidade da predi¢cao do risco individual
destas  micrometastases em funcdo de varidveis clinicas,
anatomopatologicas e biomarcadores teciduais. Casuistica e Métodos:

Quarenta e nove pacientes portadores de carcinoide tipico broncopulmonar
com acompanhamento minimo de 5 anos foram estudados. Todos foram
submetidos a resseccdo linfonodal por amostragem ou radical. As
seguintes variaveis foram coletadas dos prontuarios ou por entrevista:
género, idade, localizacdo do tumor em relacdo a carina (central ou
periférico), didmetro da lesdo, comprometimento da margem cirdrgica,
estadiamento TNM, ocorréncia de metastases linfonodais, bem como
quantidade de linfonodos acometidos por neoplasia em relagdo ao total
dissecado, metastases a distancia e tempo de sobrevivéncia. Os
linfonodos foram analisados por coloragédo de hematoxilina-eosina e por
imuno-histoquimica (Sinaptofisina e Cromogranina A) para pesquisa de
micrometastase. Resultados: O grupo foi composto por 19 homens
(38,8%) e 30 mulheres (61,2%). A idade média dos pacientes foi de 41,3
anos. Houve uma distribuicdo regular entre todos os lobos pulmonares
acometidos. Em relacdo as vias aéreas, 78% dos tumores eram centrais e



22% eram periféricos. O didmetro do maior eixo do tumor priméario dos 49
pacientes variou de cinco a 80 milimetros, com mediana de 25 e intervalo
interquartil 25 a 75% entre 16 e 35 milimetros. Em 54% dos casos foi
realizada lobectomia pulmonar, 18% pneumonectomia, 12% bilobectomias
e 16% procedimentos poupadores (segmentectomias, broncoplastias e
nodulectomias). Em 12% dos casos houve comprometimento da margem
cirurgica. Em 42,8% dos casos houve imunomarcacdo por pelo menos um
dos biomarcadores Sinaptofisina ou Cromogranina A para micrometastase.
Em 18,4% dos casos foi diagnosticada macrometastase linfatica, e em 1
caso ocorreu metastase hematogénica. Foram realizadas 4 baterias de
testes avaliando 0s grupos sem e com metastases/micrometastases para
se verificar a possibilidade de predicdo do risco individual de
micrometastase. Conclusdo: Foi possivel encontrar micrometastases
linfaticas utilizando imuno-histoquimica (Sinaptofisina e Cromogranina A).
N&o foi possivel predizer o risco individual de micrometastases nos grupos
estudados. Nao houve diferenca entre os grupos sem e com qualquer tipo
de micrometastase. N&o foi possivel estabelecer correlagdo entre
incidéncia de metastase e micrometastase nesta amostra populacional.

Descritores: 1. TUMOR CARCINOIDE/cIassif[cagéo 2.TUMORES
NEUROENDOCRINOS/classificacdo 3.METASTASE/patologia
4. MICROMETASTASE/patologia



SUMMARY

Moraes-Neto, DM. Prediction of the individual risk of micrometastasis of the
bronchopulmonary carcinoid tumors in function of clinical and
anatomopathological features and biomarkers. [tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2010.

Introduction: The typical lung carcinoids are neuroendocrine tumors. Until
short time ago they were considered adenomas, that is, benign tumors.
Although, due to the anatomopathologic advances, it was identified its
malignant behavior, once it presents the main characteristics of the
malignant tumors: matastasis and local invasion. Beyond the metastasis,
this tumor is able to produce another entity not yet well studied, the
micrometastasis. This corresponds to metastasis shorter than 2mm in
diameter that can or not develop and cause tumoral recurrence. The
micrometastasis are divided in two groups: clusters, with diameter between
0,2 and 2mm, and isolated tumor cells, with diameter less than 0,2mm. The
medical literature shows that the incidence of micrometastasis of different
tumors has a wide variation, between 10 to 90%. In the case of the typical
lung carcinoids few information is presented, and the presence of the
micrometastasis worsen prognosis. On the other hand this is not what we
usually see clinically, once the follow up of numerous patients of our
casuistic for more than 10 years did not show the recurrence of the
desease in the mediastinal lymphnodes. Objectives: Verify the presence of
micrometastasis in its various forms in patients comited by lung carcinoid
tumors and verify the possibility to predict the individual risk of
micrometastasis from clinical and anatomopathological variables and tissue
biomarkers. Casuistic and Methods: Forty nine patients with lung
carcinoid tumors with follow up of at least 5 years were studied. All of them
were submitted to mediastinal lymphnode dissection during the surgical
procedure. The data collected was: age, gender, tumor location (central or
peripherical), diameter, compromised surgical edge, TNM stage, lymphatic
metastasis, hematogenic metastasis and survive. The lymphnodes were
analised by Hematoxilin-Eosin and immunohistochemistry (Synaptophysin
and Chromogranin A) in order to search for micrometastasis. Results:
There were 19 men (38,8%) and 30 women (61,2%) with a mean age of
41,3 years. There was a regular distribution in all pulmonary lobes. There
were 78% of central and 22% periferic tumors. The diameter varied
between 0,5 to 80mm, with median in 25. In 54% of the cases was
performed pulmonary lobectomy, in 18% pneumonectomy, in 12%
bilobectomy and in 16% other procedures (bronchoplasty, wedge resection,
nodulectomy). In 42,8% there was immunostaining with Synatophysin or
Chromogranin A to micrometastasis. In 18,4% was diagnosed
macrometastasis and in 1 case there was haematogenic metastasis. It was
done 4 batteries of statistical tests to verify the possibility of prediction of
the individual risk of micrometastasis. Conclusion: It was possible to find
lymphatic micrometastasis using immunostaining with Synaptophysin and
Chromogranin A. It was not possible to predict the individual risk of
micrometastasis in the studied groups. There was no difference between



the groups with or without micrometastasis. It was not possible to estabilish
a correlation between the incidence of macro and micrometastasis in this
population.

Key words: 1. CARCINOID TUMORS/classification 2. NEUROENDOCRINE
TUMORS/classification 3. METASTASIS/ pathology
4. MICROMETASTASIS/pathology
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1. INTRODUCAO

Ha centenas de anos a ciéncia busca incessantemente o entendimento e a
cura dos processos morbidos do corpo humano. Dentre estes processos, as
neoplasias podem constar no rol principal, juntamente com as doencas cronico-
degenerativas e infecto-parasitarias. As neoplasias malignas, denominadas
popularmente como “"canceres", vém obtendo destaque mundial devido ao
aumento gradual de sua incidéncia, fato este explicado pelos excessos e maus
habitos da populacéo e ainda pela melhoria dos meios diagndsticos.

Dentre as neoplasias, tem-se visto que as originarias do pulméao,
principalmente as de origem broncogénica, vém nos ultimos anos causando o
sofrimento e a morte de milhares de pacientes. Atualmente as neoplasias de
pulm@o sdo as que mais causam o6bito no mundo. Por outro lado, um pequeno
contingente deste grupo, os tumores carcindides tipicos broncopulmonares,
tumores pulmonares de origem neuroenddcrina, tém passado despercebido no
cenario de dor e sofrimento causados pelos canceres. Sao
tumores considerados desde a sua identificacdo até ha pouco tempo como
benignos (adenomas), e atualmente como tumores de baixo potencial maligno.
Porém, vé-se hoje que na pratica clinica a situacdo nao é tdo simples como se
acreditava. Tem-se descoberto pacientes com tumores carcindides tipicos
broncopulmonares apresentando metastase durante a dissec¢cdo do mediastino
ou em algum momento de seu acompanhamento pds-cirdrgico.

Geralmente costuma-se minimizar a real importancia clinica da situacgéo.
Justifica-se que o risco epidemiolégico da ocorréncia de metastase ou morte

7

decorrente desses tumores é baixo. Ao se diagnosticar uma metastase
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hematogénica em um paciente que ja havia recebido alta ambulatorial por estar
curado, ou uma metastase linfatica durante a analise anatomopatolégica, diz-se
que este paciente foi vitima do contingente de 10% dos casos de tumor
carcinoide tipico relatado na literatura médica que apresenta metastase. Porém
para este paciente com metastase, a sua evolucédo € de 100% de sofrimento,
uma vez que nao tera como opc¢ao terapéutica nem a quimioterapia nem a
radioterapia convencional “°, e que poucos pacientes terdo acesso a
microrradioterapia-alvo intracelular ou a terapia alvo com nanoparticulas,
disponinel apenas nos sistemas de satde publica de alguns paises europeus *®
9 E ainda pior, dado que mesmo estes tratamentos mais avancados podem
nao ser totalmente efetivos e o paciente pode vir a sucumbir de seu

pretensamente dito “tumor de baixa malignidade”, “indolente”.

E imperativo predizer o risco individual da ocorréncia de metastases,
identificar os pacientes que possuem risco maior para eventos morbidos e
instituir tratamento mais adequado, ao invés de se preconizar 0 mesmo
procedimento indiscriminadamente para todos os pacientes. Ao se instituir a
mesma conduta para todos os pacientes, incorre-se no risco de se propor
resseccfes econdmicas e cirurgias poupadoras, como segmentectomias
pulmonares ou enucleacdes, para o tratamento destes tumores em pacientes
gue eventualmente tenham tumores mais agressivos; assim como o de se
proceder a ressecgfes extensas, como lobectomia ou até mesmo
pneumonectomias, dado que muitos desses tumores localizam-se no brénquio
principal, com esvaziamento linfatico do mediastino e do hilo pulmonar, em

pacientes que apresentam tumores realmente indolentes, pouco agressivos, ou

eventualmente até mesmo benignos.



Introdugdo 4

Ainda dentro do campo das metastases, tem-se notado o aparecimento
destas, com tamanho inferior a 2 milimetros, denominadas micrometastases.
N&o sabemos ao certo o papel deste fenbmeno. S&o mais precoces do que as
metastases, e possivelmente precursor das mesmas. Relatos da literatura tém
mostrado que esta situacado, isto é, a presenca de micrometastases, piora o
prognéstico dos pacientes acometidos 2.

E neste cenario que o grupo de estudo de Neoplasias Neuroenddcrinas do
Servico de Cirurgia Toracica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, pautado pela assisténcia e pesquisa, vem
desenvolvendo o seu trabalho de identificacdo destes casos, na tentativa de
estabelecer parametros através de critérios clinicos, anatomopatolégicos e
imuno-histoquimicos para a identificacdo de possiveis pacientes cuja evolucao
sera desfavoravel. Através de estudos realizados pelo grupo nestes pacientes,
verificou-se que alguns marcadores imuno-histoquimicos como o p53, Ki-67,
Bcl-2, Bax, caspase 3 ativada, LYVE 1, receptor 2 de somatostatina, densidade
de micro-vasos e densidade de fibras estromais estdo relacionados com
metastases *°. Além disso, o género masculino e a posicéo periférica do tumor
também estdo relacionados a maior incidéncia de metastase, assim como a
faixa etaria elevada possui uma tendéncia ao mesmo fenémeno.

Poucos trabalhos tém sido publicados em relacdo a presenca de
micrometastases nos tumores carcindides tipicos broncopulmonares. Nao se
tem idéia da real incidéncia deste fendmeno, nem de que forma isto influencia
no processo de morbidade. Entende-se atualmente que as micrometéstases sao
0 passo inicial para o desenvolvimento de macrometastases. Portanto este

trabalho foi idealizado para se verificar se ha presenca de micrometastase em
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tumores carcinoides tipicos broncopulmonares e verificar se ha relacdo entre
variaveis clinicas, anatomopatolégicas e biomarcadores com o aparecimento e
desenvolvimento das mesmas. Além disso, pretende-se construir um modelo de
predicdo de risco individual de micrometastase em pacientes com carcindide
tipico broncopulmonar através da analise dessas variaveis candidatas a

predizerem o fendbmeno.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Os tumores carcindides foram inicalmente descritos por Lubarsch em
1888, quando este encontrou multiplos tumores no ileo distal em dois pacientes
submetidos & autdpsia *. Porém o termo karzinoide foi cunhado por Oberndorfer
em 1907 para descrever tumores histologicamente similares aos carcinomas,

7

porém com comportamento mais indolente, isto é, menos agressivo, que
poderiam ocorrer tanto no trato respiratério quanto no trato digestorio 2.
Atualmente sabe-se que estes tumores podem se desenvolver em Vvarios
tecidos do corpo, nos quais existam células do sistema neuroenddcrino difuso.
Em todas as classificagdes iniciais predominava o conceito de que os tumores

carcindides eram benignos e apesar dos relatos de casos com metastases no

decorrer do século XX 3, tal concepcéo errdnea perdurou até a década de 1990.

Os tumores carcinéides se originam de células neuroendécrinas
denominadas células de Kulchitsky, localizadas na mucosa brénquica * °. Estas
células estao presentes em todo o epitélio broncopulmonar, isoladas ou em
grupos, porém sao mais freqlentes nas regiées centrais, isto €, nos brénquios
principais e lobares, e mais raras nas regides periféricas do pulméo > ¢ . As
células de Kulchitsky possuem a fungdo de quimiorreceptores e sédo sensiveis

as alteracBes das pressdes de gases alveolares ou sangiiineos ’.

As células de Kulchitsky, assim como o0s tumores carcinbides, sao
caracterizadas histologicamente por reacdes positivas as coloracdes de prata
(argentafins) 8, porém atualmente utilizam-se técnicas de imuno-histoquimica

para o diagndstico histolégico e caracterizacdo neuroenddécrina. Os marcadores
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utilizados sdo: Cromogranina A, Sinaptofisina e Enolase Neurdnio-especifica *
°. Estes marcadores estdo associados & proteinas citosélicas, vesiculas e aos
granulos secretorios destas células e sao especificos para se marcar tecido

neuroendocrino.

2.1 ESPECTRO DAS LESOES NEUROENDOCRINAS

Considera-se que as lesdes neuroenddcrinas possuam um espectro

crescente de malignidade.

2.1.1 HIPERPLASIA DE CELULAS NEUROENDOCRINAS

No pélo mais benigno do espectro das lesbes neuroendocrinas, encontra-
se as diversas formas de proliferacdo por mera hiperplasia celular, com células
neuroendocrinas diferenciadas, que por sua hatureza supostamente nao
neoplasica, obviamente devem sempre respeitar os limites da membrana basal.
A Organizacdo Mundial de Saude define hiperplasia idiopatica difusa de células
neuroendocrinas pulmonares como: “proliferacbes generalizadas de células
isoladas esparsas, ou em pequenas formagdes nodulares (corpos
neuroendocrinos), ou proliferacdes lineares das células neuroendocrinas que

devem obrigatoriamente estar confinadas ao epitélio brénquico ou bronquiolar,
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na auséncia de outras causas que possam induzir a proliferacdo de células

neuroenddcrinas pulmonares” *°.

2.1.2 “TUMORLETS”

Outra forma de proliferacdo neuroenddécrina sdo os chamados “Tumorlets”,
que sdo agrupamentos de células neuroenddcrinas de até 5 milimetros que
podem ocorrer ao redor de processos patologicos nas situacdes mais diversas
tais como neoplasias, infec¢des e qualquer processo que desencadeie resposta
inflamatoria. Ndo € conhecida a causa de tal fendmeno. Para ser considerada
“Tumorlet,” a hiperplasia obrigatoriamente deve possuir até 5 milimetros, sendo
que a partir deste diametro € classificada arbitrariamente como tumor carcinéide
tipico. Nao existem evidéncias convincentes de que as hiperplasias ou
“tumorlets” evoluam para lesdes malignas, apesar de opinides isoladas em
contrario **. Algumas evidéncias epidemiolégicas demonstram que cada grupo
de proliferacbes, seja hiperplasia, “tumorlets” ou carcinoides, parece ser

independente *. (Figura 1)
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Figura 1 — Fotomicrografia de lamina corada porimu  no-
histoquimica para Sinaptofisina em aumento de
200x com visualizacao de “Tumortet”.

2.1.3 CARCINOIDES

Até meados da década de 1980 os tumores carcinoides eram classificados
como adenomas por possuirem uma baixa taxa de crescimento. Acreditava-se
gue sempre teriam uma evolucdo favoravel, com malignidade intermediaria
entre o hamartoma e os carcinomas broncogénicos primarios do pulmao. Esta
classificacdo se baseia na verificacdo de que estes pacientes possuem altas
taxas de sobrevivéncia * > * Porém, devido ao fato de que pacientes
apresentavam metastases hematogénicas e linfaticas, com evolugéo claramente
maligna, demonstrou-se que alguns destes tumores deveriam ser considerados
como possiveis carcinomas bem diferenciados ou moderadamente

diferenciados, e que exigiam novas classificacbes e a descoberta de novos
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5,8, 15

critérios prognaosticos , para que se pudesse calcular o risco individual da

ocorréncia de metastases *°.

2.2. CLASSIFICACAO DOS TUMORES NEUROENDOCRINOS

BRONCOPULMONARES

2.2.1. HISTORICO DA CLASSIFICACAO

Apesar da distincdo entre os tumores carcindides tipico e atipico
broncopulmonares ter sido primeiramente descrita por Engelbreth-Holm em
1944 ", foi somente em 1972 que critérios foram criados por Arrigone et al para
separar estes dois tipos pelo grau histolégico de malignidade *. O primeiro foi
considerado como neoplasia de baixo grau de agressividade, sem potencial

metastatico.

A partir desta classificacdo inicial, tem-se confirmado a existéncia de um
espectro de malignidade dos tumores neuroenddcrinos, que se inicia nas
hiperplasias neuroenddcrinas, passando pelos tumores carcindides tipicos (de
baixo grau) e atipicos (de grau intermediario), até neoplasias de alto grau de
malignidade como o carcinoma neuroendocrino de grandes células e o
carcinoma de pequenas células ' * % Entretanto, a distincdo entre tumores
carcindides tipicos broncopulmonares e outros tumores neuroenddcrinos

broncopulmonares mais agressivos neste periodo inicial foi problematico,
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apesar da existéncia de varios esquemas de classificacdo propostos. Nenhuma
destas classificacdes foi amplamente aceita e aplicada, pois critérios especificos
de diagnéstico foram descritos superficialmente 1. A classificacdo de tumores
neuroendocrinos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 1981 define
somente que carcinoides atipicos possuem atividade mitética aumentada, sem,
porém, quantificar o numero de mitoses por campo, celularidade aumentada e
possivel presenca de necrose ?2. Surgiram ainda outras classificacdes como a
de carcinomas de células de Kulchitsky, na qual apenas modificou-se a
nomenclatura. O tumor carcindide tipico broncopulmonar foi chamado de
carcinoma de célula de Kulchitsky I, o tumor carcindide atipico broncopulmonar,
de carcinoma de célula de Kulchitsky Il e o carcinoma de pequenas células, de
carcinoma de Kulchitsky 11l °. As discussdes permanecem, pois o curso clinico
diverso alerta para a possibilidade de existirem varias entidades nosologicas

classificadas como tumor carcinéide tipico broncopulmonar.

2.2.2. CLASSIFICACAO ATUAL

Desde a classificacdo da OMS, de 1999, confirmada pela de 2004,
propde-se um critério mais rigoroso para a classificacdo dos dois grupos de
tumores carcinoides, tipico e atipico, tendo sido baseada nos trabalhos de
Travis et al !> 2%, Esta também traz critérios para a classificacdo dos demais
tumores pertencentes ao espectro de proliferagbes neuroendocrinas, 0s
carcinomas neuroenddcrinos indiferenciados de grandes células e de pequenas

células (Tabela 1) .
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Tabela 1 — Critérios histopatolégicos de classifica ¢do dos carcinomas
neuroendocrinos

Diametro da Mitoses Contorno
Tumor célula (um) Necrose (10 Nuclear Nucléolo
H CGA)
Tumor Carcindide Regular  Ausente
- <
Tipico 50-70 0 =2 (0) (0)
Tumor Carcindide Irregular Ausente/
Atinico 40-50 +a ++ 3a9 +) Presente
g (0a+)
Carcinoma ++a Ireqular Ausente/
Neuroendocrino de 40-60 >10 g Presente
, +++ (+a++)
Grandes Células (+a+++)
Carcinoma +ra Irreqular Ausente/
Neuroendocrino de 15-30 >10 9 Presente
. +++ (+++)
Pequenas Células (Oa+)

Fonte : Travis WD et al, 1999.

CGA — campo de grande aumento

+ - uma cruz / ++ - duas cruzes / +++ - trés cruzes (medida empirica de
intesidade).

Os tumores carcindides tipicos possuem 0s seguintes critérios: morfologia
neuroendécrina, menos de duas (2) mitoses/2mm? (10 campos microscépicos
de grande aumento — CGA), auséncia de necrose e diametro acima de cinco
milimetros. Os tumores carcinodides atipicos por sua vez possuem 0s seguintes
critérios: morfologia neuroendécrina com duas (2) a dez (10) mitoses/2mm? (10
campos de grande aumento — CGA), ou presenca de necrose. Os carcinomas
neuroendocrinos de grandes células, assim como os de pequenas células
também pertencem a este espectro, possuindo altas taxas mitéticas e presenca

de necrose, geralmente em grandes areas '® ** ?°,

Segundo a maioria das seéries descritas na literatura, clinicamente os
pacientes com tumores carcindides broncopulmonares tipicos tendem a
apresentar bom progndéstico, com baixo grau de malignidade evoluindo com

baixa incidéncia de metastases linfaticas e hematogénicas, com taxas de cinco
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anos de sobrevivéncia entre 87% a 100% ® 2 2’ porém, um estudo franco-
brasileiro, que acompanhou por mais de dez anos duas coortes de 330
pacientes operados por tumor carcinoide tipico, apresentou uma incidéncia de
metéstases linfaticas por volta de 20% e de hematogénicas por volta de 10% *°.
Ja os tumores carcindides atipicos apresentam um grau de malignidade maior,
exigindo uma intervencdo mais agressiva para tratamento adequado, isto €,
lobectomia pulmonar. Eles apresentam metastases para linfonodos mediastinais

em 30% a 50% dos casos & 2°,

2.3. APRESENTACAO CLINICA

Os tumores carcindides broncopulmonares representam cerca de 25% de
todos os tumores carcinéides do organismo, tendo maior frequiéncia no trato

gastrointestinal %* 3%,

Também correspondem a 0,5% a 5% dos tumores
primarios de pulmao % 3% % 0Os tumores carcinéides tipicos perfazem 60% a

70% dos tumores carcindides broncopulmonares, e os atipicos de 30% a 40%

25, 27, 28

Varios estudos epidemiolégicos acerca dos tumores carcindides bronco-
pulmonares tém sido realizados, baseados em séries clinicas e patoldgicas e
registros populacionais, mostrando um aumento da incidéncia dos mesmos nas
Gltimas décadas ' **. Alguns autores atribuem este fato & melhor utilizacdo e
25, 36.

maior capacidade de diagndéstico das formas de exames complementares

Apesar da taxa exata de incidéncia dos tumores neuroenddécrinos ser
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desconhecida, devido a sua variagcdo em diferentes populacdes e diferentes

tipos de estudos, a incidéncia estimada é de 1 a 2/ 100000 habitantes 2% 3% 34,

Os pacientes com carcindide tipico broncopulmonar geralmente se

encontram entre a quarta e a sexta décadas de vida ** 33

, sendo que a maioria
apresenta tumores centrais em sua localizacdo. Cerca de 60% a 90% destes
pacientes sdo sintomaticos, sendo que 0s principais sintomas sao decorrentes
da obstrucdo parcial ou total da luz da via aérea, e sdo 0s seguintes: tosse,
hemoptise e dor toracica. Podem também desenvolver pneumonias de repeticao
2 38 Entretanto, os tumores periféricos sdo assintomaticos na sua grande
maioria, e em muitos casos podem ser diagnosticados apenas em exames de
rotina, como descrito em uma seérie francesa, onde o0s pacientes tinham

diagnoéstico de tumor carcindide tipico broncopulmonar em exames realizados

pelo sistema publico de medicina do trabalho *°.

A maioria dos tumores carcindides tipicos broncopulmonares apresenta
habitualmente um comportamento indolente, de crescimento lento e sem sinais
de invasdo ou metastase. Porém 10% a 15% destes pacientes desenvolvem
metastase linfatica e/ou hematogénica, mostrando uma evolucao diferente da
esperada para esta classe de tumores, com sobrevivéncia reduzida 2* 3% *°,
Fica entdo o questionamento se somente 0s critérios histopatologicos classicos
sdo realmente suficientes para se realizar uma classificacdo prognoéstica dos
tumores carcindides, ou se existe a necessidade da analise de novos critérios,

dentre eles, por exemplo, os biomoleculares, para uma melhor estratificagéo

desta neoplasia *.



Revisdo da Literatura 16

2.4. TRATAMENTO

2.4.1. CIRURGIA

O atual tratamento de escolha, com intuito curativo, para 0s tumores
carcindides tipicos broncopulmonares, é a ressecc¢do cirrgica. E o Gnico
. : P 18, 31, 39, 40 ; >
procedimento que se pode dizer que possibilita a cura . Devido a
baixa incidéncia de metastases linfatica e hematogénica relatadas na literatura,
existe uma tendéncia a se utilizar procedimentos poupadores do parénquima
pulmonar (enucleacdes, broncoplastias, segmentectomias e resseccfes em

Cunha) 18, 28, 31, 41

, em detrimento ao tratamento classico que é utilizado nos
casos de carcinomas nao-pequenas células do pulméo, que € a lobectomia
pulmonar ou pneumonectomia com disseccdo linfatica hilar e mediastinal

ipsilaterais *2.

2.4.2. QUIMIOTERAPIA

O uso da quimioterapia nos tumores carcindides € limitado, pois sua
atividade no tumor primario, nas metastases hematdgenicas e nos sintomas da

sindrome carcindide é pouco efetiva e com inimeros efeitos colaterais.

Existem apenas trabalhos mais antigos que descrevem tratamento

quimioterapico tradicional para estes tumores ** ** % Estes regimes eram
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baseados nos derivados de platina (cisplatina e etoposide) ou incluiam

% Os resultados devem ser

ciclofosfamida, doxorrubicina e vincristina
avaliados com critério, devido ao pequeno numero de pacientes em cada um
destes estudos, sendo que ndo existem ainda evidéncias satisfatorias de real

beneficio com a utilizacdo destes regimes “.

2.4.3. RADIOTERAPIA

A radioterapia ap0s resseccao tumoral em carcinéides broncopulmonares
tipicos parece ser controversa. A utilizacdo de radioterapia pds-operatoria para
controle local ndo difere da evolugdo natural da doenca quando se realiza
apenas cirurgia *°. A utilizacdo de radioterapia em doenca avancada e para
controle paliativo de lesdes sintomaticas tém demonstrado eficacia *’. Dentre
estas lesdes sintomaticas, as lesbes 0sseas metastaticas sdo as mais tratadas
com radioterapia. A utilizacdo de radioterapia pos-operatOria em pacientes com
tumor carcindide atipico com linfonodos positivos, 0s quais tém uma taxa local

de recorréncia maior, pode ser benéfica *°.

Atualmente, em uso na pratica clinica ha décadas em servicos europeus,
pode-se lancar mao da microrradioterapia intracelular sob os preceitos da
terapia alvo. Nesta modalidade terapéutica isOtopos citotoxicos s&o
transportados as células malignas com o auxilio de analogos de somatostatina

administrados de forma intravenosa 8 4% %
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2.5. METASTASES

2.5.1. MACROMETASTASES

Metastases sdo implantes tumorais sem continuidade com o tumor
primario. Esta € a caracteristica principal de um tumor maligno, pois o benigno
nao possui esta capacidade. A invasividade do tumor lhe permite penetrar em
vasos linfaticos e sanguineos, além de cavidades, permitindo oportunidades de

disseminacéo .

Os tumores carcindides broncopulmonares tipicos também possuem esta
capacidade, sendo este o principal motivo de serem classificados como
neoplasia maligna °. Cerca de 10 a 15% dos pacientes desenvolvem metastase

linfatica e/ou hematogénica, evoluindo com sobrevivéncia reduzida * 2% 3%,

2.5.2. MICROMETASTASES E CELULAS TUMORAIS ISOLADAS

Sabe-se ainda que os carcindides tipicos broncopulmonares podem
produzir micrometastases, isto €, metastases menores do que 2 milimetros, em
linfonodos mediastinais °%. Este fendmeno pode representar, segundo alguns
autores, um sinal de agressividade. No momento ainda ndo se sabe exatamente

a real incidéncia deste fenbmeno e se esta situacao influi realmente de forma
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negativa no prognostico do paciente. Teoricamente, se fosse feita uma analise
simplificadora da questdo, poder-se-ia dizer que a incidéncia seria a mesma do
gque a de macrometastase, e que todas as micrometastases tardiamente
evoluiriam para macrometastases devido ao crescimento tumoral. Entretanto,
ainda ndo ha evidéncia que suporte tal hipotese, mas a literatura e a experiéncia
no ambulatorio de tumores neuroenddécrinos de pulmao no Hospital das Clinicas
da Universidade de S&o Paulo mostram a existéncia de pacientes que
apresentam recidiva tardia dos tumores carcinoides tipicos broncopulmonares
nos linfonodos mediastinais, fato que corrobora a informacao acima para alguns
pacientes, isto €, que algumas micrometastases poderiam aumentar em
tamanho e evoluir para macrometastase * ?°. Este fato é relevante, no sentido
de se sugerir que o prognostico desta doenca depende da presenca de
linfonodos comprometidos pelo tumor, seja por macrometastase ou
micrometastase, possuindo impacto negativo na qualidade de vida, e talvez na

sobrevivéncia dos pacientes 2% 4+ %2,

Além das micrometastases, ainda podemos encontrar as células ou grupos
de células menores do que 0,2 milimetros, que sdo determinadas como células
tumorais isoladas ou células dormentes *3. Este fendmeno foi identificado pela
utilizacdo de imuno-histoquimica a partir da década de 80 para avaliacdo de
linfonodos e outros tecidos de pacientes portadores de neoplasias malignas. As
células tumorais isoladas sdo encontradas em 15 a 90% de pacientes,
considerando-se todos os tipos tumorais. Estes achados tém sido considerados
indicadores relevantes de progndstico e podem ser utilizados como critério de
escolha para tratamentos mais agressivos ou para terapia adjuvante. Desta

forma tem existido a necessidade da inclusdo das células tumorais isoladas no
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estadiamento TNM. Porém a real importancia das células tumorais isoladas
avaliadas como um fator independente de progndstico ainda esta por ser

provada >*. (Figuras 2 e 3)

A classificacdo TNM adota o seguinte critério em relacdo as
micrometastases e células tumorais isoladas: em caso de metastases menores
do que 2 milimetros (micrometastases) a nomenclatura se torna pN1(mi) ou
pN2(mi). Em caso de células tumorais isoladas, como nao existe evidéncia de
atividade tumoral destes grupamentos, elas séo classificadas como NO ou MO

(em caso de células em outros 6rgdos ou tecidos que nao o linfatico) 3.

Figura 2 — Fotomicrografia de lamina corada por imu  no-
histoquimica para Sinaptofisina em aumento de 50x
demonstrando micrometéstase do tipo grupo de
células neoplasicas (diametro 0,2 a 2,0mm).
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Figura 3 — Fotomicrografia de lamina corada porimu  no-
histoquimica para Sinaptofisina em aumento de 200x
demonstrando micrometéstase do tipo células
tumorais isoladas.

2.6. EMBRIOLOGIA

Para melhor compreensdo das metastases e micrometasteses
faremos uma abordagem da embriologia, anatomia e fisiologia do sistema
linfatico.

Existem duas teorias propostas para 0 desenvolvimento da
linfangiogénese: a centrifuga (ou de novo) que é a formacao a partir dos sacos

linféides no mesénguima, independente do sistema venoso; e a teoria centripeta

Ou origem conjunta com o sistema venoso.
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2.6.1. A TEORIA CENTRIFUGA OU INDEPENDENTE

A teoria centrifuga (ou de novo) suporta que nos estagios iniciais do
desenvolvimento dos linfaticos, os sacos linfaticos se desenvolvem
independentemente do endotélio venoso, e através das células endoteliais

espalhadas nos tecidos e 6rgéos adjacentes formam a rede linfatica °°.

2.6.2. ATEORIA CENTRIPETA OU CONJUNTA

A teoria centripeta afirma que as células dos espacos perivenosos no
tecido mesenquimal se tornam achatadas, formando pequenos lumens que
coalescem entre si formando os vasos linfaticos, que crescem em dire¢cdo ao

centro >°.

Existem evidéncias cientificas que suportam as duas teorias. Em ambas, a
formacdo dos sacos linféides é o primeiro passo para a formacdo do sistema
linfatico, entretanto permanece néo esclarecido se os linfaticos se diferenciam a

partir das veias ou dos espacos dos tecidos mesenquimais.

2.7 ANATOMIA

Os linfonodos, assim como o timo, bago e a medula 6ssea, pertencem ao
grupo de érgados denominados oOrgéaos linfaticos, parte integral do sistema imune

%6, 37 Os linfonodos apresentam ampla distribuicdo no corpo, local de presenca
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de células imunitarias, proporcionando ao organismo um sistema eficiente de
defesa. S&o mais frequientes em 0Orgdos que tém contato maior com 0 meio

externo, como a pele ou a cavidade oral °’.

Os linfonodos séo orgaos encapsulados que aparecem sempre no trajeto
de vasos linfaticos. Pouco se sabe a respeito de sua origem embriolégica *’. A
regido mediastinal do torax € rica nestas estruturas. Em sua maioria aparentam
forma ovalada ou riniforme e tém um lado convexo e outro céncavo, o hilo, por
onde penetram as artérias nutridoras e saem as veias *°. Tém tamanho variado,
sendo os menores com 1 milimetro de diametro, podendo chegar até 1 a 2
centimetros. Em processos patologicos, podem aumentar ainda mais, ou
eventualmente se fundirem formando conglomerados. Em situacées onde se
encontram linfonodos maiores do que 3 centimetros deve-se suspeitar de
processos malignos. Funcionam como barreiras através dos quais a linfa é

filtrada durante seu trajeto em direcdo ao sangue *°.

Em nosso meio, um trabalho conduzido pelo Dr Aurelino Schmidt, conclui
que em cadaveres do Servico de Verificacdo de Obitos da Capital de S&o Paulo,
linfonodos de até dois e eventualmente trés centimetros no maior diametro

devem ser considerados normais em algumas cadeias *°.

Entretanto, ndo ha trabalhos em nosso meio que descreva as dimensdes
gue devam ser consideradas normais para linfonodos do mediastino de
pacientes brasileiros vivos, higidos e doentes. Norte-americanos, europeus e
japoneses consideram o limite de um centimetro de maior diametro como sendo

normal do ponto de vista epidemioldgico.
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2.8 HISTOLOGIA

A sustentacdo do linfonodo € dada pela capsula, estrutura constituida por
tecido conjuntivo denso *® *°. As trabéculas, que s&o projecdes da capsula,
também ajudam na sustentacdo. O parénquima do linfonodo apresenta uma
regido denominada cortical, localizada logo abaixo da capsula, mais externa, e a
regido medular, que ocupa o centro do 6rgdo e seu hilo. Entre essas duas
regides encontra-se a cortical profunda. A regido cortical superficial é
constituida por tecido linféide frouxo, que forma os seios subcapsulares e
peritrabeculares e por foliculos linfaticos (condensacdes esféricas de linfocitos).

Ocasionalmente estes foliculos sédo encontrados em regiées mais internas.

2.9 FISIOLOGIA

A circulacdo da linfa nos linfonodos é unidirecional *®. Ela penetra o
parénquima do linfonodo por vasos linfaticos denominados aferentes que
desembocam na borda convexa da capsula, no seio subcapsular, sendo
transportada até os linfaticos do hilo denominados eferentes ®*. Este também é
o fluxo das células metastéaticas tumorais quando transitam neste local. (Figura

4)

A passagem da linfa pelo linfonodo remove, por fagocitose pelos

macrofagos cerca de 99% das moléculas, microorganismos e células estranhas
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0 Esta funcdo se da principalmente nos seios subcapsulares, regido rica em

macréfagos °’.

Figura 4 — Fotomicrografia de lamina corada por imu  no-
histoquimica para Cromogranina em aumento de 50x
demonstrando vaso linfatico na borda convexa do
linfonodo (seta).

2.10 MICROMETASTASE EM TUMORES CARCINOIDES

Existe apenas uma publicacdo na literatura médica indexada a respeito de
micrometastases em tumores carcindides broncopulmonares. Este trabalho
datado de 2005 realiza estudo em 55 pacientes com tumores carcindides
broncopulmonares tipicos e atipicos. Neste, demonstra-se um aumento

estatisticamente significativo de comprometimento linfonodal quando se faz
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estudo de imuno-histoquimica para avaliacdo de micrometastases. O estudo
tem como conclusdo que a linfadenectomia sistematica de rotina para
tratamento de tumores carcinoides e o estudo dos linfonodos com método de
imuno-histoquimica para deteccdo de micrometastase contribui para a
identificacdo de uma maior populacdo sob risco de recorréncia tumoral,
permitindo uma melhor avaliacdo do estadiamento para os tumores carcinoides.
O estudo também conclui que dentre os fatores progndsticos estudados pelo
trabalho, apenas o tipo histologico (carcindide tipico ou atipico) e o
comprometimento linfonodal (presenca de micrometastases) influenciam no

tempo de sobreviéncia .

Todos os demais estudos sao referentes a carcinomas broncogénicos néo-
pequenas ceélulas de pulméo, carcinomas de esbfago, de regiao cervical, célon

e outros 5% 63 64,

Esta avaliacdo de micrometastases em linfonodos locorregionais em
carcinomas pulmonares néo-pequenas células tem sido realizada por varios
métodos. Em todos os trabalhos existe a deteccdo de micrometastases em
linfonodos considerados livres de células malignas apenas pela coloracao
tradicional por hematoxilina-eosina (em até 28% dos linfonodos avaliados), com
alteracdo do estadiamento e consequentemente da sobrevivéncia livre de
doen(;a 62, 63, 64, 65.

A partir do fato observado no ambulatério de tumores neuroendécrinos do
pulmédo do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo, de que existem

pacientes com tumores carcinoides tipicos broncopulmonares que apresentam

recidiva em linfonodos mediastinais, e que possivelmente algumas destas
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recidivas estdo relacionadas as micrometastases, propde-se um estudo para se
avaliar a predicao do risco individual de micrometastase deste tumor em funcao
de variaveis clinicas, anatomopatolégicas e biomoleculares, incluindo como
variavel candidata a ser preditiva também a presenca de macrometastase.
Torna-se imperativo o estudo dessa entidade nosoldgica, para que se
compreenda se existem e quais 0S mecanismos proporcionam a estas células
a capacidade de disseminacdo para linfonodos e outros 6rgédos, e somente
assim definir se existe grupo de doentes que esta sujeito a maior risco de sofrer

tais consequéncias.



3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é verificar as seguintes hipoteses:

Hipétese 1 : Existem micrometastases linfaticas oriundas de tumores
carcinoides tipicos broncopulmonares que podem ser diagnosticadas através
de coloracdo imuno-histoquimica pelos biomarcadores Sinaptofisina e

Cromogranina A.

Hipotese 2 : as seguintes variaveis independentes sao preditivas do evento

micrometastatico:

- |dade

- Género

Localizacdo central ou periférica do tumor

Diametro do maior eixo do tumor

Margem cirirgica acometida por tumor

Presenca de micrometastases

Metastase hematogénica
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Hipotese 3 : € possivel estabelecimento de um indice numérico que represente
o risco individual de acometimento por micrometastase em pacientes com
tumor carcindide tipico broncopulmonar em funcdo de variaveis demogréficas,
clinicas, anatomopatoldgicas e biomoleculares, produzido através de analise

multivariada por regressao logistica.

Hipotese 4 : existe correlacdo entre incidéncia de metastase e micrometastase.



4. CASUISTICAE METODOS
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4. CASUISTICA E METODOS

O projeto de pesquisa (Protocolo de Pesquisa n°® 0073/07) foi analisado e
teve aprovacdo da Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdo de 14 de marco de 2007

(Anexo C).

Desenho de Estudo

Um estudo retrospectivo de uma amostra provinda de duas coortes de

pacientes operados por tumor carcinoide tipico broncopulmonar.

Instituicbes envolvidas no estudo

Os Servicos de cirurgia toracica do HCFMUSP e do Hépital Européen

Georges Pompidou da Universidade Paris VI, em Paris, Franca.

4.1 CASUISTICA

A presente casuistica constitui-se de material obtido a partir de 51
pacientes operados para tratamento de tumores carcindides tipicos bronco-
pulmonares que também foram submetidos a resseccao linfatica mediastinal.
Os dados dos individuos foram obtidos de forma retrospectiva por analise de
prontuario, tendo estes sido operados e acompanhados no Servigo de Cirurgia

Toracica do Departamento de Cardiopneumologia do Hospital das Clinicas da
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Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (37 casos) e no Hospital
George Pompidou da Universidade de Paris VI (14 casos) no periodo de 1981 a
2003.

Inicialmente, foi realizada revisdo dos prontuarios dos pacientes com
diagnéstico de adenoma bronquico, tumor carcinéide broncopulmonar e
carcinoma neuroenddcrino pulmonar, recuperados da Divisdo de Arquivo
Médico do Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo e do Arquivo Médico do Hospital George
Pompidou da Universidade de Paris VI.

Os dados colhidos foram: género, idade (no ato operatorio), localizacéo do
tumor em relagdo a carina (central ou periférico), diametro da leséo,
comprometimento da margem cirargica, estadiamento TNM segundo a UICC,
ocorréncia de metastases linfonodais, bem como quantidade de linfonodos
acometidos por neoplasia em relacdo ao total dissecado, e metastases a
distancia (local do acometimento e tempo de seguimento livre de doenca) e
sobrevivéncia ou ocorréncia de obito.

Os dados correspondentes ao seguimento do paciente que nao constavam
nos prontuarios disponiveis foram completados por meio de entrevista apos
convocacdo para o ambulatério de tumores neuroenddcrinos do Servigo de
Cirurgia Toréacica do Departamento de Cardiopneumologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, comunicagdo pessoal, Vvisitas
domiciliares ou questionarios enviados aos familiares. Os dados dos pacientes
do Hospital George Pompidou da Unversidade de Paris VI foram todos

coletados pelos respectivos prontuarios.
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Como critérios de inclusdo utilizou-se a confirmacdo do diagnostico
histolégico do tumor primario como carcindide tipico broncopulmonar,
disponibilidade de dados referentes ao estadiamento TNM, seguimento de 5
anos completos, exame de tomografia computadorizada de torax ao final desse
periodo e presenca de disseccdo linfonodal durante ato operatorio para
resseccdo do tumor primario, obtendo-se pelo menos 2 linfonodos. A verificacdo
do estadiamento linfonodal foi obtida pela revisdo histologica dos linfonodos
ressecados e auséncia radiolégica ou intra-operatéria do aumento do volume
dos mesmos. Considerou-se como positiva a presenca de metastase a
distancia, a confirmacdo histologica do diagnostico de carcindide tipico
broncopulmonar na lesdo metastatica; e auséncia, a descricdo em prontuario da
auséncia de sinais, sintomas ou evidéncia do fenébmeno em método diagndstico
por imagem no acompanhamento.

Foram excluidos os portadores das Sindromes de Neoplasias Enddcrinas
Multiplas, pois a ocorréncia das lesées em multiplos érgéos poderia representar
metastase ou segundo foco primario, e também os individuos cujo diagndstico
foi de tumor carcinoide atipico ou carcinoma neuroenddcrino de grandes células
segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial de Satde de 1999 °°, além
dos pacientes que ndo foram submetidos a linfadenectomia durante o
procedimento de ressecao tumoral.

Dos 37 casos provenientes do Servico de Cirurgia Toracica do
Departamento de Cardiopneumologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&ao Paulo, dois (2) foram excluidos por
reclassificacdo histologica. Inicialmente foram diagnosticados como tumores

carcindides tipicos broncopulmonares, porém apds andlise histoldgica
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mostraram-se como tumores carcinoides atipicos. Todos 0s casos provenientes
do Hospital George Pompidou da Universidade de Paris VI foram confirmados

como carcinoides tipicos broncopulmonares.

4.2 METODOS

4.2.1 CONFIRMACAO DO DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

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

O material encontrava-se incluido em blocos de parafina tamponada, ap6s
fixacdo prévia em formalina 10%. Cada um deles foi processado primeiramente
para diagnéstico histoldgico.

Foram montados cortes histologicos de 3 um de cada bloco do tumor
primério e linfonodos sobre laminas e corados por hematoxilina-eosina. Estas
foram revistas separadamente e de forma aleatéria por dois patologistas com
experiéncia na analise de carcindides broncopulmonares. Os casos nos quais o
diagnostico foi de proliferacdo neuroenddcrina bem diferenciada com diametro
inferior a 5mm (“tumorlets”), tumor carcindide atipico, carcinoma neuroendocrino
de grandes ou pequenas células, de células claras e outros carcinomas com
areas de diferenciacdo neuroendocrina, foram excluidos do estudo. Os
patologistas ndo tinham conhecimento prévio do diagnéstico das laminas.
Foram incluidos no estudo somente 0s casos nos quais houve concordancia no

diagnostico de tumor carcindide tipico broncopulmonar pelos dois patologistas.
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A classificacdo do tipo de tumor neuroenddcrino foi realizada nas areas
mais representativas, identificadas apés analise de pelo menos 10 campos
microscopicos a uma ampliacdo de 200x. J& a classificacdo histologica
obedeceu aos critérios da Organizacdo Mundial de Saude ** (Tabela 1).

Os linfonodos extraidos também foram analisados pelos dois patologistas
para verificacdo do estadiamento. Da mesma forma, foram incluidos somente os

casos nos quais houve concordancia.

422 COLETA DE DADOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E

ANATOMOPATOLOGICOS

Os prontuarios de todos os pacientes foram analisados e foram

recuperados os seguintes dados:
- Idade
- Género
- Localizacdo central ou periférica do tumor
- Didmetro do maior eixo do tumor
- Margem cirdrgica acometida por tumor
- Presenca de micrometastases
- Metastase hematogénica

- Obito
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4.2.3 IMUNO-HISTOQUIMICA

ApOs a selecdo das laminas que seriam analisadas por imuno-
histoquimica, pela analise inicial através da coloracdo de hematoxilina-eosina,
as laminas obtidas a partir dos blocos dos 49 pacientes escolhidos foram
preparadas para a marcacdo imuno-histoquimica para Sinaptofisina e

Cromogranina A para diagnostico de possiveis micrometastases.

4.2.3.1 TECNICAS DE COLORACAO

4.2.3.1.1 TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA EMPREGADA NA

DETECCAO DOS ANTIGENOS SINAPTOFISINA E CROMOGRANINA A

Os blocos selecionados foram submetidos a cortes histologicos de 3 um de
espessura com o0 uso de um micrétomo e o tecido colocado sobre lamina de
microscopia pré preparada com silano, sem realizagéo de coloracao.

Estas foram entdo submetidas ao seguinte processo de silanizacao:
primeiramente foram mergulhadas em uma cuba com &lcool, em duas com
acetona e depois em mais duas com silane (SIGMA A3648) por 5 minutos,
respectivamente. O procedimento finalizou com mais dois banhos em duas
cubas com acetona e em seguida em duas com agua destilada.

A técnica de imuno-histoquimica aplicada seguiu o seguinte protocolo *° :

primeiramente as laminas foram desparafinizadas (permaneceram 20 minutos
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em xilol aquecido a 95°C, seguido de trés banhos de xilol a temperatura
ambiente). Em seguida o tecido foi hidratado por submersao em alcool absoluto,
alcool 95% e alcool 70%, respectivamente, lavado em agua corrente e depois
em agua destilada e deionizada. O passo a seguir foi a recuperacado antigénica
realizada em panela a vapor na qual colocou-se o0 berco com as laminas em
cuba com solucao de citrato 10 mM, pH 6,0 a 95-100°C. Apds 35 minutos, a
cuba com as laminas permaneceu por 20 minutos a temperatura ambiente para
esfriar e em seguida foi lavada em Tampéao Fosfato de Sodio 0,05 M, pH 7,2-7,4
(PBS) trés vezes por 3 minutos. O blogueio da peroxidase enddégena foi feito
pela lavagem das laminas em peréxido de hidrogénio 10V (3%), sete vezes por
5 minutos, seguido de lavagem em agua corrente, em agua destiladas e em
PBS, respectivamente, trés vezes por 3 minutos. Seguiu-se entdo com o
bloqueio de sitios inespecificos colocando-se as laminas em leite desnatado 2%
diluido em PBS por 20 minutos em temperatura ambiente.

Diluiram-se entdo 0s seguintes anticorpos primarios (cada um em um
recipiente distinto) em Soro de Albumina Bovina (BSA), Sigma: sinaptofisina
diluicho 1:1200 (Novocastra Laboratory, Newcastle, United Kingdom) e
cromogranina A diluicdo 1:1200 (Novocastra Laboratory, Newcastle, United
Kingdom) . Todas as laminas foram cobertas com 100 pL dessas solugdes e
permaneceram incubadas em camara umida em geladeira durante 18 horas.

ApoOs esse periodo de incubacao, as laminas foram lavadas em PBS trés
vezes por 3 minutos e em seguida, incubadas com o anticorpo secundario
LSAB-HRP (Large Streptavidin-Avidin-Biotin — System Peroxidase; k-0690;
Dako A/S, Copenhagen, Denmark), comercializado ja pronto para uso, que

segue a seguinte sequéncia de utilizacdo: primeiramente incubou-se o anticorpo
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secundario por 1 hora a 37°C, e lavou-se as laminas em tampao PBS que a
seguir foram incubadas pela Estreptoavidina-Biotinilada Peroxidase por 45
minutos a 37°C.

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

Para controle positivo, corado simultaneamente as reacdes descritas,
utilizou-se fragmento de pancreas, sabidamente positivo para Sinaptofisina e
Cromogranina A (Figuras 5 e 6). Para controle negativo, oS mesmos cortes

foram incubados com BSA, sem adic&o de anticorpo.
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Figura 5 — Fotomicrografia de lamina corada por imu  no-
histoquimica para Cromogranina A em aumento de
200x para controle em ilhotas de Langerhans no
pancreas.

Figura 6 — Fotomicrografia de lamina corada por imu  no-
histoquimica para Sinaptofisina em aumento de 200x
para controle em ilhotas de Langerhans no pancreas.
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4.2.3.2 DETERMINACAO DA PRESENCA DE MICROMETASTASES

LINFATICAS

As laminas coradas pelos anticorpos Sinaptofisina e Cromogranina A foram
analisadas por microscopia Optica por patologistas experientes em tumores
neuroendocrinos de pulmao. Nao houve necessidade de captura de imagens
para medicdes, pois o diagndstico tinha apenas como objetivo a classificacao

binaria nas duas seguintes categorias: positivo ou negativo.

Foram consideradas como formas de micrometastase as células tumorais
isoladas (células ou grupos celulares menores que 0,2mm) e o grupo de células
tumorais (“cluster”), grupos celulares com diametro de 0,2 a 2mm, todos com
caracteristicas morfofuncionais semelhantes as células dos tumores

neuroenddcrinos %4,

N&o existe controle interno positivo em linfonodos para nenhum dos

marcadores.

Como controle externo positivo foram utilizadas laminas histologicas com
células de Langerhans de pancreas sabidamente positivas para Sinaptofisina e

Cromogranina A.

O controle interno negativo foi a auséncia de coloracao castanha no tecido

linfatico normal do linfonodo.
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4.2.4 ORGANIZACAO DOS DADOS

Os dados obtidos com a quantificacdo de todas as variaveis estudadas
encontram-se dispostos na Tabela A1 E B1 (ANEXO A e B).

As variaveis clinicas e histopatoldgicas consideradas foram as seguintes:
género, idade no momento do ato operatorio, tipo de resseccao, localizagdo do
tumor em relacdo a carina (central ou periférico), comprometimento da margem
cirirgica, dimensfes do tumor (maior diametro), estadiamento TNM segundo a
UICC %, ocorréncia de metastases linfonodais bem como quantidade de
linfonodos acometidos por neoplasia em relacdo ao total dissecado, e/ou a
distancia (local do acometimento e tempo de seguimento livre de doenca),
sobrevivéncia ou ocorréncia de Obito e presenca ou auséncia de

micrometastases.

4.2.5 ANALISE ESTATISTICA

O programa SPSS versao 17.0 (SPSS Inc; llinois, USA) foi utilizado para
todas as analises estatisticas.

Os testes estatisticos para a comparacdo entre as amostras, além da
escolha das medidas de tendéncia central e dispersdo dos valores que
compdem as mesmas foram baseados nos tipos de distribuicdo. As
distribuicbes foram consideradas paramétricas ou nao segundo os testes de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov seguido da correcdo de significancia de

Lilliefors.
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Os valores obtidos pelo estudo de cada variavel continua foram
organizados e descritos pela média e desvio padrédo. Para as categorizadas
utilizou-se frequiéncias absolutas e relativas .

Para a comparacdo entre as meédias de duas populacbes amostrais
utilizou-se o teste “t” de Student, e entre as médias de trés ou mais populacdes
a comparacao foi realizada pela analise de variancia (ANOVA), com aplicacdo
do teste auxiliar de Bonferroni ®'' .

Comparacdes da frequéncia de um fendbmeno entre grupos de variaveis
categorizadas foram realizadas pela aplicacdo do teste exato de Fisher.

Para a verificacdo de existéncia de correlacdo entre duas variaveis com
distribuicdo ndo-paramétrica, utilizou-se o teste de Mann-Whitney °" 8,

Utilizou-se analise multivariada por regressao logistica, em degraus, para a
exploracdo de correlacdo entre multiplas variaveis independentes candidatas a
predizerem o fenbmeno de micrometastases, tendo como evento binario a ser
predito a ocorréncia de micrometastase ®. O coeficiente beta (B) representa a
magnitude da correlacdo. Todas as equacdes possiveis contém uma constante,
que representa o risco de um individuo que ndo apresente qualquer das
eventuais variaveis preditivas do evento binario.

As variaveis continuas, quando agrupadas de forma categorizada, foram
definidas pela classificagcdo acima ou abaixo da média. A razdo de chances

(odds ratio) foi utilizada para a ponderacédo do risco inerente a cada variavel

categorizada, para a confec¢do do indice de risco da ocorréncia de metéstase

70
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Para que se considere a diferenca entre médias, frequéncias ou a
presenca de correlacdo entre variaveis, utilizou-se o valor de significancia

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

4.2.6 INDICE DE RISCO PARA A OCORRENCIA DE

MICROMETASTASE

4.2.6.1 INDICE DE RISCO COM BASE NA ANALISE MULTIVA RIADA

Utilizou-se a analise multivariada por regresséo logistica para a verificacao
da possibilidade de se estabelecer um indice numérico de risco para a
ocorréncia de metastase em pacientes com tumor carcindide tipico caso
houvesse presenca de variaveis preditivas de micrometastase na analise
univariada. O evento binario micrometastase x ndo micrometastase foi definido
como fendmeno a ser estudado.

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

A equacdao geral do risco para um individuo foi representada pela soma do
valor do risco especifico determinado para cada variavel independente,

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

A equacéo final de risco para um dado paciente sera: Risco = C + X valor

medido para cada variavel x [1/(1+e7)].

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

por estudos futuros.

4.2.6.2 PROPOSTA DE UM MODELO SIMPLIFICADO PARA iND ICE DE

RISCO

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

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

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

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

O indice foi zero para o individuo que ndo apresentou nenhuma variavel
clinica ou biomarcador que indicasse maior risco. O valor maximo do indice foi a
soma de cada valor da razdo de chances (odds ratio) para as variaveis
incluidas. Um paciente teria o maior indice quando apresentasse todos o0s
fatores envolvidos com maior risco.

ApoOs o estabelecimento do valor maximo e minimo, classificou-se todos os
pacientes em trés grupos de risco: baixo, intermediario e alto. Para tal, utilizou-
se a divisdo dos 49 doentes em quartis, segundo o valor dos indices obtidos
para a populacdo. O primeiro quartil foi representado pelos pacientes com 0s
menores valores para o indice, o quarto quartil, aqueles com os maiores.

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

Propde-se um modelo que permita, com a progressdo das pesquisas de
novos marcadores, € com o aumento do numero de pacientes seguidos, a

agregacao de novas variaveis, e a substituicdo do valor da razdo de chances.



5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

Para facilitar a compreensdo dos resultados, estes serdo dispostos
inicialmente como o resultado referente a andlise descritiva dos dados
demograficos, anatomopatoldgicos, cirargicos e de biomarcadores de toda a
populacdo amostral estudada, independentemente de pertencerem ao grupo de
pacientes sem qualquer metastase ou a algum dos grupos de pacientes que
sofreram algum tipo de metastase linfatica.

Posteriormente serd realizada comparagdo entre 0s grupos sem e com
macrometastases, comparagao entre 0s grupos sem e com macrometastases/
grupos de células tumorais, comparag¢do entre 0s grupos sem e com qualquer
tipo de metastase linfatica (macrometastase, grupo de células tumorais e
células tumorais isoladas) e por ultimo a comparagéo entre o grupo sem e com
micrometastase.

Finalmente serd realizada analise multivariada por regressao logistica
para se determinar a real influéncia de cada varidvel em relacdo as

micrometastases dos tumores carcindides tipicos broncopulmonares.
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51 ANALISE DESCRITIVA DOS DADOS DEMOGRAFICOS,
ANATOMOPATOLOGICOS, CIRURGICOS E BIOMARCADORES DA

CASUISTICA GERAL

5.1.1 TESTE DE PARAMETRICIDADE

As quatro variaveis continuas estudadas foram: a idade dos pacientes no
momento da operacdo, o didametro do maior eixo do tumor, o numero de
linfonodos ressecados por paciente e o niumero de linfonodos acometidos por
macrometastase.

A idade dos pacientes teve distribuicdo considerada paramétrica segundo
o teste de Kolmogorov-Smirnov (p=0,782, bi-caudado). Mesmo quando
aplicados os testes de Shapiro-Wilk e de Correcéo de Signficancia de Lilliefors,
a idade permaceu identificada como uma variavel com valores distribuidos de
forma paramétrica (p=0,07 e p=0,2 respectivamente).

O diametro do maior eixo do tumor foi considerado paramétrico no teste de
parametricidade de Kolmogorov-Smirnov (p=0,295), porém nao permanece
classificado como tal quando aplicados os testes de Shapiro-Wilk e de Correcao
de Signficancia de Lilliefors (p=0,002, e p=0,018 respectivamente).

Considerando-se as variaveis relacionadas a analise dos linfonodos, tanto
a quantidade de linfonodos ressecados por paciente quanto o numero de
linfonodos acometidos por macrometastase foram considerados variaveis com
distribuicdo ndo paramétrica.

O total de linfonodos positivos por paciente foi considerado como uma

variavel ndo paramétrica ja no teste de Kolmogorov-Smirnov (p=0,0001).
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A variavel total de linfonodos dissecados por paciente foi considerada
como tendo dados parametricamente distribuidos pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov (p=0,067), porém ndo permaneceu assim considerada quando
aplicados os testes de Shapiro-Wilk e o teste de Correcao de Significancia de

Lilliefors (p=0,0001 e p=0,0001 respectivamente).

5.1.2 DADOS DEMOGRAFICOS DA CASUISTICA GERAL — ANAL ISE

DESCRITIVA

Antes de se proceder a descricdo dos resultados dos testes estatisticos,

serdo descritas as caracteristicas demograficas e anatomopatologicas

referentes a todos pacientes inclusos e a todos os tumores ressecados.

5.1.2.1 GENERO

A casuistica geral foi composta por 19 homens (38,8%) e 30 mulheres

(61,2%), na proporcao de 2:3, respectivamente (Figura 7).
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masculino

38.8%

Fig. 7 — Gréfico de distribuicdo do Género

5.1.2.2 IDADE

A idade dos pacientes da casuistica geral variou entre 17 e 77 anos, com
média de 41,3; erro padrdo da média no intervalo de confianga a 95% de 2,3 e

desvio padréo de 15,9 anos (Tabela 2 e Figura 8).

Tabela 2 — Analise de média, erro padrdo da média, intervalo de
confianca e desvio padrdo da vari avel Idade

Erro Desvio

Minima Méxima  Média ~ ~
padréo padréo

Idade 17 77 41,27 2,27 15,88
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o o _ — Médlia - 41,27
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Fig. 8 — Grafico da frequéncia de casos pela idade
(distribuicdo paramétrica)

5.1.3 DADOS ANATOMOPATOLOGICOS — ANALISE DESCRITIVA

5.1.3.1 LOBO ACOMETIDO PELO TUMOR
Os lobos acometidos pelo tumor carcindide tipico broncopulmonar
expressos atraveés de sua porcentagem encontram-se detalhados no grafico a

seguir (Figura 9).
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LSD

14%
LM

12%
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6%

Fig. 9 — Grafico da distruibuicdo da localizacdo do
tumor no pulméo.
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SIGLA LOCAL
LSD Lobo superior direito
LID Lobo inferior direito
LM Lobo médio
LSE Lobo superior esquerdo
LIE Lobo inferior esquerdo
BPD Bronquio principal dir  eito
BPE Brénquio principal esquerdo
BINTER Bronquio intermédio
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5.1.3.2 LOCALIZACAO CENTRAL OU PERIFERICA DO TUMOR

Em relacdo as vias aéreas, 38/49 dos tumores (78%) eram centrais e 11/49

(22%) eram periféricos (Figura 10).

Periférico

22%

Central

78%

Fig. 10 — Grafico da distribuicao central ou perifé  rica dos
tumores carcinéides broncogénicos



Resultados 55

5.1.3.3 DIAMETRO DO MAIOR EIXO NA CASUISTICA GERAL

O diametro do maior eixo do tumor primario dos 49 pacientes variou de
cinco a 80 milimetros, com mediana de 25 e intervalo interquartil 25 a 75% entre
16 e 35 milimetros. E valido lembrar ao leitor que abaixo de cinco milimetros,
por definicdo da Organizacdo Mundial de Saude, a proliferagcdo neuroenddcrina
neoplasica (e nao hiperplasica) € definida como “Tumorlet” e ndo mais como

tumor carcindide tipico (Figura 11).
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Fig. 11 — Grafico da avaliacdo do maior didmetro do  tumor



Resultados 56

5.1.3.4 ESTADIAMENTO T

Em relacdo ao estadiamento T, os tumores carcindides apresentaram a

seguinte distribuicéo: T1 (44%), T2 (32%), T3 (18%) e T4(6%) (Figura 12).

T4
6%

T3
18%

T2
32%

Fig. 12 - Grafico da distribuicdo do estadiamento T

5.1.4 DADOS CIRURGICOS — ANALISE DESCRITIVA

5.1.4.1 RESSECCAO PULMONAR REALIZADA

As ressecc¢des pulmonares utilizadas para o tratamento dos tumores

carcindides tipicos broncopulmonares estdo representadas na figura abaixo

(Figura 13).
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Nodulectomia

2%

Broncoplastia

Segmentectomia

0
6% 8%

Pneumonectomia

18%

Bilobectomia

12%

Lobectomia

54%

Fig. 13 — Grafico das ressec¢des pulmonares realiza  das

5.1.4.2 MARGEM CIRURGICA ACOMETIDA POR TUMOR

Em relagdo & margem cirurgica, houve um total de seis dos 49 casos
(12%) de pacientes com comprometimento da mesma por células do tumor

carcindide tipico (Figura 14).
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margem comprometida

12%

margem livre

88%

Fig. 14 — Grafico de avaliacdo da margem cirurgica
comprometida

5.1.4.3 QUANTIDADE DE LINFONODOS RESSECADOS POR

PACIENTE

A quantidade de linfonodos ressecados no ato operatério do tumor
carcinoide tipico, por paciente, variou de 2 a 24 linfonodos, a mediana foi de 6,

com intervalo interquartil 25-75% entre 3,5 e 11,5 linfonodos.
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5.1.4.4 QUANTIDADE DE LINFONODOS ACOMETIDOS POR

MACROMETASTASE POR PACIENTE

A quantidade de linfonodos acometidos por macrometastase por paciente
variou de zero (pacientes do grupo denominado “sem macrometastase linfatica”
a trés, com mediana de zero e o intervalo interquartil 25-75% permaneceu em

zero (Figura 15).
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Linfonodos positivos

Fig. 15 — Grafico de avaliacéo de linfonodos acomet  idos
por macrometastase.
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5.1.5 BIOMARCADORES — ANALISE DESCRITIVA

Recorda-se que a andlise descritiva dos biomarcadores Sinaptofisina e
Cromogranina A foi realizada para se verificar a hipdtese de numero 1, que € a
hipétese de que existe ou ndo o fenbmeno de micrometastases nos tumores
carcinoides tipicos broncopulmonares.

Além disso, também complementa a mesma hipotese, de que o0s
biomarcadores Sinaptofisina e Cromogranina A podem identificar células
neoplasicas provindas dos tumores carcindides tipicos em linfonodos
considerados livres de células malignas quando analisados rotineiramente

apenas com a coloracao tradicional de hematoxilina-eosina.

5.1.5.1 SINAPTOFISINA OU CROMOGRANINA A

Antes de o leitor iniciar a analise deste item, é didatico que ja saiba que em
alguns casos pode haver imunomarcacdo por apenas um destes
biomarcadores, enquanto outros linfonodos serdo imunomarcados por ambos.

Em 21 dos 49 casos (42,8%) estudados houve imunomarcacédo por pelo
menos um dos biomarcadores Sinaptofisina ou Cromogranina A, de células
malignas em linfonodos previamente diagnosticados como negativos para a
presenca dessas células quando foram analisados apenas pela coloracao
tradicional de hematoxilina-eosina.

Dentre 0s nove casos que ja se sabia desde 0 ato operatério que havia
pelo menos um linfonodo ressecado acometido por macrometastase, ao serem

analisados os outros linfonodos ressecados no mesmo ato, mas anteriormente
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considerados como negativos ao exame tradicional de coloracdo apenas pela
hematoxilina-eosina, quatro (44,4%) foram marcados também para
micrometastases. Os outros cinco casos permaneceram classificados como nao
portando qualquer subtipo adicional de metastase linfatica, pois ndo tiveram
qualquer imunomarcacao nesses linfonodos adicionais.

Os quatro casos especificos de pacientes que além de ja possuirem o
diagnéstico prévio de macrometastase ao exame anatomopatoldgico
convencional pela coloracéo tradicional de hematoxilina-eosina, ainda tiveram o
diagnostico adicional de micrometastase porque foram imunomarcados durante
este estudo, em trés casos as micrometastases foram marcadas por ambos 0s
marcadores e em um caso, somente por um dos imunomarcadores.

A Sinaptofisina marcou mais micrometastases em linfonodos do que a

Cromogranina A, como sera exposto a seguir.

5.1.5.2 SINAPTOFISINA

Em 19 dos 49 (38,7%) casos houve imunomarcacao pela Sinaptofisina.

Em 17 destes 19 casos (89,4%), demonstrou-se células tumorais isoladas,
em seis (31,5%) demonstrou-se grupo de células malignas. Em 14 casos a
sinaptofisina foi a Unica marcacgéo, sendo essas células negativas a marcacao

pela Cromogranina A (Tabela 3).
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Tabela 3 — Frequéncia de micrometastases coradas po r
Sinaptofisina

Frequéncia Porcentagem
Grupos de células 6 31,5%
Celu!as tumorais 17 89.4%
isoladas
Total 19 100%

5.1.5.3 CROMOGRANINA A

Em sete dos 49 casos (14,3%) houve imunomarcacao pela Cromogranina
A. Em cinco casos dentre os sete (71,4%) demonstrou-se célula tumoral
isolada, enquanto em quatro casos (57,1%) demonstrou-se grupo de células.
Somente em dois casos houve imunomarcagao exclusiva pela Cromogranina A,

nao o sendo pela Sinaptofisina (Tabela 4).

Tabela 4 - Frequéncia de micrometastases coradas pe la
Cromogranina A

Frequéncia Porcentagem
Grupos de células 4 57,1%
Células tumorais 5 71.4%

isoladas

Total 7 100%
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5.1.5.4 SINCRONIA DE SINAPTOFISINA E CROMOGRANINA A (DUPLA

MARCACAO)

Vale lembrar que é considerada imunomarcacao sincrona quando em uma
mesma regido do linfonodo ocorre coloracdo por ambos os marcadores com o
mesmo padrdo de micrometastase, mas iSso ndo sugere que seja exatamente a
mesma ceélula isolada corada.

Considera-se que houve dupla marcacdo de uma mesma célula somente
nos casos em que se observa um grupo de células tumorais, pois determinar
gue uma célula isolada positiva para um determinado marcador € exatamente a
mesma célula corada pelo outro € uma tarefa que pode induzir a interpretacéo
passivel de erro.

Cinco dos 21 casos (23,8%) imunomarcados tiveram dupla marcagao: os

casos identificados pelos numeros 12, 33, 45, 47 e 49.

5.2 DADOS REFERENTES A OCORRENCIA DE MACROMETASTASE S

E MICROMETASTASES LINFATICAS E HEMATOGENICAS

5.21 ACOMETIMENTO POR MACROMETASTASE ou

MICROMETASTASE LINFATICA

Pelo menos um tipo de metastase linfatica (macrometastase, grupo de
células tumorais ou célula tumoral isolada) foi identificada em 26 (53,0%) dos 49

pacientes da casuistica.
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5.2.2 ACOMETIMENTO POR MACROMETASTASE LINFATICA

Macrometastases foram diagnosticadas em nove (18,4%) dos 49 pacientes
da casuistica. E valido relembrar ao leitor que macrometastase foi definida pela
analise tradicional baseada apenas na coloragao convencional por hematoxilina-
eosina. Nenhuma macrometastase que nao tenha sido ja detectada pelo exame

tradicional foi detectada somente pela analise imuno-histoquimica.

5.2.3 ACOMETIMENTO POR MICROMETASTASE LINFATICA

Algum dos subtipos de micrometastase linfatica foi diagnosticado em 21
(42,8%) dos 49 patientes. Em dezoito pacientes (36,7%) foram encontrados
células tumorais isoladas. Em sete (14,3%) foram encontrados grupos de
células tumorais, sendo que quatro destes, os pacientes identificados pelos
nameros sequenciais de inclusédo 8, 23, 33 e 47, houve concomitancia dos dois
subtipos de micrometastases. Estes trés dltimos pacientes tiveram
concomitancia de todos os trés subtipos de metastases estudadas (células

tumorais isoladas, grupos de células tumorais e macrometastase).

5.24 ACOMETIMENTO CONCOMITANTE DE MICRO E

MACROMETASTASE

Conforme descrito acima, os pacientes identificados pelos nimeros 23, 33

e 47 tiveram concomitancia de todos os trés tipos de metastases.
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Ja o paciente identificado pelo numero 16 teve concomitancia de
macrometastase e de acometimento linfatico por célula tumoral isolada, sem

acometimento por grupo de células.

5.2.5 OCORRENCIA DE METASTASE HEMATOGENICA DURANTE O

ACOMPANHAMENTO POS-OPERATORIO

Houve um caso de metastase hematogénica para o terco distal do fémur
direito. O diagnostico foi feito em 05/12/1997 durante o estadiamento pré-
operatorio. O paciente foi operado em 02/03/1998 devido a quadro de
hemoptise por tumor endobrénquico no brénquio principal esquerdo. Foi
realizada uma resseccdo em manga do brénquio, com anastomose término-
terminal. Nao foi possivel a retirada completa do tumor e a margem cirurgica
ficou comprometida. Também foi diagnosticada metastase linfatica durante a
operacao (Figura 16).

Hematogénica

2%

Sem metastase

98%

Fig. 16 — Grafico de ocorréncia de metastase hemato  génica
no pos-operatorio.
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5.3 OBITOS

Em nossa casuistica houve seis Obitos, sendo quatro ndo relacionados a
metastases (casos 11, 19, 38 e 45) e dois casos (casos 16 e 49) secundarios a
neoplasia.

O primeiro € JS, francesa, operada aos 71 anos, com tumor periférico de
25mm de diametro, margem livre, sem metastase linfatica em 6 linfonodos
dissecados. Nao foram demonstradas micrometastases no estudo. Foi operada
em 06/11/2002 e 6bito em 14/1/2004 aos 72 anos por doenca de Creutzfeldt-
Jakobs.

O segundo 6bito é JVS, brasileira, operada quando aos 18 anos com tumor
central de 30mm de diametro, margem livre, com metastase linfatica em 1 de 20
linfonodos dissecados. Foram demonstradas células tumorais isoladas no
estudo. Foi operada em 17/10/83 e foi a Obito em 19/10/83 por complicacdes
pOs-operatorias (sepse).

O terceiro Obito é NNB, brasileiro, operado aos 62 anos com tumor central
de 30mm de diametro, margem livre, sem metastase linfatica em 12 linfonodos
dissecados. Nao foram demonstradas micrometastases no estudo. Foi operado
em 03/06/85 e foi a 6bito em 01/6/99 aos 76 anos por infarto agudo do
miocardio.

O quarto 6bito é OS, brasileiro, operado aos 46 anos com tumor central de
20mm de diametro, margem comprometida, com metastase linfatica em 2
linfonodos de 4 dissecados. Nao foram demonstradas micrometastases no
estudo. Foi operado em 02/03/98 e foi a 6bito em 31/03/2000 aos 48 anos por

infarto agudo do miocardio.
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O quinto o6bito foi AASM, brasileira, operada aos 61 anos com tumor central
de 80mm de diametro, margem ndo comprometida, sem linfonodos
comprometidos de 2 dissecados. Foram demonstradas células tumorais
isoladas no estudo. Foi operada em 26/04/1995 e foi a 6bito em 03/01/2010 aos
76 anos por sepse devido a pneumonia bacteriana aguda da comunidade
provavelmente por imobilidade devido a doenca de Alzheimer.

O sexto oObito foi AMS, brasileira, operada aos 42 anos com tumor central,
margem comprometida, sem linfonodos comprometidos de 13 dissecados.
Foram demonstradas células tumorais isoladas no estudo. Foi operada em
22/2/2000 e foi a 6bito em 17/08/2000 por obstrucdo de via aérea por torcdo de
endoprotese colocada para correcédo de corrosao extensa de esofago, traquéia,

carina e brénquio principal esquerdo provocada pelo tumor.

5.4 ANALISE UNIVARIADA

Quatro baterias de testes distintas serdo realizadas quanto as
comparacdes entre o grupo de doentes com e sem metastase.

Inicialmente serdo comparados o grupo de pacientes que aresentaram
somente macrometastase (independente de terem ou ndo qualquer subtipo de
micrometastase) e aqueles que ndo apresentaram macrometastase (também
sem considerar o fendbmeno de micrometastase).

Em seguida sera adicionado ao grupo de pacientes com macrometastase
agueles que apresentaram também micrometastase por grupo de células
tumorais. Nesta segunda bateria de testes nao serdo ainda inclusos os

pacientes que apresentaram apenas micrometastase por célula tumoral isolada.
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Uma terceira bateria de testes sera realizada considerando-se dois grupos
de pacientes: aqueles com algum subtipo de metastase linfatica, seja macro ou
micro, e outro grupo composto por pacientes que nao tiveram qualquer subtipo
de mestastase.

Finalmente sera realizada uma quarta bateria de testes considerando-se o

grupo de pacientes sem e com qualquer tipo de micrometastase.

541 COMPARACAO ENTRE GRUPOS SEM E COM

MACROMETASTASE

Para que a leitura seja mais confortavel, sera relembrado ao leitor qual a
hipotese que gerou a necessidade de cada teste estatistico. Também
lembramos ao leitor que ocorreram ao todo nove macrometastases em 49 casos

nesta populacdo amostral.

5.4.1.1 IDADE

A hipotese verificada é a de que pacientes mais idosos teriam mais
macrometastase que 0s mais jovens.

A média da idade dos pacientes sem macrometastase foi de 41,7 anos,
com desvio padrédo de 16,1 e erro padrdao da média de 2,5. Para os pacientes
gue sofreram macrometastase, a média de idade foi menor, de 39,3 anos, com

desvio padréo de 15,4 anos e erro padrdo da média de 5,1 (Tabela 5).
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Tabela 5 — Comparacao das meédias de idade entre os  grupos de pacientes
sem e com macrometastase pelo teste t de Student

Numero de Média Destio Erro padrao
Idade casos padréao
Sem 40 41,70 16,14 2,55
macrometastase
Com 9 39,33 15,44 5,14
macrometastase
p =0,69

N&o houve diferenca das médias de idade entre os grupos de pacientes
sem e com macrometatastase (teste t de Student ndo pareado bicaudado,
assumindo-se a igualdade de variancia, p=0,691).

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada néo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regressao logistica.

5.4.1.2 GENERO

A hipotese verificada € a de que os homens sdo mais acometidos por
macrometastase que as mulheres. Cinco dos 19 homens (26,3%) foram
acometidos por macrometastase, enquanto quatro das 30 mulheres (13,3%) o
foram.

Apesar da frequéncia de macrometastase nesse grupo de homens ter sido
o dobro daquela observada no grupo de mulheres, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a distribuicdo por género dos pacientes entre
0S grupos sem e com macrometastase (teste exato de Fisher bicaudado,

p=0,28) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Comparacédo da freqiéncia de macrometasta se por género pelo
teste exato de Fisher

Género Sem macro  Com macro Total
Masculino 14 5 19
Feminino 26 4 30

Total 40 9 49
p=0,28

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regresséo logistica.

5.4.1.3 LOCALIZACAO CENTRAL OU PERIFERICA DO TUMOR

A hipétese verificada € a de que os tumores periféricos tém maior potencial
de gerar macrometastase que 0s centrais.

Observou-se, porém, que houve nesta populacdo amostral, em numeros
absolutos, exatamente o inverso. Oito dos 38 tumores centrais (21,1%) geraram
macrometastases e um dos 11 periféricos (9,1%) também o fizeram.

Portanto, ndo houve diferenca entre a distribuicdo por localizagdo do tumor
em posicdo central as vias aéreas superiores ou periféricos no parénquima
pulmonar entre 0s grupos sem e com macrometastase (teste exato de Fisher

bicaudado, p=0,66) (Tabela 7).
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Tabela 7 — Comparacao da frequéncia de localizacdo  central ou periférica
dos tumores entre 0s grupos sem e com macrometastas e pelo
teste exato de Fisher

. ~ Sem macro Com macro Total
Localizacao
Central 30 8 38
Periférico 10 1 11
Total 40 9 49
P =0,66

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada néo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regressao logistica.

5.4.1.4 DIAMETRO DO MAIOR EIXO DO TUMOR

A hipotese verificada € a de que tumores maiores tém maior probabilidade
de gerar macrometastase.

O maior didametro dos tumores primarios que nao geraram macro-
metéstase variou entre cinco e 80 milimetros; tiveram didmetro mediano de
225,1 milimetros e intervalo entre os quartis 25 e 75% entre 16,3 e 35
milimetros. Considerando-se 0s tumores que geraram macrometastase, 0 maior
didmetro variou de cinco a 60 milimetros, com mediana de 24,2 milimetros e
intervalo inter-quartis 25 a 75% entre 12,5 e 35 milimetros.

Em concluséo, ndo houve diferenca entre o diametro do maior eixo do
tumor entre os grupos de pacientes que tiveram e ndo tiveram macrometastase

(Teste de Mann-Whitney bicaudado, p=0,86) (Tabela 8)
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Tabela 8 — Comparacdo da mediana do maior diametro  do tumor de
pacientes sem e com macrometdsta se pelo teste de Mann-

Whitney
Macrometastase N Mediana Soma dos Ranques
Sem 40 25,16 1006,5
Com 9 24,28 218,5
Total 49
p=0,86

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nédo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regressao logistica.

5.4.1.5 MARGEM CIRURGICA ACOMETIDA POR TUMOR

A hipétese verificada é a de que tumores que ndo puderam ser ressecados
completamente e tiveram células remanescentes na margem cirargica foram os
teoricamente mais invasivos, 0s quais teriam maior capacidade de comprometer
tecidos adjacentes, e portanto teriam maior capacidade de gerar
macrometastase.

Ndo houve diferenca quanto a frequéncia de margem cirdrgica
comprometida por células malignas quando comparados 0s grupos de pacientes
sem e com macrometastase (Teste exato de Fisher bicaudado, p=0,067)

(Tabela 9).
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Tabela 9 — Comparacao da frequéncia de margem cirir  gica acometida
pelo tumor em pacientes sem e com macrometastase pe lo
teste exato de Fisher

Margem Sem macro Com macro Total
comprometida
Sem margem 37 6 43
Com margem 3 3 6
Total 40 9 49
p = 0,067

Porém, o p<0,1 faz com que este resultado da analise univariada eleja
esta variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase

no modelo de regresséo logistica.

5.4.1.6 PRESENCA DE MICROMETASTASE

A hipétese verificada foi a de que tumores que geram macrometastase nos
linfonodos tém maior probabilidade também de enviarem células malignas para
outros linfonodos que serdo diagnosticadas na forma de algum subtipo de
micrometastase. Em Ultima analise a hipotese é de que as micrometastases
sejam apenas macrometastases ainda com diametros exiguos.

Para relembrar o leitor, os linfonodos que ja tinham sido inicialmente
classificados como acometidos por macrometastase ao exame pela
hematoxilina-eosina ndo foram reexaminados para verificar uma eventual
concomitancia, no mesmo linfonodo, da presen¢ca de algum tipo de micro-
metéstase; somente linfonodos inicialmente classificados como sem macro-

metastase foram submetidos a coloragéo imunohistoquimica.
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Cinco dos 28 (17,9%) casos sem qualquer micrometastase tiveram
macrometastase; fendmeno equiparavel foi observado no grupo de pacientes
que tiveram algum dos tipos ou mesmo os dois subtipos de micrometastases:
quatro dos 21 (19%) pacientes tiveram macrometastase.

N&do houve diferenca quanto a frequéncia de micrometastase quando
comparados 0s grupos de pacientes sem e com macrometastase (Teste exato

de Fisher bicaudado, p=1) (Tabela 10).

Tabela 10 — Comparacéo da frequéncia de micrometast ase em
pacientes sem e com macrometastase pelo teste exato

de Fisher
Qualquer Sem macro Com macro Total
micrometastase
Sem micro 23 5 28
Com micro 17 4 21
Total 40 9 49
p=10

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada néo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regressao logistica.

5.4.1.7 METASTASE HEMATOGENICA

A hipotese verificada foi a de que tumores que tém capacidade de

alcancar os linfonodos e de obter sucesso no estabelecimento de colbénias de
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células malignas nessas estruturas, também teriam maior capacidade de gerar
metastase por via hematogénica.

O Unico paciente que tinha metastase hematogénica diagnosticada no
periodo pré-operatorio, na porcao distal do fémur trés meses antes da
operacédo do pulméo, também teve macrometastase linfatica para o mediastino.

Oito entre os 48 (16,7%) pacientes sem metastase hematogénica
tiveram macrometastase linfatica.

N&do houve diferenca quanto a frequéncia de metastase hematogénica
guando comparados os grupos de pacientes sem e com macrometastase (Teste

exato de Fisher bicaudado, p=0,18) (Tabela 11).

Tabela 11 — Comparacao da frequiéncia de metastase h ematogénica
em pacientes sem e com macrometastase pe lo teste
exato de Fisher

Metastase Sem macro Com macro Total
hematogénica

Sem meta 40 8 48

Com meta 0 1 1

Total 40 9 49
p=0,18

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regresséo logistica.
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5.4.1.8 RESUMO DAS ANALISES DOS GRUPOS SEM E COM

MACROMETASTASE

Tabela 12 — Resumo das analises dos grupos sem e co  m macrometastase

p

Idade 0,69

Género 0,28

Locallzaga_lo, c_entral 0,66
ou periférica

Dlametro do maior 0,86
eixo do tumor

Margem cirurgica 0,067

acometida
Micrometéstase 1,0
Metastase 0,18

hematogéncia

Houve a analise univariada apenas uma variavel candidata a ser preditiva
do fenbmeno binario “presenca/ auséncia de macrometdstase”, por iSso 0

modelo de regressao logistica nao foi testado.
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542 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS SEM E COM

MACROMETASTASE/ GRUPO DE CELULAS TUMORAIS

As hipoteses a serem verificadas ja foram lembradas ao leitor no item

anterior.

5.4.2.1 IDADE

A idade no grupo sem macrometastase e/ou grupo de células malignas
variou entre 17 e 77 anos. A média de idade nesse grupo foi de 41 anos, com
desvio-padrao de 15,6 anos e erro padrdo da média de 2,6. Considerando-se o
grupo de pacientes com macro e/ou grupo de células malignas nos linfonodos
ressecados, a idade variou entre 18 e 69 anos; a média foi de 42 anos, desvio-
padrao de 17,2 anos e erro padrdo da média de 4,8.

Desta forma néo houve diferenca estatisticamente significativa das médias
de idade entre os grupos de pacientes sem e com macrometatastase/ grupo de
células tumorais (teste t de Student ndo pareado bicaudado, p=0,85)(Tabela
13).

Tabela 13 — Comparacédo das médias de idade entre pa cientes sem e

com macrometastase/ grupo de ¢ élulas tumorais pelo
teste t de Student

Numero de Média DeS\QO Erro padrao
Idade casos padréo
Sem
macrometastase/ 36 41 15,6 2,6
grupo de células
Com
macrometastase/ 13 42 17,1 4,7

grupo de células
p=0,85
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O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nédo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase/

gruopo de células tumorais no modelo de regresséo logistica.

5.4.2.2 GENERO

Cinco dos 19 homens (26,3%) tiveram macrometastase e/ou grupo de
células tumorais em seus linfonodos ressecados, enquanto oito das 30
mulheres (26,7%) tiveram esse acometimento.

Desta forma ndo houve diferenca entre a distribuicdo por género dos
pacientes entre 0sS grupos sem e com macrometastase/ grupo de células

tumorais (teste exato de Fisher bicaudado, p=1.0) (Tabela 14).

Tabela 14 — Comparacéo da frequéncia de macrometast ase/ grupo
de células tumorais por género pelo test e exato de

Fisher
Sem macro/ Com macro/
Género grupo de grupo de Total
células células
Masculino 14 5 19
Feminino 22 8 30
Total 36 13 49
p=10

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase/ grupo

de células tumorais no modelo de regressao logistica.
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5.4.2.3 LOCALIZACAO CENTRAL OU PERIFERICA DO TUMOR

Nove dos 38 (23,7%) tumores centrais e quatro dos 11 tumores
periféricos (36,4%) enviaram macrometastases e/ou grupo de células malignas
para os linfonodos.

Esta diferenca entre a distribuicdo por localizacdo central ou periférica
entre 0s grupos sem e com macrometastase/ grupo de células tumorais nao foi
estatisticamente significativa (teste exato de Fisher bicaudado, p=0,45) (Tabela

15).

Tabela 15 — Comparacéo da frequéncia de localizagdo  central ou periférica
do tumor entre 0s grupos sem e com macrometastases/
grupo de células tumorais pelo teste exato de Fishe r

Sem macro/ Com macro/

Localizag&o grupo de grupo de Total
células células
Central 29 9 38
Periférico 7 4 11
Total 36 13 49
p=0,45

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nado eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase/ grupo

de células tumorais no modelo de regressao logistica.
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5.4.2.4 MAIOR DIAMETRO DO TUMOR

A mediana para os valores de maior diametro do tumor foi de 25mm, com
intervalo inter-quartil 25 a 75% entre 15,5 mm e 35 mm. Os valores extremos
variaram de cinco milimetros (lembra-se o leitor que tumores com diametros
menores que cinco milimetros ndo preenchem os critérios de inclusdo no estudo
por serem arbitrariamente classificados como “Tumorlets”). Nao houve diferenca
entre 0 didametro do maior eixo do tumor entre 0s grupos de pacientes que
tiveram e ndo tiveram macrometastase/ grupo de células tumorais. (Teste de

Mann-Whitney bicaudado, p=0,31) (Tabela 16).

Tabela 16 — Comparacdo da mediana do maior diametro  do tumor
de pacientes sem e com macrometastase/ g rupo de
células tumorais pelo teste de Mann-Whit  ney

Macrometéistase/ N Mediana Soma dos Ranques
grupo de células
Sem 36 26,24 944.5
Com 13 21,58 280,5
Total 49

p=0,31

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada néo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase/ grupo

de células tumorais no modelo de regressao logistica.
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5.4.2.5 MARGEM CIRURGICA COMPROMETIDA

Foi identificada uma diferenca quanto a frequéncia de margem cirdrgica
comprometida por células malignas quando comparados os grupos de pacientes
sem e com macrometastase/ grupo de células tumorais (Teste exato de Fisher
bicaudado, p=0,036). Entre os pacientes com margem cirdrgica negativa para
células malignas, 9/43 pacientes (20,9%) apresentaram macro metastase/ grupo
de células malignas, enquanto quatro dos seis pacientes com margem cirurgica
comprometida apresentaram ou macrometastase ou grupo de células

neoplasicas no linfonodo (66,7%) (Tabela 17).

Tabela 17 — Comparacéo da frequéncia de margem cird  rgica
comprometida pelo tumor em pac ientes sem e com
macrometastase/ grupo de células tumorai s pelo teste t de

Student
Sem macro/ Com macro/
Margem grupo de grupo de Total

comprometida células células
Sem margem 34 9 43
Com margem 2 4 6

Total 36 13 49

P =0,036

O p<0,1 faz com que este resultado da analise univariada eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase/ grupo

de células tumorais no modelo de regressao logistica.
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5.4.2.6 PRESENCA DE MICROMETASTASE

Foi testada a hipétese de que pacientes com acometimento por macro-
metastase/ grupo de células tumorais também seriam mais acometidos pelo
subtipo de micrometastase caracterizado pela presenca de célula maligna
isolada. Cinco dos 13 (38,5%) pacientes com macrometastase/ grupo de células
tumorais tiveram também a presenca de metastase linfatica por célula isolada
em outro linfonodo, valor parecido também foi obtido no outro grupo, pois 15
dos 36 (41,7%) pacientes que ndo tiveram nem macrometastase nem grupo de
células malignas em seus linfonodos, tiveram a presenca de metastase por
célula isolada em algum linfonodo.

Dessa forma, ndo houve diferenca quanto a frequéncia de
micrometastases por célula tumoral isolada quando comparados 0s grupos de
pacientes sem e com macrometastase/ grupo de células malignas (Teste exato

de Fisher bicaudado, p=1,0) (Tabela 18).

Tabela 18 — Comparacéo da frequéncia de micrometast ase por célula
tumoral isolada em pacientes s em e com macrometastase/
grupo de células tumorais pelo  teste exato de Fisher

Sem macro/ Com macro/

Micrometastase grupo de grupo de Total
células células

Sem micro 21 8 29

Com micro 15 5 20

Total 36 13 49

p=10
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O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nédo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regressao logistica.

5.4.2.7 METASTASE HEMATOGENICA

N&o houve diferenca quanto a frequéncia de metastase hematogénica
guando comparados o0s grupos de pacientes sem e com macrometastase/ grupo

de células tumorais (Teste exato de Fisher bicaudado, p=0,26) (Tabela 19).

Tabela 19 — Comparacéo da frequéncia de metastase h  ematogénica em
pacientes sem e com macrometastase/ grup o de células
pelo teste exato de Fisher

Sem macro/ Com macro/

Metéastase grupo de grupo de Total
hematogénica células células
Sem meta 36 12 48
Com meta 0 1 1
Total 36 13 49
p=0,26

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regresséo logistica.
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5.4.2.8 RESUMO DAS ANALISES DOS GRUPOS SEM E COM

MACROMETASTASE/ GRUPO DE CELULAS TUMORAIS

Tabela 20 — Resumo das analises dos grupos sem e co m macrometastase/
grupo de células tumorais

p
ldade 0,85
Género 1,0
Locallza(;a.lo, qentral 0,45
ou periférica
Diametro do maior 0,31
eixo do tumor
Margem cirlrgica 0,036
acometida
Micrometastase 1,0
Metast‘?se_ 0,26
hematogéncia

Houve a analise univariada apenas uma variavel candidata a ser preditiva
do fenbmeno bindrio “presenca/ auséncia de macrometastase/ grupos de

células tumorais”, por isso 0 modelo de regressao logistica nao foi testado.
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5.4.3 COMPARACAO ENTRE GRUPOS SEM E COM QUALQUER TI PO
DE METASTASE LINFATICA (MACROMETASTASE, GRUPO DE CE LULAS

TUMORAIS E CELULAS TUMORAIS ISOLADAS)

5.4.3.1 IDADE

Apesar de ter sido detectada uma diferenca das médias de idade entre os
grupos de pacientes sem e com pelo menos um subtipo de metastase (teste t
de Student ndo pareado bicaudado, p=0,017), ndo foi confirmada a hipétese
auxiliar, pois a média de idade foi mais elevada no grupo de pacientes sem

qualquer sub tipo de metastase (Tabela 21).

Tabela 21 — Comparacdo das médias de idade entre pa cientes sem e
com qualquer tipo de metastase linfatica pelo teste
t de Student

Numero de Média Destio Erro padrdo
Idade casos padréo
Sem qualquer 21 46,95 15,27 333
metastase
Com qualquer 28 36,32 14,52 2,74
metastase
p=0,017

O p<0,1 faz com que este resultado da analise univariada eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de qualquer tipo de

metastase no modelo de regresséao logistica.
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5.4.3.2 GENERO

Doze dos 19 homens (63,2%) tiveram algum subtipo de metastase,
enquanto 16 das 30 mulheres (53,3%) também apresentaram tal fenémeno.
Desta forma, ndo houve diferenca entre a distribuicdo por género dos pacientes
entre 0s grupos sem e com pelo menos um subtipo de metastase (teste exato

de Fisher bicaudado, p = 0,56) (Tabela 22).

Tabela 22 — Comparacéo entre as frequiéncias de paci entes sem e com
qualquer tipo de metastase linfatica por género pel o teste
exato de Fisher

Sem Com
Género ' qualquer qualquer tipo Total
tipo de meta de meta
Masculino 7 12 19
Feminino 14 16 30
Total 21 28 49
p =0,56

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de qualquer tipo de

metéstase no modelo de regressao logistica.
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5.4.3.3 LOCALIZACAO CENTRAL OU PERIFERICA

Observou-se que 20 dos 38 tumores centrais e seis dos 11 tumores
periféricos apresentaram algum subtipo de metastase nos linfonodos
ressecados. Desta forma néo foi detectada diferenca entre a distribuicdo por
posicdo central na via aérea superior ou periférica no parénquima pulmonar dos
tumores entre os grupos dos pacientes com e sem pelo menos um subtipo de

metastase (teste exato de Fisher bicaudado, p=1) (Tabela 23).

Tabela 23 — Comparacéo da frequéncia de localizagdo  central ou periférica
do tumor entre os grupos sem e com qualquer tipo de
metastase linfatica pelo teste exato de Fisher

Sem Com
o qualquer qualquer tipo Total
Localizagdo tipo de meta de meta
Central 18 20 38
Periférico 5 6 11
Total 23 26 49
p=10

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de qualquer tipo de

metéstase no modelo de regressao logistica.
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5.4.3.4 DIAMETRO DO MAIOR EIXO DO TUMOR

N&o foi detectada diferenca entre o diametro do maior eixo do tumor
entre 0s grupos de pacientes que tiveram e nao tiveram pelo menos um subtipo

de metastase (Teste de Mann-Withney bicaudado, p=0,61) (Tabela 24).

Tabela 24 — Comparacédo das medianas do diametro do  maior eixo do
tumor de pacientes sem e com q ualquer tipo de metastase
pelo teste de Mann-Whitney

Qualquer metastase

linfati N Mediana Soma dos Ranques
infatica
Sem 21 26,19 550,0
Com 28 24,11 675,0
Total 49
p=0,61

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nédo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de qualquer tipo de

metéstase no modelo de regressao logistica.
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5.4.3.5 MARGEM CIRURGICA COMPROMETIDA PELO TUMOR

N&o houve diferenca entre a distribuicdo, por presenca de células malignas
na margem de resseccao cirdrgica, dos pacientes entre 0S grupos sem e com
pelo menos um subtipo de metastase (teste exato de Fisher bicaudado, p=0,22)

(Tabela 25).

Tabela 25 — Comparacéo da frequéncia de margem cird  rgica
comprometida pelo tumor em pacientes sem e com qual quer
tipo de metastase pelo teste exato de Fisher

Sem Com
Margem cirdrgica qualquer qualquer tipo Total
comprometida tipo de meta de meta
Sem 22 21 43
Com 1 5 6
Total 23 26 49

p=0,22

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometastase no

modelo de regresséo logistica.

5.4.3.6 METASTASE HEMATOGENICA

N&o houve diferenca entre a distribuicdo por presenca de metéstase
hematogénica no acompanhamento pré e pos-operatorio dos pacientes entre 0s
grupos sem e com pelo menos um subtipo de metastase (teste exato de Fisher

bicaudado, p=1,0) (Tabela 26).
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Tabela 26 — Comparacéo da frequéncia de metastase h  ematogénica em
pacientes sem e com qualquer ti  po de metastase pelo teste
exato de Fisher

Sem Com
Metastase qualquer qualquer tipo Total
Hematogéncia tipo de meta de meta
Sem meta 23 25 48
Com meta 0 1 1
Total 23 26 49

p=1,0

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de qualquer tipo de

metastase no modelo de regresséao logistica.

5.4.3.7 RESUMO DAS ANALISES DOS GRUPOS SEM E COM

QUALQUER TIPO DE METASTASE LINFATICA

Tabela 27 — Resumo das andlises dos grupos sem e co m qualquer
tipo de metastase linfatica

p
Idade 0,017
Género 0,56
Localizacéo central 1.0
ou periférica ,
Dlametro do maior 0,61
eixo do tumor
Margem cwyrglca 0,22
acometida
Metastase 1,0

hematogéncia




Resultados 91

Houve a analise univariada apenas uma variavel candidata a ser preditiva
do fendmeno binario “presenca/ auséncia de qualquer tipo de metastase”, por

isso 0 modelo de regressao logistica ndo foi testado.

5.4.4 COMPARACAO ENTRE GRUPOS SEM E COM QUALQUER
TIPO DE MICROMETASTASE LINFATICA (GRUPO DE CELULAS

TUMORAIS E CELULAS TUMORAIS ISOLADAS)

5.4.4.1 IDADE

A média de idade do grupo sem micrometastase foi de 44,6 anos com
desvio padréao de 16,1 anos e erro padrao da média de 3,0 anos. Considerando-
se 0 grupo de pacientes com micrometastase nos linfonodos ressecados, a
meédia de idade foi de 37 anos com desvio padrdo de 14,8 anos e erro padrao

de 3,2 anos (Tabela 28).

Tabela 28 — Comparacdo das meédias de idade entre pa cientes sem e
com micrometéastase linfaticap elo teste t de Student

Numero de Média DeS\Qo Erro padrao
Idade casos padréao
Sem
micrometastase 28 44,46 16,16 3,05
linfatica
Com
micrometastase 21 37,00 14,82 3,23
linfatica

p=0,10
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O p = 0,1 faz com gque este resultado da analise univariada eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de micrometastase no

modelo de regressao logistica.

5.4.4.2 GENERO

Oito homens em um total de 19 tiveram algum subtipo de
micrometastase, enquanto 13 mulheres de um total de 30 também
apresentaram tal fenbmeno. Desta forma, ndo houve diferenca entre a
distribuicAo por género dos pacientes entre 0S grupos sem e com

micrometéastase (teste exato de Fisher bicaudado, p = 1)(Tabela 29).

Tabela 29 — Comparacéo entre as frequiéncias de paci entes sem e com
micrometastase linfatica por género pelo teste exat o de

Fisher
Sem Com
" . . Total
Género micrometa micrometa
Masculino 11 8 19
Feminino 17 13 30
Total 28 21 49
p=10

O p>0,1 faz com que este resultado da andlise univariada ndo eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de qualquer tipo de

metéstase no modelo de regressao logistica.
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5.4.4.3 LOCALIZACAO CENTRAL OU PERIFERICA

Observou-se que 16 dos 38 tumores centrais e 5 dos 11 tumores
periféricos enviaram algum subtipo de micrometastase para os linfonodos
ressecados. Desta forma nao foi detectada diferenca entre a distribuicdo por
posicdo central, na via aérea, ou periférica, no parénquima pulmonar, dos
tumores entre 0s grupos dos pacientes sem e com micrometastase (teste exato

de Fisher bicaudado, p = 1)(Tabela 30).

Tabela 30 — Comparacéo entre as frequiéncias de paci entes sem e com
micrometastase pela localiza¢do central ou periféri ca do
tumor pelo teste exato de Fisher

Sem Com

Localizagao micrometa  micrometa Total
Central 22 16 38
Periférica 6 5 11
Total 28 21 49

p=10

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de qualquer tipo de

metéstase no modelo de regressao logistica.
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5.4.4.4 DIAMETRO DO MAIOR EIXO DO TUMOR

N&o foi detectada diferenca entre o diametro do maior eixo do tumor
entre 0s grupos de pacientes sem e com micrometastase (Teste de Mann-

Whitney bicaudado, p=0, 59)(Tabela 31).

Tabela 31 — Comparacédo das medianas do diametro do  maior eixo do
tumor de pacientes sem e com m icrometéstase pelo teste de
Mann-Whitney

Qualquer metastase

linfati N Mediana Soma dos Ranques
infatica
Sem 28 25,93 726,0
Com 21 23,76 499,0
Total 49
p =0,59

O p > 0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja
esta variavel como candidata a predizer o risco individual de qualquer tipo de

metéstase no modelo de regressao logistica.
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5.4.4.5 MARGEM CIRURGICA COMPROMETIDA

N&do houve diferenca entre a distribuicdo, por presenca de células
malignas na margem de resseccao cirurgica, dos pacientes entre 0S grupos
sem e com micrometastase (teste exato de Fisher bicaudado, p=0,38)(Tabela

32).

Tabela 32 — Comparacéo da frequéncia de margem cird  rgica
comprometida pelo tumor em pacientes sem e com
micrometastase pelo teste exato de Fisher

Margem cirurgica Sem Com
. . . Total
comprometida micrometa micrometa
Sem 26 17 43
Com 2 4 6
Total 28 21 49
p=0,38

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometdstase no

modelo de regresséo logistica.
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5.4.4.6 METASTASE HEMATOGENICA

N&o houve diferenca entre a distribuicdo por presenca de metastase
hematogénica no acompanhamento pré e pos-operatorio dos pacientes entre
0S grupos sem e com micrometastase (teste exato de Fisher bicaudado,

p=1)(Tabela 33).

Tabela 33 — Comparacéo da frequéncia de metastase h  ematogénica em

pacientes sem e com micrometastase pelo teste exato de
Fisher

Metéastase ~Sem ~Com Total

Hematogéncia micrometa  micrometa

Sem meta 27 21 48

Com meta 1 0 1
Total 28 21 49

p=1,0

O p>0,1 faz com que este resultado da analise univariada nao eleja esta
variavel como candidata a predizer o risco individual de macrometdstase no

modelo de regresséo logistica.
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5.4.4.7 RESUMO DAS ANALISES DOS GRUPOS SEM E COM

MICROMETASTASE LINFATICA

Tabela 34 — Resumo das analises dos grupos sem e co m
micrometastase linfatica

p
Idade 0,10
Género 1,0
Localizacao central 10
ou periférica '
Dlar_netro do maior 059
eixo do tumor
Margem cirargica 038
acometida
Metastase 1.0

hematogéncia

N&o houve a andlise univariada nenhuma varidvel candidata a ser preditiva
do fenbmeno binario “presenca/ auséncia de micrometastase linfatica”, por isso

o modelo de regressao logistica nao foi testado.
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6. DISCUSSAO

O capitulo de discusséao sera didaticamente dividido em partes para melhor
compreensao do leitor.

A primeira parte deste capitulo sera dedicada a andlise das limitac6es do
método, dado que somente sob a Gtica destas limitacdes pode se julgar a real
validade dos resultados obtidos. A segunda parte discutira os resultados

referentes aos objetivos principais propriamente ditos.

6.1 LIMITACOES DO METODO

6.1.1 LIMITACOES DO DESENHO DO ESTUDO

Por se tratar de um estudo retrospectivo, sendo em sua base um estudo de
coorte tranversal, ndo houve uniformidade quanto a disseccdo linfatica do
mediastino e do hilo pulmonar. Mesmo hoje em dia ndo ha evidéncia conclusiva
na literatura que indiqgue a necessidade de se realizar uma disseccgéo linfatica
radical dos linfonodos hilares e do mediastino. Na maioria das séries descritas
opta-se por procedimentos menos invasivos, como segmentectomias e
ressec¢cfes em manga, quando possiveis, assim como ndo se descreve a

16.28, 3L 41 |sto se deve ao entendimento de

linfadenectomia radical como rotina
gue os tumores carcindides tipicos broncopulmonares apresentam poucas
metastases linfaticas e hematogénicas, com pequeno risco de recidiva a médio

e longo prazo. Apenas um trabalho relata o oposto, sendo que o trabalho

demonstra que a presenca de micrometastase em linfonodos mediastinais neste
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2 |sso levantaria a

tipo de tumor aumenta a mortalidade destes pacientes
discusséo de que seria ético ou ndao propor um procedimento do qual ndo se
conhece nem o valor terapéutico e nem mesmo o papel no estadiamento deste
tumor por resseccdo linfonodal mediastinal. Por este motivo, foi optado por
iniciar o nosso trabalho realizando estudo com o levantamento retrospectivo dos
casos ja operados por tumor carcinoide tipico broncopulmonar, tendo sido

excluidos aqueles casos que nado possuiam pelo menos dois linfonodos

dissecados durante o procedimento cirurgico.

6.1.2 LIMITACOES DO TAMANHO DA AMOSTRA

Em relacédo as limitacbes do estudo decorrente do tamanho da amostra,
deve-se ressaltar que para que se possa aplicar um modelo preditivo, deve-se
dispor de uma amostra suficiente que inclua tanto um grande numero de
ocorréncias do fendbmeno a ser predito, quanto de pacientes com a auséncia do
fendbmeno, que neste estudo € a presenca de metastase linfatica nos seus
diversos subtipos de apresentacdo (metastases, células tumorais isoladas e
grupo de células tumorais). O obijetivo inicial deste trabalho era evidenciar de
forma clara e consistente a presenca destes eventos. Os resultados n&o deixam
margem a qualquer duvida de que todos estes eventos realmente existem,
confirmando a hipbétese de nimero 1. A partir do momento que encontramos
53% de pacientes com algum tipo de metastase, optamos por reduzir 0s custos
do trabalho e n&do prosseguimos com a inclusdo de novos pacientes, pois 0s
guesitos basicos citados acima (ocorréncia e auséncia do fenbmeno) haviam

sido preenchidos.
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6.1.3 LIMITACOES POR VIES DE SELECAO

Um dos critérios de incluséo foi a presenca de pelo menos dois linfonodos
mediastinais enviados a parte da peca operatoria principal. Outro critério foi o
acompanhamento completo por 5 anos. Isso fez com que 31 pacientes nao
fossem incluidos neste estudo.

Pode-se questionar que a frequéncia de metastase linfatica nesta série e
seguramente hiperavaliada por se tratar de uma populacdo composta por um
grupo de doentes que tiveram todo o seu mediastino dissecado e parte do grupo
em gue apenas houve amostragem dos linfonodos do mediastino. Neste ultimo
grupo a exploracao cirargica do mediastino so foi realizada nos casos em que o
cirurgido julgou necessario tal procedimento, pois em nOSSO Servico essa
disseccéo nédo é realizada de rotina. Um dos critérios utilizados pelo cirurgido
para proceder ou ndo a disseccdo do mediastino € a suspeita de haver
linfonodos acometidos por metastase, ou por estarem com diametro aumentado
ou com a consisténcia endurecida.

Obviamente nos casos onde houve suspeita, o risco de realmente haver
um tipo qualquer de metastase é maior do que no grupo onde tal supeita néo foi
levantada. Mesmo a mera presenca de micrometdstase pode hipoteticamente
gerar uma reagao no linfonodo no qual fendmenos podem alterar o volume ou a
consisténcia das estruturas.

Por outro lado, quando pegamos a populacdo na qual o mediastino foi
totalmente esvaziado notamos que ha a presengca de qualquer tipo de

metéstase em 64,2% dos casos, isto €, um resultado maior do que o do grupo.
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Isto pode nos levar a pensar o oposto, isto, €, que quanto maior a amostragem

linfonodal, maior a possibilidade de se encontrar qualquer tipo de metastase.

6.1.4 LIMITACOES DA DEFINICAO DA ENTIDADE NOSOLOGIC A

A definicdo precisa das varias entidades nosologicas no espectro de
proliferacdes neuroenddcrinas broncopulmonares ainda ndo esta clara. As
hiperplasias neuroenddcrinas, os “Tumorlets” e os tumores propriamente ditos,
ao serem avaliados por patologistas, evidenciam um fendmeno que coloca em
duvida a validade dos atuais critérios diagnosticos para se diferencia-los entre
si. A diferenca principal entre a vertente benigna e a maligna seria a auséncia
de invasdo da lamina basal, poréem os conglomerados de células tumorais
(vertente maligna) algumas vezes impossibilitam a visualizacédo de tal estrutura.
Dessa forma, ndo se pode dizer que houve invasao da lamina basal em todos
0s tumores carcinoides tipicos classificados como tal. Dai a incerteza. Esta &
uma dificuldade encontrada por patologistas experientes e até mesmo aqueles

que estudam a fundo tal classificacdo * ** ¢,

6.1.5 LIMITACOES DO ESTUDO BIOMOLECULAR

Ainda dentro da andlise de limitagbes do método devemos ressaltar o
estudo biomolecular das micrometastases baseado na presenca de
imunomarcacao. Sabe-se que a imunomarcacdo de uma lamina histologica € o
resultado de uma série de processos laboratoriais ja descritos anteriormente no

método. Sabe-se também que uma heterogeneidade ou mesmo falha em
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qualquer desses processos pode gerar alteracdo no padrdo de imunomarcacao
e consequentemente falseamento dos resultados. Por este motivo tentamos ao
maximo reduzir as possiveis falhas técnicas durante a confeccédo das laminas,
tendo como ponto positivo a possibilidade de processa-las em uma mesma
bateria por utilizar um menor niumero de pacientes. Porém, apesar de haver
tanto controle externo positivo realizado com a coloracé&o imuno-histoquimica de
ilhotas de pancreas que possuem células neuroenddcrinas, quanto controle
externo negativo obtido com o restante do parénquima pancreético, que néo as
possuem, 0 mesmo ndo ocorre com 0s controles internos. Para esses
marcadores neuroenddcrinos analisados em linfonodos, somente ha o controle
interno negativo que é exatamente o parénquima do linfonodo que néao foi
corado. E importante ressaltar que nido ha controle interno positivo para
marcadores neuroendocrinos nos linfonodos, pois naturalmente o linfonodo néao
possui células que expressem tais moléculas. I1sso pode teoricamente suscitar a
seguinte davida: sera que os tecidos linfaticos ndo corados realmente néo
tinham qualquer célula neuroenddcrina, ou foi apenas uma falha no método de
coloracdo? Mais uma vez recorremos a confeccdo das laminas, realizada em
laboratorio com alto controle de qualidade (Laboratério de Imuno-histoquimica
do servico de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo) e tendo as laminas sido processadas na mesma bateria, para inferirmos
qgue o controle interno positivo esta correto, isto €, as laminas que foram
coradas pela imuno-histoquimica sdo realmente positivas para células tumorais

neuroenddcrinas.
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6.2 DISCUSSAO DOS RESULTADOS DA ANALISE DESCRITIVA DOS
DADOS DEMOGRAFICOS, ANATOMOPATOLOGICOS, CIRURGICOS E

BIOMARCADORES DA CASUISTICA GERAL

6.2.1 GENERO

Em nossa casuistica houve uma predominancia do sexo feminino em 3/2
casos, sendo que a freqiéncia do mesmo foi de 61,2%. O sexo masculino é
menos acometido pelo tumor carcindide tipico do que o feminino quando

analisamos a literatura * 1©

, sendo que a diferenca entre ambos ndo é
pronunciada. Porém, em estudos que analisam simultaneamente os
carcinoides tipicos e atipicos, existem divergéncias quanto a predominancia do
género feminino 2" % 32 A nossa impressdo subjetiva baseada na vivéncia
clinica € de que exista mais do que uma entidade sob aquilo que hoje ainda
classificamos como tumor carcindide tipico. Essa classificacdo é baseada
numa mera analise feita apenas pela coloracdo tradicional de hematoxilina-
eosina. Por isso é possivel que haja uma doenca mais benigna que acomete as
mulheres brancas jovens, que predomina nas vias aéreas mais centrais, que
nao gera metastase nem oObito. NOs acreditamos em nosso grupo multicéntrico
(franco-luso-greco-brasileiro) que talvez entre esses tumores de mulheres
brancas jovens haja mesmo caso de mera hiperplasia de células
neuroenddcrinas. Isso explicaria o predominio do sexo feminino quando
considerados apenas 0s casos de tumor carcindide tipico broncopulmonar.

Em relacdo as micrometastases, ndo ha trabalhos na literatura que

afirmem qual género possui maior incidéncia das mesmas. Em nosso grupo
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houve 8 pacientes do sexo masculino num total de 19 (42,1%) que
apresentaram micrometastase, enquanto no sexo feminino houve 13 pacientes
num total de 30 (43,3%). Portanto neste grupo ndo houve diferenca em relacao
a frequéncia de micrometastase por género. Acreditamos que as células
isoladas e o0s grupos de células tumorais, isto €, ambos o0s tipos de
micrometastases presentes nos linfonodos, ndo representem exatamente o
mesmo fenbmeno que a presenca de macrometastases completamente
desenvolvidas. O trabalho classico de Mandriotta ® demonstrou que mesmo
células bem diferenciadas podem ter a capacidade de trafegar pela circulacéo
linfatica e se estabelecer em linfonodos. Também acreditamos que nem todas
estas células se desenvolverdo em macrometastases. Por isso
micrometastases ocorreriam em frequéncia parecida entre os géneros, mas as
verdadeiras e desenvolvidas macrometastases tenderiam a ocorrer com maior
freqiéncia em tumores mais agressivos, que em nossa experiéncia
multicéntrica predomina em homens.

Apenas para comparacao didatica, em relacdo as macrometastases, em
trabalho anterior que incluiu toda a coorte de pacientes operados, publicado
pelo o grupo de estudo de Neoplasias Neuroendocrinas do Servigo de Cirurgia
Toracica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, a real incidéncia deste evento em pacientes do sexo masculino
foi de 39% e no sexo feminino foi de 12,5% *°. Em nosso grupo encontramos 5
pacientes do sexo masculino (26,3%) e 4 do sexo feminino (13,3%) com
macrometastase. Portanto a freqiéncia de micrometastases por género €
maior do que a de macrometastase quando comparados estes eventos em

nosso grupo >* "> 7,
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6.2.2 IDADE

A média de idade em nosso estudo foi de 41,3 anos, variando de 17 a 77
anos. O grupo de pacientes sem micrometastase apresentou média de idade
maior (44,4 anos) do que o0s pacientes sem micrometastase (37 anos). A
avaliacdo pelo teste t de Student apresentou um p = 0,10. Portanto esta
variavel ndo é candidata a ser preditiva do evento micrometastase pela analise
univariada, apesar de que ela deva ser utilizada na analise multivariada por
regressao logistica, caso haja outras variaveis com p até 0,10, pois este p foi o
escolhido para que uma variavel seja eleita a analise univariada para ser
incluida e verificada no modelo preditivo.

Apesar da nossa impressao clinica de que pacientes em faixa etaria mais
elevada tenham maior risco de sofrerem o fendmeno de macrometastase, nao
temos como ter qualquer impressao clinica em relacdo as micrometastases,
dado que sdo assintomaticas e nao aparecem ao exame de imagem que é
realizado na rotina pos-operatoria, a tomografia computadorizada de torax, e
gue também ndo aparece rotineiramente no exame de octreoscan. A literatura
ndo possui avaliacdo prévia a este trabalho em relagdo ao risco de
micrometastase em relacdo a idade. Sabe-se, porém, que em relacdo as

macrometastases, a idade mais avancada é fator preditor deste evento *® 3% -

72
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6.2.3 LOBO ACOMETIDO PELO TUMOR

Em relacdo ao local acometido pelo tumor, houve uma distribuicéo
homogénea nos diversos lobos e bronquios principais, sendo que o brénquio
principal esquerdo foi o local mais acometido (18%). Supinhamos que pudesse
haver alguma diferenca de localizagcdo entre as populacbes de células
neuroendocrinas brénquicas que gerassem o tumor carcindide tipico, que
fossem mais centrais, nos brénquios principais por exemplo, dado que os
tumores do subtipo atipico sdo geralmente mais periféricos. Em outras séries
estudadas também né&o foi encontrado um local mais prevalente para a
ocorréncia dos carcinbides tipicos, sempre ocorrendo uma distribuicdo
uniforme pelo pulméo 23 %% 7>,

Um dado interessante € que dos 15 pacientes que apresentaram tumores
nos brénquios centrais (brénquio principal esquerdo, direito ou intermédio), isto

e, 30,6% dos casos, 66,6% apresentou algum tipo de metastase, e 53,3%

apresentou algum tipo de micrometastase.

6.2.4 LOCALIZACAO CENTRAL OU PERIFERICA DO TUMOR

Em nossa casuistica encontramos 38 pacientes (78%) com tumores em
localizacdo central, enquanto 11 (22%) estavam em posicao periférica. Na

maioria das séries estudas os relatos sdo de que os tumores carcinéides

tipicos broncopulmonares apresentam posicdo predominantemente central **

16,28, 77 "|sto decorre do fato de que as células originarias deste tumor, as

células de Kulchitsky, que estdo presentes em todo o epitélio broncopulmonar,
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sdo mais frequentes na regido central, isto €, nos brénquios principais e
lobares, e mais raras nas regides periféricas do pulméo > °. Devido a esta
populacdo de ceélulas precursoras dos tumores carcindides tipicos
broncopulmonares ser mais acentuada em posi¢cdes centrais, a possibilidade

de desenvolvimento de tumores é maior.

6.2.5 DIAMETRO DO MAIOR EIXO DO TUMOR

Alguns autores sugerem que os tumores de maior dimensdo tém maior
chance de gerar metastase ** 3> ’®. O diametro do maior eixo do tumor em
nossa casuistica variou de 5 a 80 mm, com mediana de 25 e intervalo
interquartil de 25 a 75% de 16 a 35 mm.

Em nossa casuistica ndo houve correlacdo entre a presenca de micro ou
macrometastases com o diametro do tumor. Isto vai de encontro ao que alguns

8. 7L 72 Obviamente toda macro-

autores verificaram em seus trabalhos
metastase ja foi uma célula ou grupo de células isolado, mas nés acreditamos
baseados em nossos resultados, que nem toda micrometastase evoluira para
macrometastase. O que depreendemos desta analise é que provavelmente as
células tumorais que vao dar origem as macrometastases tenham a
capacidade biomolecular de se desprender do tumor mae sem sofrer o
processo de morte por anoikis, de progredir pelo intersticio, de ultrapassar a
parede vascular do endotélio sanguineo ou linfatico, sobreviver ao ambiente

intravascular, implantar-se no tecido alvo, la se proliferar, fixar e ainda

apresentar escape imune.
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6.2.6 RESSECCAO PULMONAR REALIZADA

A maioria das ressecc¢des pulmonares realizadas em nossa casuistica foi
de lobectomias (54%). Quando somamos as lobectomias, as bilobectomias e
pneumonectomias, perfazemos 84% dos casos. Isto se deve principalmente a
localizac&o do tumor, que nesta série foi de 78% de casos centrais. Em outras
séries da literatura também observamos que além dos tumores serem mais
centrais, como discutido no item anterior, a maioria das resseccoes realizadas
foram lobectomias e pneumonectomias "> "> 7.

As resseccbes econdmicas (broncoplastias, nodulectomias e
segmentectomias) séo realizadas em pacientes sem reserva pulmonar para se
fazer cirurgias completas ou em casos de tumores localizados em brénquios
principais onde ndo ha comprometimento extenso da parede bronquica,
geralmente em tumores pediculados, casos em que se faz broncoplastia seja
como tratamento definitivo, bastante discutivel do ponto de vista oncoldgico,
seja como tratamento paliativo da obstrucdo como “ponte” para a operacao
definitiva em melhores condicbes anatdmicas do parénquima distal. Outra
situacdo possivel € a de achado radiologico de nddulo periférico que foi
operado e através do exame de congelagdo durante a cirurgia faz-se o
diagnostico presuntivo de carcindide broncopulmonar tipico. Devido a baixa
incidéncia de metastase desta entidade, opta-se pela ressecgéo econémica **
75, 77.

Mesmo ainda com sua peguena capacidade de metastase, apenas 10 a
15% dos casos, acreditamos que se deva realizar uma cirurgia

oncologicamente completa, isto é, lobectomia pulmonar com disseccao linfatica
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mediastinal, devido a possibilidade de recidiva tardia do tumor por doenca
residual que apesar de nao ser letal, € morbido, pois nesses casos ha sempre
a duvida de se realizar ou ndo a reintervengao cirurgica para ressecgao da
F G 16, 52, 75, 77 < , .
massa recidivante . De toda forma, até que se prove o contrario, a
linfadenectomia radical nestes casos é realizada apenas com o intuito de um

melhor estadiamento.

6.2.7 MARGEM CIRURGICA ACOMETIDA PELO TUMOR

Em relacdo a margem cirargica comprometida, houve um total de seis
casos em 49 operados (12%). Destes seis casos, dois apresentaram todos os
tipos de metastase linfatica, isto €, macrometastase, grupos de células
tumorais e células tumorais isoladas. Um caso apresentou macrometastase
linfatica isolada, outro caso apresentou somente grupos de células e outro
apresentou apenas ceélulas tumorais isoladas. Finalmente o dltimo caso néo
apresentou nenhum tipo de metastase. Avaliando-se pelo tipo de metastase
linfatica, temos o0 seguinte resultado: trés casos apresentaram
macrometastase, trés casos apresentaram grupos de células e trés casos
apresentarem células tumorais isoladas. Nao sdo necessariamente casos
diferentes, pois um caso pode apresentar uma ou mais formas de metastase
linfatica simultaneamente.

N&o se deve considerar acometimento linfonodal pelo tumor como
fenbmeno associado ao comprometimento neoplasico da margem cirargica.
Isso, pelo fato de todos os linfonodos positivos para células malignas terem

sido ressecados no mesmo ato operatoério que a ressec¢ao do tumor. Avalia-se
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a margem cirargica comprometida pelo fato de se entender que o tumor mais
agressivo pode invadir mais rapidamente os tecidos adjacentes, inclusive o
brénquio sujeito a linha de sutura. Portanto aqueles tumores mais agressivos
teriam teoricamente maior probabilidade de apresentar metastase de qualquer
natureza.

No seguimento pos-operatorio de no minimo cinco anos, ndo se observou
qualquer indicio clinico ou radiografico de linfonodomegalia mediastinal ou hilar
nesta amostra. E muito pouco provavel que o fato de haver células no limite da
resseccdo cirargica tenha gerado acometimento dos linfonodos durante a
operacdo. O fato mais intrigante € o de néo ter havido registro de sinais
endoscopicos ou sintomas de recidiva tumoral no coto brénquico ou na linha de
anastomose, nem em prontuario, nem durante a entrevista nem durante o
exame clinico realizados no ambulatério especializado. Os seis casos foram
acompanhados, sendo que infelizmente um paciente foi a 6bito 18 meses apos
0 ato operatorio por causas nao relacionadas ao tumor. Sugerimos fortemente

a analise de congelacdo nesses casos 2% > 78 79,

6.2.8 QUANTIDADE DE LINFONODOS RESSECADOS POR PACIE NTE

A quantidade de linfonodos variou de dois a 24 linfonodos por paciente,
sendo que a auséncia de linfonodos ressecados foi critério de exclusdo deste
trabalho. Esta variavel ja foi discutida anteriormente no item 6.1.3, (Limitacdes
por viés de selecdo). Apesar de ter havido exploracdo linfatica mediastinal e
hilar em alguns casos, em nosso meio nao existe a rotina de se fazer o

esvaziamento linfatico radical em pacientes com tumor carcindide tipico
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broncopulonar. Realizamos na grande maioria das vezes apenas amostragem.
Esta, por sua vez, pode levar ao viés de selecdo dos linfonodos positivos, uma
vez gque escolhemos aqueles que sdo macroscopicamente acometidos. Por
outro lado, devemos lembrar que estes pacientes sdo freqientemente vitimas
de pneumonias por fendbmenos obstrutivos devido aos tumores centrais. Isto
acarretaria uma possibilidade de aumento dos linfonodos mediastinais devido
apenas ao processo inflamatorio advindo da infeccdo pulmonar, e ndo do
comprometimento metastatico dos mesmos.

Para verificarmos se havia diferenca para mais de frequéncia de
micrometastase entre os pacientes com linfonodos retirados de forma radical,
comparamos a freqiéncia de micrometastase destes pacientes, que foi de
63%, e a frequéncia de micrometastase de todo o grupo, que foi de 52%.
Portando vemos um aumento de 11% na frequéncia, provavelmente devido a
maior “amostragem” daqueles pacientes submetidos a resseccéao total, isto €,

talvez quanto mais se procure micrometastase, mais se encontre.

6.2.9 ANALISE DOS BIOMARCADORES SINAPTOFISINA E

CROMOGRANINA A

A Sinaptofisina e a Cromogranina A sao dois dos trés marcadores
principais de tumores neuroenddécrinos. Juntamente com a Enolase Neurénio-
especifica, elas coram especificamente proteinas citosdlicas, vesiculas e
granulos secretérios destas células e sdo especificos para se marcar tecido
neuroendécrino * °. Em nosso trabalho escolhemos as duas primeiras devido a

experiéncia em se trabalhar com este material no laboratério utilizado para
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realizacdo da coloracdo imuno-histoquimica, evitando assim qualquer viés na
confeccdo das laminas. Além disso, nosso grupo prima pela pesquisa
translacional, dado que somos um servico assistencial também e ndo de
pesquisa basica; dessa forma, utilizamos marcadores que sao rotineiramente
utilizados na pratica de clinica cirargica.

Um dado curioso deste trabalho foi o de que em 19 dos 49 casos (38,7%),
foram encontradas células ou grupos de células imunomarcadas por
Sinaptofisina, enquanto em sete dos 49 casos (14,3%), foram encontradas
células ou grupos de células imunomarcadas por Cromogranina A. Nao existe
qualquer trabalho na literatura que demonstre melhor marcacdo para tecido
neuroendocrino por Sinaptofisina em relagdo a Cromogranina A. Encontramos
em nossa casuistica uma predominancia pela marcacao por Sinaptofisina em
detrimento a Cromogranina A. Em 14 casos houve imunomarcacao exclusiva
por Sinaptofisina, enquanto apenas dois casos tiveram imunomarcacao
exclusiva por Cromogranina. Em cinco casos houve marcacdo simultanea.
Seria de se esperar que houvesse uma maior correlacdo entre os dois
marcadores. Mas, se formos analisar a coloracdo imuno-histoquimica dos
tumores durante seu estudo anatomopatologico habitual, veremos também que
nem todos o0s tumores se coram com todos 0s imunomarcadores
neuroenddcrinos simultaneamente.

Em relagdo aos objetivos deste trabalho, podemos afirmar que a hipotese
de numero 1 é verdadeira, isto é, existem micrometastases linfaticas oriundas
de tumores carcindides tipicos broncopulmonares que podem ser
diagnosticadas através de coloracdo imuno-histoquimica pelos biomarcadores

Sinaptofisina e Cromogranina A.
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Uma aplicacao clinico-cirdrgica deste resultado é a de que em casos de
tumor carcindide tipico negativo para um marcador neuroenddcrino, pode haver
a possibilidade do tumor ser positivo para outro marcador, principalmente se a

primeira analise ter sido feita pela Cromogranina A.

6.2.10 MACROMETASTASE LINFATICA

Foram diagnosticados nove pacientes com macrometastase dos 49
pacientes da casuistica (18,4%). Apesar de ndo se poder atribuir valor
epidemioldgico a este dado, é curioso notar que este valor esta proximo do que

19. 26, 39 Estas macrometastases

a literatura prediz, que é de 10 a 15%
linfaticas foram todas diagnosticadas através de analise tradicional, com
hematoxilina-eosina pela avaliagdo anatomopatologica inicial, logo apés a
resseccao do tumor.

Durante o acompanhamento ambulatorial de pelo menos cinco anos,
nao foram notadas recidivas tumorais linfaticas nesta coorte de pacientes, pois
todos os pacientes desta casuistica foram seguidos por este periodo de tempo,
inclusive com realizacdo de tomografia computadorizada de térax. Portanto, em
relacdo aos objetivos, podemos constatar que naqueles pacientes que
possuiam qualquer tipo de micrometastase, nenhum evoluiu para
macrometastase, inclusive sete pacientes acompanhados por mais de 10 anos.
Entdo podemos afirmar que a hipétese 4 dos objetivos é falsa, pois nao
podemos fazer correlagdo entre a incidéncia de metastase e micrometéstase

linfatica, isto é, as micrometastases ndo evoluiram para macrometastase

tardiamente nesta casuistica.
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A literatura é controversa em relacdo a este tema. No que tange aos
tumores broncogénicos do pulméo, para comparacdo, a tendéncia € que se
afirme que a presenca de micrometastase é fator de pior progndstico para os
pacientes. Isto seria a explicagcdo do porqué os pacientes portadores deste tipo
de neoplasia em fases iniciais (Estadiamento | e Il), apresentarem recidiva
linfatica apos cirurgia radical com intencdo curativa. Algumas das
micrometastases deixadas nos linfonodos néo ressecados se desenvolveriam
em macrometastases, com o consequente retorno, ou melhor, desenvolvimento
natural do tumor. Devido a este fato, a taxa de cura do cancer de pulmao nao
seria de 100%, estando em torno de 50 a 75% nestes estagios °> 8 8! por
outro lado existem aqueles autores que afirmam que as micrometastases néo
evoluem para macrometastases, que aquelas seriam destruidas pelo sistema
imune através de células NK as quais possuem atividade antitumoral apos a
retirada do tumor primario 4. Porém, em tese de doutorado deste mesmo
programa, a Dra Andréa Anneliese Reichmut Day ja demonstrou que as células
do tumor carcindide tipico tem a capacidade de escapar do sistema imune
através de imunomodulacéo, tese em andamento, ainda néo publicada.

Em relacdo aos tumores carcindides tipicos broncopulmonares, existe
apenas um trabalho na literatura que afirma que a presenca de micrometastase
neste tipo de tumor aumenta a taxa de recidiva e piora o prognéstico dos
pacientes por diminuir o tempo de sobrevivéncia °2. Porém o que notamos
neste trabalho é que o autor utiliza em sua casuistica pacientes com tumores
carcinoides tipicos e atipicos. Sabidamente os tumores carcindides atipicos
broncopulmonares possuem um comportamento maligno, comparavel aos

tumores broncogénicos ** ** %, Portanto podemos ter um viés de selecéo



Discussdo 116

nesta amostra, pois compara duas entidades que possuem evolucdes distintas,

sendo o tumor carcinoide atipico mais agressivo.

6.2.11 OBITOS

Houve seis 6bitos em nosso grupo de pacientes (12,2%), sendo dois
relacionados a doenca. Um foi devido a doenca propriamente dita, uma vez
que o paciente apresentou corrosao extensa do esofago, traquéia, carina e
brénquio principal esquerdo provocada pelo tumor. Apresentou insuficiéncia
ventilatoria por torcdo de endoprotese colocada para a correcdo desta
corrosdo, evoluindo a Obito seis meses apds a primeira cirurgia. O segundo
caso foi decorrente de complicacdes pos-operatérias (sepse), dois dias apds o
ato cirargico. Portanto verificamos que nenhum Obito esta relacionado a

presenca de micrometastase ou recidiva tardia da mesma.

6.3 ANALISE UNIVARIADA

Na analise univariada optamos por realizar quatro avaliagbes distintas.
Inicialmente realizamos uma analise univariada para comparacdo entre 0s
grupos de pacientes sem e com apenas macrometdstase, sem levar em
consideracdo as micrometastases. Esta andlise serve para comparacdo de
nossa casuistica com a literatura, sendo que o comportamento das
macrometastases ja é bem estabelecido ** ' 8. A segunda analise se refere a
comparacao entre pacientes sem e com macrometastase/ grupos de células

tumorais. Tentamos, dessa forma, verificar se o limite arbitrario entre
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macrometastase e micrometastases “grandes” poderia ser fonte de um
eventual erro de interpretacdo dos resultados. Esta forma de micrometastase,
grupo de células tumorais, € a que mais se aproxima das macrometastases, do
ponto de vista do tamanho e possivelmente do comportamento °* "*. Portanto,
para observarmos se existe um significado biolégico, que poderia
eventualmente se traduzir na melhora na predicAdo do risco de
macrometastases, optamos por acrescentar as micrometastases maiores na
analise. A terceira analise foi realizada através da comparacao entre pacientes
sem e com qualquer tipo de metastase linfatica, para verificar se o fenémeno
de micro metastase seria mais proximo biologicamente do fenbmeno de macro
metastase, 0 que nao parece ser na pratica clinica, ou se eventualmente
poderia representar em parte outro fendmeno, dado que nao acreditamos que
todas as micrometastases evoluam para verdadeiras macrometastase, com ja
dissemos anteriormente. Esta analise nos mostra se as macrometastases e as
micrometastases possuem um comportamento simultaneamente diferenciado
qgquando as comparamos com pacientes sem qualquer tipo de metastase. Por
altimo realizamos a andlise que gerou a segunda e terceira hipéteses deste

trabalho, que € a comparacéao entre os pacientes sem e com micrometastases.
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6.3.1 ANALISE DOS RESULTADOS DA COMPARACAO ENTRE

GRUPOS SEM E COM MACROMETASTASE

Como relatado acima, a intencdo desta primeira avaliagcdo é realizar
comparacao da nossa casuistica com o que a literatura nos mostra acerca da
presenca de macrometastases em pacientes com tumor carcindide tipico

broncopulmonar.

6.3.1.1 IDADE

A hipodtese verificada foi de que pacientes mais idosos teriam mais
macrometastase do que os mais jovens. A média de idade daqueles pacientes
que tiveram macrometastase nesta série foi de 39,3 anos com desvio padréo
de 15,4 anos e erro padrdo da meédia de 5,1 anos e a média de idade dos
pacientes que nao as tiveram foi de 41,7 anoscom desvio padrdo de 16,1 anos
e erro padrdo da meédia de 2,5 anos. Pelo teste t de Student ndo houve
diferenca entre as médias de idade dos grupos pois o p foi de 0,69. O nosso
resultado ndo vai de encontro ao que a literatura prevé, pois a mesma nos
mostra que a média de idade dos pacientes que apresentam macrometastase €

maior do que os que n&do apresentam este evento *® 3% 1 72,

6.3.1.2 GENERO

A hipotese verificada foi a de que o género masculino apresenta mais

macrometastase do que o feminino. Em relacdo aos homens, houve frequiéncia
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de 26,3% de macrometastase, enquanto nas mulheres foi de 13,3%. Apesar da
freqiéncia de macrometastase nesse grupo de homens ter sido o dobro
daquela observada no grupo de mulheres, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre a distribuicdo por género dos pacientes entre 0s grupos sem e
com macrometastase, pois o teste exato de Fisher teve p de 0,28. Em estudos
de coorte anteriores demonstrou-se que as macrometastases sao mais
freqlientes em homens ** 32, Levando-se em consideracdo que também os
carcinoides atipicos sdo mais frequentes em homens, pode-se pensar que 0

género masculino possui tumores com caracteristicas mais agressivas.

6.3.1.3 LOCALIZACAO CENTRAL OU PERIFERICA DO TUMOR

A hipétese verificada € a de que os tumores periféricos tem maior potencial
de gerar macrometastase do que os centrais "*. Ndo houve diferenca entre a
distribuicdo por localizacdo do tumor em posicdo central as vias aéreas
superiores ou periféricos no parénquima pulmonar entre 0s grupos sem e com
macrometastase em nossa casuistica, pois o teste exato de Fisher teve p de
0,66. Isto se apresenta de acordo com alguns trabalhos da literatura ** % 82,

Acreditamos gue a exclusdo dos tumores mais benignos resultou na perda
do “contraste” da posi¢cdo mais central dos menos agressivos e mais periférica
dos mais agressivos, conforme demonstramos em publicacées anteriores °. Um
fator de confusdo que poderia explicar a pior evolu¢do dos tumores carcinoides
tipicos periféricos, é o fato de terem tendéncia a permanecerem assintomaticos

até atingirem dimensdes que os tornariam sintomaticos em posi¢cdo central.

Lesdes mais centrais tenderiam a causar sintomas obstrutivos mais
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precocemente, além de tosse e hemoptise, portanto seriam diagnosticados

também mais precocemente, evitando maior chance de qualquer metastase.

6.3.1.4 DIAMETRO DO MAIOR EIXO DO TUMOR

A hipotese verificada foi a de que tumores com maior didmetro teriam
maior probabilidade de apresentar metastase como sugerido por alguns autores
19.32. 76 Apesar do valor da mediana ter sido maior no grupo de tumores que
nao geraram macrometastase linfatica, a dispersdo dos valores fez com que
nao houvesse diferenca estatistica significante entre os dois grupos de valores,
o que vem de encontro ao achados de alguns autores 3 ™ 2,

O maior diametro dos tumores primarios que nao geraram macro-
metastase variou entre cinco e 80 milimetros; tiveram diametro mediano de
225,1 milimetros e intervalo entre os quartis 25 e 75% entre 16,3 e 35
milimetros. Considerando-se 0s tumores que geraram macrometastase, 0 maior
didmetro variou de cinco a 60 milimetros, com mediana de 24,2 milimetros e
intervalo inter-quartis 25 a 75% entre 12,5 e 35 milimetros.

Em concluséo, ndo houve diferenca entre o didametro do maior eixo do

tumor entre os grupos de pacientes que tiveram e ndo tiveram macrometastase

no grupo estudado, pois o teste de Mann-Whitney teve p de 0,86.

6.3.1.5 MARGEM CIRURGICA ACOMETIDA PELO TUMOR

A hipotese verificada foi a de que os tumores que nao puderam ser

ressecados completamente e que tiveram células remanescentes na margem
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cirdrgica foram os teoricamente mais invasivos, 0S quais teriam maior
capacidade de comprometer tecidos adjacentes, e portanto teriam maior
capacidade de gerar macrometastase. Nao houve diferenca quanto a frequéncia
de margem cirurgica comprometida por células malignas quando comparados
0S grupos de pacientes sem e com macrometastase, pois o teste exato de
Fisher teve p de 0,067. Porém, o p<0,1 faz com que este resultado da analise
univariada eleja esta variavel como candidata a predizer o risco individual de

macrometastase no modelo de regressao logistica.

6.3.1.6 PRESENCA DE MICROMETASTASE

A hipoétese verificada foi a de que tumores que geram macrometastase nos
linfonodos tém maior probabilidade também de enviarem células malignas para
outros linfonodos que serdo diagnosticadas na forma de algum subtipo de
micrometastase. Em Ultima analise a hipotese é de que as micrometastases
sejam apenas macrometastases ainda com diametros exiguos. Cinco dos 28
(17,9%) casos sem qualquer micrometastase tiveram macrometastase;
fendmeno equiparavel foi observado no grupo de pacientes que tiveram algum
dos tipos ou mesmo os dois subtipos de micrometastases: quatro dos 21 (19%)
pacientes tiveram macrometastase. Nao houve diferenca quanto a frequiéncia
de micrometastase quando comparados 0s grupos de pacientes sem e com
macrometastase, pois o teste exato de Fisher bicaudado teve p igual a 1,0.

Com isto confirmamos que a hip6tese de numero 4 é falsa, pois ndo ha
correlagdo entre incidéncia de micrometastase e macrometastase. Sdo eventos

aparentemente independentes. . Isso explica o grande numero de diagndstico
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de micrometastase em pacientes que nunca vieram a ter qualquer sinal de
acometimento por macrometastase neste grupo de pacientes.

Esse dado tem uma aplicacdo clinico-cirargica muito importante, pois a
procura de micrometastases nesses tumores ndo parece ter justificativa
prognoéstica. E mesmo no caso de se achar uma micrometastase, ndo se deve
arbitrariamente considerar o paciente com sendo de maior risco para
desenvolver macrometastase, esta sim com significado prognadstico.

Nos grupos europeus que participam do grupo multicéntrico franco-luso-
greco-brasileiro, pacientes considerados de alto risco de desenvolverem
macrometastase recebem o exame de Octreoscan no acompanhamento
ambulatorial pés-operatério. Estes dados sugerem que tal exame nao deve ser

preconizado na rotina de pacientes que tiveram diagnodstico de micrometastase.

6.3.1.7 METASTASE HEMATOGENICA

A hipotese verificada foi a de que tumores que tém capacidade de
alcancar os linfonodos e de obter sucesso no estabelecimento de colbnias de
células malignas nessas estruturas, também teriam maior capacidade de gerar
metéstase por via hematogénica. Nao houve diferenca quanto a frequéncia de
metastase hematogénica quando comparados 0s grupos de pacientes sem e
com macrometastase pois o teste exato de Fisher teve p de 0,18. Esta amostra
€ muito exigua e ndo houve um namero de eventos metdstase hematogénica

nesta amostra que nos permitisse qualquer conclusao a esse respeito.
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6.3.2 ANALISE DOS RESULTADOS DA COMPARACAO ENTRE
GRUPOS SEM E COM MACROMETASTASE/ GRUPO DE CELULAS

TUMORAIS

Esta andlise foi realizada agrupando-se o0s pacientes com
macrometastase e 0s pacientes com grupo de células tumorais. Entende-se,
como ja foi mencionado acima no item 6.3, que a forma de micrometastase
denominada grupo de células tumorais, que possui diametro entre 0,2 e dois
milimetros, € a que mais se aproxima das macrometastases do ponto de vista
do tamanho e possivelmente do comportamento ** . Portanto utilizamos esta
analise para verificar se a somacéo dos grupos poderia aumentar o poder de
predicdo do risco invidual de macrometastase em nosso grupo e se haveria
novas variaveis que poderiam prever este evento. Porém como visto na tabela
20, manteve-se apenas a margem cirurgica acometida como variavel preditora
do risco de macrometéastase/ grupo de células tumorais com um p de 0,036. As
demais variaveis seguiram o mesmo padrdao encontrado quando se levou em
conta apenas as macrometastases. Portanto néo foi possivel realizar uma
analise multivariada por regressdo logistica, pois apenas uma variavel
apresentou p menor do que 0,1. Para ndo estender demasiadamente o texto,
nao iremos analisar isoladamente as demais varidveis, quais sejam: idade,
género, localizacdo central ou periférica, diametro do maior eixo do tumor e
metédstase hematogénica. As justificativas e explicacdes sdo as mesmas dadas
para o grupo de pacientes unicamente com macrometastases.

Como conclusao, ja citado anteriormente, percebe-se através da analise

deste grupo de pacientes que realmente este grupo com micrometastases do
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tipo grupo de células tumorais, quando analisado simultaneamente com o
grupo de macrometastases apresenta um comportamento semelhante ao grupo
com macrometastases isoladas, quando comparados com o grupo de

pacientes sem micrometastases.

6.3.3 ANALISE DOS RESULTADOS DA COMPARACAO ENTRE
GRUPOS SEM E COM QUALQUER TIPO DE METASTASE LINFATI CA
(MACROMETASTASE, GRUPO DE CELULAS TUMORAIS E CELULA S

TUMORAIS ISOLADAS)

Esta andlise foi realizada através da aglutinacdo de todos os grupos que
apresentaram algum tipo de metastase linfatica (seja macrometastase, grupos
de células tumorais ou células tumorais isoladas). Esta analise nos mostra se
as macrometastases e as micrometastases possuem um comportamento
simultaneamente diferenciado quando as comparamos com pacientes sem
qualquer tipo de metéastase.

Nesta analise apenas a idade foi tida como variavel preditora do risco de
qualquer tipo de metastase linfatica. O teste t de Student mostrou um p de
0,017. Porém verificamos que a média de idade dos pacientes sem qualquer
tipo de metastase linfatica é de 46,9 anos e que a média de idade dos
pacientes com qualquer tipo de metastase linfatica € de 36,3 anos. Portanto
poderia se entender que 0s pacientes mais jovens sdo mais favoraveis a
apresentar metéastase. Deduz-se que houve uma contaminacdo do fendmeno
de verdadeiras macrometastase, com valor progndstico, por uma populacéo de

dados referentes a um fendmeno provavelmente distinto: a verdadeiras
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micrometastases, que provavelmente podem acontecer em pacientes mais
jovens. Se levarmos em conta o fendbmeno simples “metastase”, ndo € o que
encontramos em varios trabalhos e também em nossa coorte, que demonstram
que a idade daqueles pacientes que apresentam metastase é maior *® 3% - 72,

O nosso resultado apresenta uma repeticdo quando se avalia as medias
de idade do grupo com macrometastases e do grupo com qualquer tipo de
metastase linfatica, sendo que em ambas a média de idade do grupo que
apresenta metastase € menor. Isto provavelmente se deve ao pequeno namero
de pacientes avaliados. Provavelmente se for avaliada uma amostra maior de

pacientes, a tendéncia da média de idade daqueles que apresentam metastase

tendera a ser maior, quanto mais o0 grupo representar a populacéo geral.

6.3.4 ANALISE DOS RESULTADOS DA COMPARACAO ENTRE

GRUPOS SEM E COM MICROMETASTASE

A Ultima analise se refere a hipdtese 2 dos objetivos deste trabalho.
Refere-se a avaliacdo entre o grupo sem e com micrometastase para se
verificar as possiveis diferencas entre estes grupos e se as variaveis estudadas
sdo capazes de prever micrometastase. A hipotese 2 é exatamente a analise

univariada destes grupos.

6.3.4.1 IDADE

Novamente notamos uma diferenca entre as médias de idade entre os

grupos sem e com micrometastase, apesar de nao ter significancia estatistica.
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A média de idade do grupo de pacientes sem micrometastase foi de 44,6 anos
com desvio padrdo de 16,1 anos e erro padrao da média de 3,0 anos.
Considerando-se o grupo de pacientes com micrometastase nos linfonodos
ressecados, a media de idade foi de 37 anos com desvio padrédo de 14,8 anos
e erro padrdo de 3,2 anos. ApOs a avaliacao pelo teste t de Student, temos um
p de 0,10.

O que nos chama a atencéo é a permanéncia neste grupo, assim como 0s
grupos avaliados anteriormente, da meédia de idade menor naquele grupo que
apresenta micrometastase. Na literatura ndo possuimos dados para
comparacao, pois temos apenas um trabalho indexado que avalia pacientes
com carcindide tipico e atipico broncopulmonar simultaneamente®, porém este
trabalho ndo compara as meédias de idade entre os grupos sem e com
micrometastase. Novamente, levando-se em consideracdo para comparacao
0S pacientes com macrometastase, esperariamos que O grupo com
micrometastase, assim como 0S grupos de macrometastase em varios
trabalhos, apresentasse média de idade mais alta, pois 0s pacientes mais
idosos com tumor carcindide tipico broncopulmonar sdo mais agressivos ¢ >
.72 por outro lado, o resultado de p igual a 0,1 elege esta varidvel como
candidata a predizer o risco individual de micrometastase no modelo de

regressao logistica.

6.3.4.2 GENERO

Em relacdo ao género, ndo houve diferenca entre 0s grupos sem e com

micrometastase. Oito homens em um total de 19 tiveram algum subtipo de
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micrometastase, enquanto 13 mulheres de um total de 30 também
apresentaram tal fenémeno. O teste exato de Fisher apresentou p igual a 1,0.
Assim como a idade, ndo dispomos de trabalhos para comparacéo, sendo
este o primeiro desta natureza. O que poderiamos esperar € que 0 género
masculino, por apresentar maior tendéncia & tumores mais agressivos *°, teria
maior chance de micrometastase. Portanto vemos pelos resultados que em se
tratando de micrometastase, o género ndo se mostra como variavel para
comparacao entre os dois grupos, sem e com micrometastase, assim também

nao atuando como variavel preditora de micrometastase.

6.3.4.3 LOCALIZACAO CENTRAL OU PERIFERICA

Em relacdo a distribuicdo central ou periférica do tumor, esperar-se-ia que
agueles tumores mais periféricos, por apresentarem uma caracteristica de
maior agressividade ', também apresentassem maior freqiiéncia de
micrometastase. Quando comparadas as frequéncias de distribuicdo entre os
grupos sem e com micrometastase em relacdo a posicéo central ou periférica,
nao houve diferenca entre os grupos. Observou-se que 16 dos 38 tumores
centrais e 5 dos 11 tumores periféricos enviaram algum subtipo de
micrometastase para os linfonodos ressecados. Isto nos mostra que a
localizacdo central ou periférica ndo apresentou influéncia em relacdo a

micrometastase neste grupo de pacientes. Apds a analise pelo teste exato de

Fisher, verificou-se que o p eraigual a 1,0.
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6.3.4.4 DIAMETRO DO MAIOR EIXO DO TUMOR

A hipotese testada foi a de que quanto maior o diametro do tumor, maior
seria a sua capacidade de apresentar micrometastase, como sugerido por
alguns autores para macrometastases ** 3> °. A mediana do grupo que nao
apresentou micrometastase foi de 25,9, enquanto a mediana do grupo que
apresentou micrometastase foi de 23,7. ApOs a avaliacdo pelo teste de Mann-
Whitney, verificou-se um p de 0,59. Portanto ndo houve diferenca entre os dois
grupos como esperado. Nao existe nenhum trabalho indexado para realizarmos
comparacao em relacdo ao diametro e a presenca de micrometastase, mas
comparando-se com as macrometastases, a maioria dos trabalhos mostra que

n&o existe relacdo entre o tamanho e a presenca de macrometastase 3% " 72,

6.3.4.5 MARGEM CIRURGICA COMPROMETIDA

A hipétese verificada foi a de que a presenca de células tumorais
remanescentes na sutura cirdrgica seria secundaria a tumores teoricamente
mais invasivos, 0s quais teriam maior capacidade de comprometer tecidos
adjacentes, e portanto teriam maior capacidade de gerar micrometastase. Nao
houve diferenca na distribuicdo entre os grupos sem e com micrometastase em
relacdo a margem cirdrgica comprometida. Houve 2 pacientes com margem
cirirgica acometida em 28 sem micrometastase e 4 em 21 pacientes com
micrometastase. Ap6s a analise pelo teste exato de Fisher encontrou-se p de
0,38. Portanto a varidvel margem cirargica acometida ndo conseguiu prever a

presenca de micrometéstase.
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Dois fatos devem ser levados em consideracdo em relacdo aos 6 casos
de margem cirdrgica comprometida, nesta analise. O primeiro é que nenhum
paciente com margem cirdrgica comprometida apresentou recidiva mediastinal
durante o periodo de acompanhamento. Fato que seria comum de ocorrer, por
exemplo, em pacientes com tumores broncogénicos. O segundo fato, que ja foi
comentado anteriormente, € que nenhum paciente com margem cirargica
comprometida apresentou registro de sinais ou sintomas de recidiva tumoral no
coto brénquico ou na linha de anastomose, nem em prontuario, nem durante a
entrevista e o exame clinico realizados no ambulatorio. Ainda existe muita
controvérsia se estes pacientes devem ser reabordados cirurgicamente ou nao.
Porém, ha uma tendéncia a ndo reoperar pacientes com tumor presente
microscopicamente na margem ressecada sem evidéncias macroscopicas,

radioldgicas ou endoscépicas, de recidiva % "> & 7°,

6.3.4.6 METASTASE HEMATOGENICA

A hipotese verificada foi a de que tumores que tém capacidade de
alcancar os linfonodos e de obter sucesso no estabelecimento de colbnias de
células malignas nessas estruturas, também teriam maior capacidade de gerar
metdstase por via hematogénica. Assim como j& visto nas avaliacdes
anteriores, ndao houve diferenca entre a distribuicdo, por presenca de
metastase hematogénica, no acompanhamento pré e pdés-operatdrio dos
pacientes entre 0s grupos sem e com micrometastase. Apds a avaliacdo pelo

teste exato de Fisher obteve-se um pigual a 1,0.
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6.3.4.7 CONCLUSAO

Temos entdo como conclusdo que pela analise univariada ndo obtivemos
nenhuma varidvel neste grupo capaz de prever a ocorréncia de
micrometastases. Todas as variaveis apresentarem p > 0,05. Apenas a idade
apresentou p igual a 0,1, sendo entdo variavel candidata a entrar na analise de
regressao logistica, porém como existiu apenas esta variavel, néo foi possivel a
analise proposta. Portanto a hipétese de numero 2 € falsa, pois nenhuma
destas variaveis analisadas é preditora de micrometastase neste grupo de

pacientes com tumores carcinoides tipicos broncogénicos.

6.4 ANALISE MULTIVARIADA

Nenhuma das avaliacdes realizadas apresentou duas ou mais variaveis
capazes de serem colocadas na analise multivariada por regressao logistica.
Em cada uma das avaliacbes obtivemos apenas 1 variavel. Portanto nao
pudemos desenvolver neste grupo estudado uma equacdo matematica que
pudesse prever o risco individual de micrometastase em pacientes com tumor
carcinoide tipico broncopulmonar. Por este motivo ndo podemos confirmar a
hipétese de numero 3, que nos diz ser possivel a predicdo deste risco pela

regressao logistica.
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6.5 PERSPECTIVAS

Através deste trabalho demonstramos que nao existe correlacdo entre
micrometastase e macrometastase nos pacientes estudados do Grupo de
Estudo das Neoplasias Neuroendocrinas do Servico de Cirurgia Toracica da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Porém o trabalho n&o
para neste ponto. Profundas davidas ainda nos fazem refletir acerca de que
possiveis mecanismos possibilitam a existéncia de células tumorais presentes
em linfonodos e possivelmente em outros o6rgdos. Seriam fendmenos de
escape imune? Seriam receptores ou talvez substancias produzidas pelas
células tumorais que alterariam o0 microambiente, permitindo assim a sua
presenca nos linfonodos, sem que sofressem qualquer ataque do sistema
imune? Os mecanismos de emissdo de macrometastases sdo os mesmos das
micrometastases? Os tumores poderiam ter caracteristicas distintas de atipia,
uns permitindo a emissédo de células mais agressivas do que outros, por iSso
estas se desenvolveriam em metastases e as procedentes de tumores menos
agressivos nao?

No momento estamos apenas em fase inicial de nossa jornada como
grupo de pesquisa, apesar de termos alcancado ja inumeras vitérias, inclusive
no exterior, com a aprovagdo da comunidade cientifica internacional, através
da obtencdo de véarios prémios internacionais, com o Dr. Jodo Carlos das
Neves Pereira. Estamos finalizando este trabalho, ja refletindo na continuidade
do mesmo, através da comparacdo de pacientes com macrometastase e
micrometastase pela analise de biomarcadores como o Ki-67, p53, Bax, Bcl3,

fiboras elasticas e fibras colagenas tumorais que nos mostrariam o
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comportamento biolégico do tumor em ambas as situacdes. Temos ainda Dra
Andrea Anneliese Reichmut Day, também em tese de doutoramento, avaliando
o perfil inflamatoério do tumor através de imuno-histoquimica, além de alunos de
iniciacao cientifica em varios outros estudos.

Portanto o trabalho é intenso no grupo, pautado sempre pela assisténcia
ao paciente, como ator principal no teatro da Medicina, além da necessidade
incessante de busca de novos conhecimentos e tecnologias para melhor
atender a este paciente que nos procura, muitas vezes com parcas esperancas

de encontrar a sua cura.



7. CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

7.1 — Existem micrometastases linfaticas de tumores carcindides tipicos
broncopulmonares que podem ser diagnosticadas através de imuno-
histoquimica pelos marcadores Sinaptofisina e Cromogranina A.

7.2 — Nao foi possivel predizer o risco individual de acometimento por
micrometastase em pacientes com tumor carcinoide tipico broncopulmonar
pela andlise das variaveis propostas nesta amostra populacional.

7.3 — Nao foi possivel estabelecer um indice numérico que represente o
risco da ocorréncia de micrometastase para cada doente.

7.4 — Nao foi possivel estabelecer correlacdo entre incidéncia de

metastase e micrometastase nesta amostra populacional.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO A

Tabela Al — Dados clinicos, cirdrgicos e anatomopat  ologicos dos
pacientes incluidos no estudo

n Gen (lggg:) Local Oper Status %Z?ff/ Margem T l\gie;ﬁqr N Dli_s:22 c. FI,‘ (')r;ft M Estad
1 1 50 5 2 1 0 0 2 20 0 11 0 0 2
2 1 27 4 2 1 0 0 1 25 0 5 0 0 1
3 2 17 3 3 1 0 0 2 16 0 3 0 0 2
4 2 66 1 3 1 1 0 1 7 0 5 0 0 1
5 2 42 1 2 1 0 1 2 35 0 19 0 0 2
6 2 52 3 3 1 0 0 2 60 0 24 0 0 2
7 1 34 4 2 1 0 0 1 25 0 5 0 0 1
8 2 24 1 2 1 1 0 2 50 0 4 0 0 2
9 1 39 3 2 1 0 0 2 40 0 15 0 0 2
10 2 49 4 2 1 1 0 2 32 0 7 0 0 2
11 2 71 5 1 0 1 0 3 25 0 6 0 0 4
12 2 67 6 1 1 1 0 1 5 0 8 0 0 1
13 2 29 8 4 1 0 0 1 30 0 5 0 0 1
14 1 70 4 1 1 1 0 2 30 0 15 0 0 2
15 1 34 2 3 1 0 0 1 20 0 2 0 0 1
16 2 18 7 4 0 0 0 3 30 1 20 1 0 5
17 2 41 3 2 1 1 0 1 18 0 3 0 0 1
18 2 25 3 2 1 0 0 1 20 0 3 0 0 1
19 1 62 6 2 0 0 0 2 30 0 12 0 0 2
20 2 43 5 2 1 0 0 1 20 0 5 0 0 1
21 2 38 8 5 1 0 0 1 15 0 12 0 0 1
22 1 17 6 2 1 0 0 2 18 0 12 0 0 2
23 1 42 5 2 1 0 0 1 40 2 10 2 0 5
24 2 62 8 4 1 0 0 3 70 0 9 0 0 4
25 2 57 4 2 1 0 0 1 9 0 5 0 0 1
26 2 69 5 2 1 1 0 1 5 2 14 2 0 5
27 2 24 4 2 1 0 0 1 25 1 10 2 0 5
28 2 28 8 4 1 0 0 3 40 0 4 0 0 4
29 2 42 8 4 1 0 0 3 20 0 5 0 0 4
30 2 32 4 4 1 0 0 3 42 0 7 0 0 4
31 2 37 2 3 1 0 0 2 45 0 3 0 0 2
32 1 37 1 2 1 1 0 1 30 0 8 0 0 1
33 1 32 8 4 1 0 1 1 10 1 17 1 0 3
34 1 20 8 2 1 0 0 1 17 0 2 0 0 1
35 2 35 1 2 1 0 1 1 15 0 3 0 0 1
36 1 77 3 2 1 0 0 2 40 0 2 0 0 2
37 1 45 1 2 1 0 0 2 30 1 16 1 0 5
38 1 46 8 5 0 0 1 3 20 1 4 2 1 7
39 1 48 6 2 1 0 0 1 5 0 5 0 0 1
40 2 24 8 4 1 0 0 3 10 0 11 0 0 4
41 2 24 6 2 1 1 0 2 35 0 2 0 0 2
42 1 47 6 0 1 1 0 1 7 0 2 0 0 1
43 1 42 5 2 1 0 0 2 30 0 2 0 0 2
44 2 20 7 5 1 0 0 3 20 0 8 0 0 4
45 2 61 7 1 0 0 0 4 80 0 7 0 0 6
46 1 29 2 3 1 0 0 2 60 2 7 1 0 6
47 2 49 6 2 1 0 1 1 15 3 4 3 0 6
48 2 36 4 2 1 0 0 1 18 0 6 0 0 1
49 2 42 7 4 0 0 1 4 15 0 13 0 0 6
Legenda :

n : nimero do caso
Gen : género (1 = masculino, 2 = feminino)
Local : local da cirurgia, 1 = lobo superior direito, 2 = brénquio intermédio, 3 = lobo médio,

4 = lobo inferior direito, 5 = lobo superior esquerdo, 6 = lobo inferior esquerdo,

7 = brénquio fonte direito, 8 = brénquio fonte esquerdo

Oper : Operagéo, 0 = nodulectomia, 1 = segmentectomia, 2 = lobectomia, 3 = bilobectomia,

4 = pneumonectomia, 5 = broncoplastia
Status : 0 = 6bito, 1 = vivo
Cent/ Per : 0 = central, 1 = periférico
Margem : 0 = livre, 1 = comprometida
Maior Diam : maior didmetro em mm
N : 0 = auséncia de linfonodos comprometidos, 1 = linfonodos hilares ou pulmonares comprometidos, 2 = linfonodos
mediastinais ipsilaterais comprometidos, 3 = linfonodos mediastinais contralaterais ou supraclaviculares comprometidos
Linf. Dissec. = linfonodos dissecados
Linf. Posit. = linfonodos positivos
M : 0 = auséncia de metastase hematogénica, 1 = presenga de metastase hematogénica
Est : estadiamento, 1 - 1A, 2-1B,3—11A, 4—1IB,5—1lIA, 6 - llIB, 7 — IV
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8.2 ANEXO B

Tabela B1 — Dados dos biomarcadores dos pacientesi  ncluidos no
estudo

Sinapto Cromo Sinapto/

Padréo CTI GCT Macro
Cromo

> >
oo

Co~NoOU~AWNE S

N
S>> 2>2>2>I>2>>2>I2>2>>>>>>IP>P>IP>PIIZIP>>P>>
S>> >>2>>2>2>>>>>>IP>>>>>>>>P>>>>>P>>P>IP>>P>IP>>>>>P>>>

S>> 2>2>2>I>2>2>2>>2>>>>P>IIP>P>IP>PP>IP>P>S>
OOFRPNPFPOMNNMNNNNNNNPEPORPENNNONNNNENNNNNNPEPONNENNOOONNEROON
PRPPRPOPRPPOOO0OO0OO0OO0OCO0OO0CORPFPPFPOOORFRPROOOORFRPROO0OO0OO0OO0OORPRPOOOORPRFRPPPOOOREO
eNeol NeololeolololoNololoNolol ol JeloleoloNeloloNoleol leoleloNeololoNelololol JHelolNeol NelloNeol NeolNelNe)
OO0OPRPRPFRPOOOOO0OOORPFPFOOORFRPROOOOORPRPFPROORFRPROOOOOORFRPROOOODO0OOO0OO0OO0OOOO0OOoO

Legenda :

n : nimero do caso

Sinapto : Sinaptofisina, A = auséncia de micrometastase, M = micrometastase

Cromo : Cromogranina A, A = auséncia de micrometastase, M = micrometastase

Sinapto/ Cromo : associacao de Sinaptofisina e Cromgranina A

Padrao : 0 = célula tumoral isolada, 1 = grupo de células tumorais, 2 = auséncia de
micrometastase

CTI : célula tumoral isolada, 0 = auséncia, 1 = presenca

GCT : grupo de células tumorais, 0 = auséncia, 1 = presenca

Macro : macrometastase, 0 = auséncia, 1 = presenca
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8.3 ANEXO C

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISAO U
RESPONSAVEL LEGAL

DATA NASCIMENTO: ........ [oii. l.....
ENDEREGQCO ...ttt NO e APTO: ......
BAIRRO: .o CIDADE ...

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......coovviiiiiiiiiiiiiieeeee, SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ...... l..... l......
ENDEREGQCO: ...ttt NO L APTO:

BAIRRO: .o CIDADE: ..o
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : Predicdo do risco individual de micrometastase do tumor
carcindide tipico broncopulmonar em funcdo de variaveis clinicas, anatomo-patolégicas e
biomarcadores teciduais.

Pesquisador : Dr. José Ribas Milanez de Campos
CARGO/FUNCAO: Médico assistente do servico de Cirurgia Toracica do INCOR-HC-FMUSP
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL :
UNIDADE DO HCFMUSP: Servigo de Cirurgia Toracica do InCor/ FMUSP
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO X RISCO MINIMO RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)
4.DURACAO DA PESQUISA : 2 anos
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lIl - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNAN DO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa ; 2. procedimentos que serdo utilizados e
propasitos, incluindo a identificacdo dos procedimentos que sdo experimentais;
3. desconfortos e riscos esperados; 4. beneficios que poderdo ser obtidos; 5.
procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

N&o se aplica ao protocolo, devido as caracteristicas da pesquisa.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE G ARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informagfBes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da
assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

5. viabilidade de indenizacdo por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACO ES
ADVERSAS.

Dr. José Ribas Milanez de Campos InCor — Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar,

Dr. Daniel Messias de Moraes Neto Idem
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VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de
Pesquisa

Sao Paulo, de de 19

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)

INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO
(Resolucdo Conselho Nacional de Saude 196, de 1@ubuw 1996)

1. Este termo contera o registro das informacdesogoesquisador fornecera
ao sujeito da pesquisa, em linguagem clara e deeés®vitando-se
vocabulos técnicos ndo compativeis com o grau dehemmento do
interlocutor.

2. A avaliacédo do grau de risco deve ser minuciesando em conta qualquer
possibilidade de intervengcdo e de dano a integeidagica do sujeito da
pesquisa.

3. O formulario podera ser preenchido em letra dméolegivel, datilografia
ou meios eletronicos.

4. Este termo devera ser elaborado em duas viasdiicuma via em poder do
paciente ou seu representante legal e outra degejantada ao prontuario
do paciente.

5. A via do Termo de Consentimento Pos-Informacaorstiola a analise da
Comisséao de Etica para Analise de Projetos de BaseDAPPesq devera
ser idéntica aquela que sera fornecida ao sujeifmedquisa.
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