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Silva FM. Expresséo de receptores de somatostatina subtipo 2 (SSTR-2) e a
sua relagcdo com metastase linfatica e variaveis clinicas pré-operatorias em
tumores carcindides broncopulmonares tipicos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2008. 112 p.

Os tumores carcinoides broncopulmonares tipicos (CT) séo proliferacdes de
células neuroenddcrinas. Foram consideradas como adenomas e acreditava-
se que nédo tinham potencial para disseminacdo hematogénica e linfatica.
Porém, a ocorréncia de metastase linfatica e hematogénica acontece em um
quinto dos individuos acometidos por essa patologia. A variacdo no
comportamento clinico dos carcindides broncopulmonares torna imperativa a
realizacdo de pesquisas que visem a melhor compreensio dessa doenca. E
fundamental determinar a agressividade e o risco individual da ocorréncia de
metéstase linfatica e hematogénica para que se possa oferecer um
tratamento individualizado para cada binbmio doente-doenca. A classificacao
atual divide os tumores carcindides, conforme o grau histolégico de
malignidade em tipico e atipico, agrupando as neoplasias de acordo com o
indice mitético, relacédo volumétrica nucleo/citoplasma, presenca ou auséncia
de necrose, pleomorfismo nuclear e invasédo vascular. Receptores celulares
na superficie externa da membrana plasmatica podem ser ubiqguamente
expressos em diversos tipos celulares ou especificos para determinada
populacdo celular. Os receptores de somatostatina sao especificos de
células neuroenddcrinas e também sdo expressos nas neoplasias desta
natureza. Existem 5 tipos de receptores de somatostatina (SSTR). A
interacdo da somatostatina (SST) com seu receptor especifico provoca as
inibicbes do ciclo celular e da angiogésese, bem como estimula a apoptose.
A meia-vida plasmatica da SST € breve. Analogos com menor
metabolizacdo eram necessarios. Foram desenvolvidos os andlogos como
octreotide e lanreotide. Estes analogos foram acoplados a radionuclideos,
possibilitando aplicagdo em diagndéstico, estadiamento e tratamento dos
tumores neuroendocrinos. O SSTR do tipo 2 possui maior afinidade pela
somatostatina.

A expressao imunohistoquimica de SSTR-2 em carcindide tipicos ofereceria
métodos adicionais de diagndstico e tratamento para esta doenca. Com o
objetivo de demonstrar a expressdo de SSTR-2 em carcindides
broncopulmonares tipicos, bem como verificar se existia relacdo entre a
expressao e ocorréncia de metastase linfatica 62 pacientes tiveram suas
amostras de tumor submetidas ao método imunohistoquimico. Verificou-se,
ademais, se a expressdo de SSTR-2 e o indice de expresséo
imunohistoquimica eram variaveis independentes preditivas do risco de
metastase linfatica.

A relagcdo entre expressdo de SSTR-2 e variaveis clinicas pré-operatorias
também foi analisada. 36 pacientes tinham tumores que expressavam
SSTR-2 (58,1%), enquanto 26 doentes tinham tumores que néo
expressavam SSTR-2 (41,9%). Nao existiu diferenca estatistica significante
entre a expressao de SSTR-2 e a ocorréncia de metastase linfatica (teste
exato de Fisher, p=0,529). Também nao existiram diferencas estatisticas
significantes nas analises multivariadas que testaram se tanto o SSTR-2



quanto o indice de imunohistoquimica eram varidveis independentes
preditivas do risco de metastase linfatica. Neste estudo, os CT expressaram
SSTR-2. Além disso, ndo existiu relacdo entre a ocorréncia de metastase
linfatica e a expressdo de SSTR-2. Por fim, o SSTR-2 e o indice
imunohistoquimico ndo foram variaveis independentes do risco de metastase
linfatica.

Descritores:  1.Tumor  carcindide/classificacdo 2.Receptores de
somatostatina/classificacao 3.Tumores neuroenddcrinos/classificacédo
4.Neoplasias bronquicas/classificacéo 5.0ctreotida/uso  diagndstico

6.0ctreotida/uso terapéutico



Silva FM. Expression of somatostatin receptor type 2 (SSTR-2) and its
relation with lymphatic metastasis and preoperative clinical features in typical
bronchopulmonary carcinoid tumors [thesis]. Faculty of Medicine, University
of Sao Paulo, SP (Brazil); 2008.

Typical pulmonary carcinoids are neuroendocrine cells proliferations and they
were former considered lung adenomas with no hematogenic or lymphatic
metastatic potential. However, it is known that up to 20% of patients develop
metastatic disease. It is mandatory that new studies be developed due to the
variation in clinical presentation of these patients. It is also required that the
individual risk of lymphatic and hematogenic metastasis be determined in
order to individualize the patient's treatment. Pulmonary carcinoids are
classified according to hystologic grade. The current classification includes
hystologic grade, presence or absence of necrosis, nuclear pleomorphism,
and vascular invasion. Somatostatin receptors (SSTR) are neuroendocrine
cell specific receptors and can be detected in neuroendocrine tumors as well.
There are 5 SSTR’s subtypes. Somatostatin is a peptide that inhibits the cell
cycle and angiogenesis as well as increases the apoptosis by binding to
SSTR. The use of long-acting form of octreotide (a SST analogue) has been
associated with treatment (radiolabeled somatostatin analogs) and diagnosis
(OctreoScan®). Encouraging results have been obtained with the use of
radiolabeled somatostain analogs yttrium-90 and Lu-177 to treat patients with
neuroendocrine tumors. This study was designed to evaluate if typical
bronchopulmonary carcinoid expressed Somatostatin receptor type 2 using
the the immunohistochemical technique to identify Somatostatin receptor
type 2. This study verified if there was relation between Somatostatin
receptor type 2 expression and lymphatic metastasis. Futhermore, we
verified if Somatostatin receptor type 2 and imunnohistochemistry score
would be independent preditive markers to lymphatic metastasis. 62 patients
were evaluated. 36 (58,1%) patients expressed Somatostatin receptor type 2
in their tumor samples whereas 26 (41,9%) patients did not express
Somatostatin receptor type 2. This study did not verify significant statistical
difference between SSTR-2 expression and Ilymphatic metastasis.
Somatostatin receptor type 2 and imunnohistochemistry score were not
independent preditive markers to lymphatic metastasis. There were no
significant statistical differences on multivariate analyses. In conclusion this
study verified that there was Somatostatin receptor type 2 expression on
tumor samples studied but there was no relation between Somatostatin
receptor type 2 and lymphatic metastasis. Futhermore, Somatostatin receptor
type 2 and its imunnohistochemistry score were not independent preditive
markers to lymphatic metastasis.

Key words: 1.Carcinoid tumors/classification 2.Neuroendocrine
tumors/classification 3.Neuroendocrine carcinoma/classification 4.Bronchial
neoplasms/classification 5.Somatostatin receptors/classification
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1. INTRODUCAO

Os receptores celulares na superficie externa da membrana
citoplasmatica podem ser ubiquamente expressos em diversos tipos
celulares ou especificos para determinada populacéo celular’.

Os receptores de somatostatina sédo especificos de células
neuroenddcrinas e estdo também expressos nas neoplasias dessa
natureza®.

Devido a sua especificidade, podem ser utilizados na deteccao de
células neuroenddcrinas malignas. Um exemplo pratico de sua utilizagéo € o
uso do OctreoScan® para diagnéstico e estadiamento®.

Quanto a aplicacdo terapéutica pode-se citar a terapia alvo com
radiofarmacos ou nanoparticulas®.

Os tumores carcindides sao proliferacbes celulares neuroenddcrinas
que podem expressar os receptores de somatostatina e sdo derivadas das
células do epitélio ventilatério denominadas células de Kulchitsky®’
perfazendo de 0.5 a 5% das neoplasias primarias de pulmao®®.

De acordo com o grau histologico de malignidade s&o classificados em
carcinoides tipicos (CT) ou atipicos'®'",

Os primeiros sao considerados neoplasias de baixo grau de
malignidade e acreditava-se, até pouco tempo atras, sem potencial para o

desenvolvimento de metastase por via hematogénica ou linfatica.
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Atualmente, contudo, observa-se com freqliéncia o relato de
ocorréncias de metastases em individuos acometidos por esta doenca'®'*,

Alguns estudos reportam ocorréncia de metastase linfatica variando
entre 10 e 20 %'>"" enquanto uma extensa série holandesa relata deteccéo
de metastase hematogénica em até 2% dos casos de carcindides
broncopulmonares tipicos, demonstrando, na verdade, que esta doenca
indolente pode se tornar agressiva em um subgrupo de pacientes'®.

Neste contexto, torna-se mandatério aprofundar o estudo desta
entidade nosoldgica, que talvez compreenda nao apenas uma entidade, mas
uma verdadeira gama de proliferacdées, desde hiperplasias até neoplasias
invasivas e metastaticas. E imperativo compreender que mecanismos
capacitam estas células a disseminar para linfonodos e para outros érgaos.

A compreensao destes fenbmenos poderia auxiliar o desenvolvimento
de modelos matematicos para a predigao do risco individual destes eventos,

bem como disponibilizar ou justificar a indicagao de métodos diagnédsticos

mais sensiveis, a fim de aprimorar o estadiamento pré-operatorio.

11 O ESPECTRO DAS PROLIFERACOES DE CELULAS

NEUROENDOCRINAS NO TECIDO BRONCOPULMONAR

As células neuroenddcrinas estao distribuidas ao longo de todo epitélio

broncopulmonar ora em grupos — denominados corpos de Kulchitsky — ora

de maneira isolada'>*"°,



INTRODUCAO 4

A despeito de sua pequena densidade sdo ubiquamente localizadas
em quaisquer segmentos das vias aéreas, porém localizam-se
preferencialmente nos brénquios lobares e principais, e raramente na carina
ou nas regides parenquimatosas periféricas®*?’.

Possuem funcdo de quimiorreceptores e sao sensiveis a alteragdes
das pressdes parciais de gases, tanto alveolares quanto sangiiineas®.

Apesar de nao serem conhecidos todos os fatores que induzem a sua
proliferacdo, sabe-se que ocorre hiperplasia em resposta as baixas
concentracdes de oxigénio ou as altas de gas carbonico®2°.

Além disso, estas células tornam-se mais numerosas em associagao
com doengas pulmonares crénicas. Nota-se ocorréncia de hiperplasia de
células neuroenddcrinas em tecidos adjacentes a processos neoplasicos,
infecciosos ou em tecidos envolvidos com resposta inflamatoéria®®22.

Os patologistas classificam estes amontoados de células de Kulchitsky
como “Tumorlets”, baseados apenas na coloragdo tradicional pela
hematoxilina e eosina. Estes, por definicdo, devem ter o maior didmetro
inferior a 5mm. Do contrario, em situagdes em que existem aglomerados
celulares maiores que 5 mm, sao classificados como tumores carcindides
tipicos®®. Ao contrario da expectativa, observou-se, no ambulatério
especializado no seguimento de pacientes operados de tumores carcindides
broncopulmonares, um caso de uma mulher na quinta década de vida que

apresentou macrometastase linfatica em mediastino, secundaria a uma

lesao classificada inicialmente como Tumorlets™.
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Todos os tumores classificados como carcindides tipicos sao
considerados verdadeiras neoplasias, mesmo que em alguns casos nao se
observem quaisquer caracteristicas indicativas de malignidade. Os critérios
que os definem como tipicos sdo: menos do que duas figuras de mitose a
cada 10 campos microscopicos com aumento de 400x (10 campos de
grande aumento — CGA) e auséncia de areas de necrose'" 21431,

Os tumores carcindides atipicos, por sua vez, sao mais facilmente
aceitos como sendo carcinomas'®*?%  pois possuem caracteristicas
histopatoldgicas sugestivas de malignidade, como presenca de areas
necroticas e ocorréncia de duas ou mais figuras de mitose a cada 10
campos microscopicos com aumento de 400x (10 campos de grande
aumento — CGA) e clinicamente evoluem de forma mais agressiva'"'3".

O espectro das proliferagbes celulares neuroenddécrinas também
compreende as proliferagdbes com alto grau de malignidade, como por
exemplo, os carcinomas de grandes e de pequenas células®°.

Nao existem evidéncias de que as hiperplasias sejam proliferacbes pré-
malignas ou de que exista progressao maligna de um grupo para outro mais
agressivo. No entanto, existem evidéncias epidemiologicas de que cada
grupo deste espectro de proliferagdes ocorreria de maneira independente?,
ressalva feita a polémica existente na diferenciacdo entre hiperplasia de
células de Kulchitsky e o tumor carcindide tipico®.

Tentativas para definir e qualificar o potencial maligno de cada uma das

proliferagdes celulares por meio de estudos de material genético®'*"*, de

macromoléculas celulares’ ou da matriz extracelular tém sido realizadas®**°.
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Talvez mais importante que propor nomenclaturas seja aprimorar o
estadiamento, predizer o risco individual da ocorréncia de fendbmenos
morbidos como invasdo tecidual e metastases (evidentes mesmo em
tumores carcinodides broncopulmonares tipicos) e possibilitar tratamento com

terapias alvo para alguns doentes.

1.2 HISTORICO

A primeira descrigao clinica do que provavelmente teria sido um tumor
carcindide bronquico foi reportada em 1831 por Laénnec’®. Em sua
descricdo de como usufruir de seu estetoscopio recém desenvolvido, o autor
descreveu detalhadamente a ausculta de um pulmao atelectasiado por uma
lesdo endoluminal de crescimento lento, que desencadeava pneumonias de
repeticao e tosse com hemoptise, em uma mulher jovem né&o tabagista.

Os primeiros relatos de caso de tumor carcindide com comprovagao
histologica foram de Lubarsch*' em 1888. O autor descreveu dois casos de
pacientes com multiplos tumores em ileo distal, descobertos a necropsia.

No entanto, o termo carcindide foi sugerido e empregado somente em
1907 por Oberndorfer*? para a descricdo de lesdes tumorais que se
assemelhavam morfologicamente a carcinomas, mas apresentavam
comportamento clinico mais indolente, e que ocorriam nos segmentos

bronco-pulmonares ou no trato gastrointestinal.
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Em todas essas descrigdes predominava o conceito de que os tumores
carcindides eram tumores benignos, portanto incapacitados para promover
invasdo e metastase. Ao longo de grande parte do século XX este conceito
perdurou, apesar da crescente descricdo de invasdao e metastase
associadas aos relatos desta doenca'®. Somente na década de 80 do século

passado tal conceito fora abandonado.

1.3 CLASSIFICACOES DA ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS)

Na classificacdo anterior a 1981 proposta pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), os tumores carcindides brénquicos eram considerados
adenomas, por acreditar-se que representavam neoplasias de malignidade
intermediaria entre os hamartomas e os carcinomas primarios de pulmao.
Entretanto, os relatos de comportamento metastatico linfatico e extratoracico
exigiram reconsideracéo deste conceito>"*.

Em 1982, a OMS* classificaria os tumores neuroenddcrinos
pulmonares como neoplasias malignas, dividindo-os em dois grandes
grupos: o primeiro incluiria os tumores carcindides (tipicos e atipicos) e o
segundo os carcinomas pulmonares de grandes e o de pequenas células.
Esta postura foi mantida pela revisdo de 2004 (Apéndice A — Quadro 1). As
caracteristicas histoldégicas que definem o diagndstico de tumor carcindide
31,45:

tipico (CT) ou atipico (CA) ou carcinoma de pequenas células sao

— relag&o volumétrica nucleo/citoplasma
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— numero de mitoses em 10 campos de maior aumento
— necrose
— pleomorfismo

— invasao vascular

1.4 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA

Nas ultimas décadas, estudos epidemioldgicos tém demonstrado
progressivo aumento no diagnéstico desta doenca em diversos sitios*®*’.
Um estudo sueco, conduzido por Berge, reporta incidéncia de 8.4 casos para
cada 100.000 pessoas na Escandinavia, numa populagao seguida por mais
de uma década®’.

A incidéncia de carcindides broncopulmonares aumentou nos EUA, de
acordo com andlise de 5468 casos identificados pelo programa SEER
(Survellance, Epidemiology, and End Results) do Instituto Nacional do
Cancer dos EUA entre 1973 e 1991*®. A maior incidéncia pode ser
decorrente da maior acuracia no diagnostico ou da real elevagdo do numero
de individuos acometidos pela doenca.

Conforme mencionado, os tumores carcindides broncopulmonares
compreendem de 0.5 a 5% das neoplasias primarias de pulm&o®® e

incidéncia anual de 2 casos por milhdo de habitantes em uma determinada

populacgéo®. Algumas séries reportam incidéncia discretamente elevada em



INTRODUCAO 9

)30,49

mulheres (variando de 1,6 a 2 mulheres para cada homem , enquanto

outras relatam incidéncia similar entre os géneros®?,

Em um estudo de individuos com carcinoides tipicos a ocorréncia de
metastase em linfonodos em cadeia N1, N2 e N3 foi de 10%, 3% e auséncia
de acometimento respectivamente™®.

Em outro, realizado por Das Neves Pereira e colaboradores, destacou-
se a menor ocorréncia de metastase em mulheres e em individuos com
idade inferior a 40 anos, conferindo melhor progndstico a este subgrupo de
pacientes®.

A literatura indexada néo oferece dados robustos acerca da ocorréncia
de metastase sistémica em pacientes com carcinoides tipicos, porém relata-
se que esta ocorréncia varia de 0.5 a 2% %,

Os indices de sobrevivéncia global para pacientes portadores de CT
com 5 e 10 anos de acompanhamento sdo de 87 a 100%™ e 82%
respectivamente®®.

Nao existe fator etioldgico identificado que tenha direta relacdo com a
transformacdo da célula neuroendécrina € com o desenvolvimento dos

carcindides broncopulmonares. N&o ha correlagdo descrita com tabagismo e

com fatores ambientais®®.

1.5 CARACTERISTICAS CLINICAS

Atelectasias em decorréncia de estenoses ou compressdes das vias

aéreas sdo descritas em ate 70% dos casos em algumas séries®.
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Nesses casos, as manifestagdes clinicas mais comuns incluem:
hemoptise, dor toracica, pneumonia recorrente e dispnéia em até 40% dos
pacientes***’.

O diagndstico de carcindide broncopulmonar é feito com o diagnéstico
de Sindrome Carcindide Maligna em raros casos®. A incidéncia desta
sindrome em carcindides tipicos broncopulmonares € menor que 1% e
geralmente esta associada a tumores com mais de 5 cm de didmetro ou a
metastases hepaticas®> .

A liberacdo excessiva de substancias biologicamente ativas que
incluem Insulina, Gastrina, Horménio Adreno Cortico-Trofico (ACTH),
Peptideo Vasoativo Intestinal (VIP), Glucagon e Serotonina (5-HT)
desencadeiam esta sindrome®%2.

Pode-se realizar o diagndstico desta sindrome através da dosagem

sérica ou urinaria de Serotonina ou pela pesquisa na urina do Acido 5-

Hidroxindoleacético (5-HIAA), um dos metabdlitos da Serotonina®®.

1.6 TRATAMENTO DOS TUMORES CARCINOIDES

BRONCOPULMONARES

1.6.1 Tratamento cirdrgico
Classicamente os tumores carcindides sao tratados com a resseccao
cirurgica63, variando-se da enucleacédo, resseccdes em cunha e até mesmo

lobectomias para os tumores carcindides tipicos®*®’ as ressecgdes da regido
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de drenagem linfatica partilhada com a lesdo nos tumores carcindides
atipicos®®%°.

No entanto, constata-se que mesmo as lesdes bem diferenciadas (CT)
podem suscitar disseminacdo de metastases por via linfatica e
hematogénica em até 15% dos casos, proporcionando mortalidade de até
10% em 5 anos® 1125253,

Tal evento desafia pesquisadores, clinicos e cirurgides a identificarem
pacientes com tumores carcindides tipicos com real potencial de
malignidade e a predizerem o risco individual de metastases, com o objetivo
de propor abordagens terapéuticas mais eficientes e personalizadas. Ou, em
outras palavras, individualizar a conduta cirdrgica com auxilio de
biomarcadores teciduais, variaveis clinicas, anatomo-patologicas,
epidemioldgicas e outras variaveis preditoras de risco para metastases®°.

Discute-se, por exemplo, o papel de ressecgbes cirurgicas ampliadas
ou até mesmo o uso de terapias adjuvantes, como a microradioterapia
intracelular com Iutécio acoplado a analogos de somatostatina neste
eventual subgrupo de pacientes com elevado risco de disseminacdo’" "2,

Entretanto, ainda hoje, aceita-se a ressec¢ao econdmica (enucleacao,
resseccao em manga ou em cunha), sem que os linfonodos hilares ou do
mediastino sejam abordados para o tratamento do carcinoma
neuroenddcrino bem diferenciado (CT)®.

Enquanto a maioria dos servigos sugere esta abordagem cirurgica

conservadora, observa-se disseminacdo da doengca em pequena parcela de

pacientes.
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Para que haja concordancia entre a classificagcdo e a conduta, ou
incorre-se no risco de considerar todos os CT como adenomas (poupando
todos os doentes de resseccao linfatica e lobectomia), ou no risco de
submeter todos os doentes com lesGes pouco agressivas a procedimentos
ampliados desnecessarios, em alguns casos com morbidade adicional; ou
entdo, deve-se determinar um método capaz de diagnosticar qual o paciente
portador de tumor carcindide tipico com real potencial de malignidade e pior
prognostico, predizendo o risco individual para a ocorréncia de invasao ou
metastases.

Assim, o conceito de que tumores carcindides bem diferenciados (CT)
podem ter comportamento agressivo exige que no momento do diagnostico
defina-se em que grupo prognéstico o paciente se encontra e proceda-se ao
tratamento cirurgico com extensao adequada.

Com relagao aos outros carcinomas neuroenddcrinos
broncopulmonares, que nao os tumores carcindides tipicos, € bem definido
que possuem maior potencial invasivo e metastatico” .

O comportamento dos tumores carcindides atipicos € mais agressivo,
gerando metastases para linfonodos do mediastino de 30 a 50% dos casos,
justificando as ressecgdes cirurgicas com maior extensao e agressividade,
portanto10'32’33‘73'74.

Entre os métodos utilizados para a determinacédo de subgrupos de
tumores com maior grau de agressividade, encontram-se as técnicas
imunohistoquimicas’ para deteccdo de moléculas envolvidas em

fendbmenos relacionados ao fendtipo maligno e também as técnicas de
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quantificacdo da densidade de fibras da matriz extracelular®? que interferem
com o potencial invasivo e metastatico’®’’. Dados imunohistoquimicos e
morfométricos da matriz extracelular poderiam ser utilizados como
covariaveis independentes em um modelo de predi¢ao individual de eventos
binarios, entre eles, a ocorréncia de metastase.

Moléculas intracelulares envolvidas no processo mitotico, como a
proteina nuclear Ki-6778, no processo de perda do controle da atividade
transcripcional, como a proteina p53 ou com a capacidade da célula entrar
em apoptose, como as proteinas citoplasmaticas Bcl-2 e Bax, podem ser
detectadas e quantificadas pela técnica de imunohistoquimica. Assim
também, macromoléculas que compdem a matriz extracelular podem ser
detectadas e sua quantidade mensurada, como as fibras do sistema

colageno e as moléculas do sistema de fibras elasticas’.

1.6.2 Quimioterapia

Nao existem estudos randomizados na literatura indexada avaliando o
papel e a eficiéncia da quimioterapia em tumores carcindides
broncopulmonares. Sabe-se, entretanto, que a quimioterapia ndo € uma
modalidade de tratamento eficiente no combate de tumores carcindides.

A eficiéncia de um tratamento quimioterapico é avaliada pela taxa de
resposta (definida como a fragdo de pacientes de determinada populagao de
estudo que obteve reducdo das dimensdes do tumor, avaliada por exame
fisico, radioldgico ou cintilografico), pelo ganho em tempo de sobrevivéncia

em decorréncia do tratamento, pela toxicidade desencadeada (que deve ser
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a menor possivel) e, finalmente, pela qualidade de vida proporcionada ao
doente. O tratamento quimioterapico em tumores carcindides produz taxas
de resposta global pequenas, nunca superiores a 35%, auséncia de
beneficio em tempo de sobrevivéncia global e elevados indices de
toxicidades em pacientes portadores de tumores carcindides metastaticos,
bem como reduzido controle dos sintomas decorrentes da Sindrome
Carcindide’®°.

As drogas utilizadas para a abordagem desta doencga sao basicamente
Cisplatina, Etoposideo, 5-Fluorouracil, Streptozocin, Dacarbazina e
Epirubicina®'.

No entanto, a quimioterapia sistémica pode acrescentar beneficios em
variantes mais agressivas de tumores neuroendocrinos. A combinagao de
Cisplatina e Etoposideo, regime quimioterapico utilizado no tratamento de
Carcinoma de pulmao de pequenas células, foi testada em estudo clinico.
Respostas globais de até 60% foram obtidas. Pacientes com tumores
neuroenddcrinos com baixo indice proliferativo (avaliados em analise de
subgrupo) nao responderam de forma semelhante a esta combinagcédo de
quimioterapicos®.

Considerando-se as toxicidades importantes observadas, diminui¢cao
da qualidade de vida dos pacientes, as discretas taxas de respostas e a
auséncia de beneficio em tempo de sobrevivéncia global, esta modalidade

terapéutica ndo se torna atrativa para o combate de tumores carcindides.
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1.6.3 Radioterapia

O emprego de radioterapia no combate aos tumores carcindides nao foi
extensivamente estudado. Nao existem estudos randomizados na literatura
indexada avaliando eventuais beneficios da radioterapia no tratamento de
carcindides broncopulmonares, por exemplo. Alguns autores advogam o uso
de radioterapia adjuvante em pacientes com diagndstico de carcinoide
atipico ou carcinoma neuroendocrino de grandes células com
comprometimento de linfonodos regionais, em virtude do risco elevado de
recorréncia local. Por outro lado, ndo ha recomendacgdo de tratamento
adjuvante em pacientes com tumores carcindides broncopulmonares
tipicos 5.

Pode-se obter paliacao efetiva dos sintomas em pacientes portadores
de metastases 6sseas ou em sistema nervoso central com esta modalidade

terapéutica, independente do tipo histologico 2832,

1.7 SOMATOSTATINA

Um peptideo inibidor da secrecdo do Horménio de Crescimento foi
originalmente descoberto de modo acidental na década de 60 do século
passado, durante estudos da distribuicdo de GH-RH (Hormonio Liberador de
Horménio de Crescimento) no hipotalamo de ratos®. A Somatostatina (SST)
havia sido descoberta. Foi demonstrado, inicialmente, que se tratava de um

peptideo ciclico consistindo de 14 aminoacidos. Trabalhos subsequentes
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expandiram o rudimentar conceito de que a SST era um simples inibidor da
secrecdo de GH-RH, reconhecendo que este horménio possuia varias
fungdes bioativas®®.

Atualmente, a SST é descrita como produto de uma familia de multiplos
genes com dois similares subprodutos bioativos: Somatostatina-14 (SST-14)
e Somatostatina-28 (SST-28), assim denominados em analogia ao numero
de aminoacidos em sua molécula %7,

A SST ¢ sintetizada por células neuroenddcrinas, neuronais,

inflamatadrias, imunes e tumorais, exercendo suas fungdes fisioldgicas apos a

ligagdo com receptores de membrana plasmatica especificos®®.

1.8 RECEPTORES DE SOMATOSTATINA e ANALOGOS DA

SOMATOSTATINA

Estes receptores especificos de Somatostatina (SSTR) transmembrana
foram identificados em tecidos normais de varias regides do cérebro e
leptomeninges, na pituitaria anterior, no tecido pancreatico endocrino e
exdcrino, na mucosa do trato gastrintestinal, bem como em células do
sistema imune®',

Cinco subtipos dos receptores de SST foram caracterizados. Estes

subtipos, denominados SSTR-1, SSTR-2, SSTR-3, SSTR-4, SSTR-5, séo

codificados por genes nao-alélicos diferentes, identificados nos
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cromossomos 14, 17, 22, 20 e 16 respectivamente. Sao idénticos em 42 a
60% de sua seqiiéncia de aminoacidos®?,

Além disso, demonstram atividade estrutural e farmacoldgica distintas.
Todos os cinco receptores pertencem a superfamilia de receptores da
proteina G, com sete dominios trasmembrana alfa-helicoidais que estao

acoplados ao nucleotideo Guanina - Proteina G, como visualizado na

Figura 1.

Sinal —
Extracelular i i
' SSTR
Membfa.:n_rar i A |,
plasmatica '~
Intracelular

— Proteina G

Figura 1. Modelo geral de receptor de SST acoplado a Proteina G.
Receptores de SST pertecem a superfamilia de receptores com
sete dominios transmembrana. As letras do alfabeto Grego
denotam as subunidades da proteina G %.

LEGENDA: SSTR: Receptor de Somatostatina

Apesar da Somatostatina possuir afinidade a todos os subtipos de
SSTR, a afinidade é distinta a cada um dos subtipos. A maior afinidade é
observada com o SSTR-2, uma vez que a concentragdo nanomolar de
somatostatina necessaria para ocupar 50% dos receptores SSTR-2 é a

menor entre as necessarias para o mesmo objetivo nos demais receptores.
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O SSTR-2, ademais, demonstrou ser o receptor com a maior afinidade aos
analogos sintéticos de SST, como o Octreotide, Seglitida, Vapreotide e
Lanreotide®’.

A Tabela 1 demostra que o SSTR-2 é o subtipo de receptor com maior

afinidade a Somatostatina e aos seus analogos sintéticos.

Tabela 1 — Afinidade da Somatostatina e de seus analogos sintéticos aos
subtipos de receptores. Valores nanomolares para ocupar 50%
dos receptores. IC 50 (nM)

SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4  SSTR-5

Somatostatina 14 2.3 1.3 2.1 4.1 2.2
Octreotide >1000 2.1 35 >1000 5.6
Vapreotide >1000 5.4 30.9 45 >1000
Lanreotide >1000 1.8 43 66 >1000

Fonte: Cukiert A, Liberman B#®; Panetta R et al.%2

A identificagdo dos receptores em tecidos neoplasicos proporciona, de
modo bem estabelecido, novas possibilidades para diagnostico,

98-100

estadiamento e terapias alvo com radionucleotideos, por exemplo.

1.9 FISIOLOGIA DOS RECEPTORES DE SOMATOSTATINA

ApoOs a interagdo da Somatostatina com os SSTR-2 desencadeia-se a
inibicdo da adenilciclase que resulta em diminuigdo dos niveis intracelulares

de AMP ciclico e reducdo dos influxos de Ca*?.
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Além disso, a estimulagdo da atividade da enzima Tirosina Fosfatase
impede a autofosforilagdo da enzima Tirosino Kinase (TK) na porgao
intracelular do receptor de EGF, inibindo sua agao e contribuindo para o

processo antimitético™, como esquematizado na Figura 2

R A L L e T AT

gy

. Tirosina™, . . |

fosfatase

Inibicdo da auto-
fosforilagdo do EGFR

Figura 2: Acdo anti-proliferativa da SST %

Assim, infere-se que se fosse possivel anular todas as demais vias de
sinalizagao celular (mecanismos de comunicagao do meio extracelular com o
nudcleo) ao mesmo tempo em que existisse a interagdo do bindmio SST-

SSTR-2 notaria-se a inibicdo da proliferagdo celular e da angiogénese,

parada do ciclo celular em G1 e indugéo da apoptose®'%™"%,

Sabe-se, ademais, que a interacdo da Somatostatina com cada um
dos subtipos de receptores da Somatostatina pode desencadear efeitos

intracelulares distintos%, conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resumo das caracteristicas dos subtipos de SSTR humanos

SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4 SSTR-5
Acoplamento com Proteina G sim sim sim sim sim
Atividade de Adenilciclase l ! l l !
Tirosina fosfatase 1 1 1 T 1
Atividade de MAP K ) 1 N ) !
Atividade de Canais Ca l ! DESC DESC DESC
Parada ciclo celular em G1 1 0 DESC T T
Apoptose 1 1 DESC DESC DESC
Cromossomo 14913 17924 22913,1 20p11,2 16p13,3
Distribuigao tecidual SNC SNC SNC SNC Ilhotas

llhotas Ilhotas Ilhotas llhotas Estdbmago

Estbmago Estdbmago Estbmago Estdbmago Hipdfise
Figado Pulmao
Rim

Fonte: Cukiert A, Liberman B8°

Legenda: DESC: Desconhecido; ndo determinado

1: Aumento
| Reducgéo

SNC: Sistema nervoso central

Assim, presume-se que se os tumores carcindides fossem privados das

agdes da Somatostatina apresentariam comportamento mais agressivo. Ou,

se as membranas plasmaticas das células dos tumores carcindides tivessem

reduzida expressado dos receptores, ainda que em meio com concentragao

fisiolégica de Somatostatina, poder-se-ia inferir que este clone neoplasico

também apresentaria maior agressividade.
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As neoplasias também expressam receptores de somatostatina,

principalmente os tumores neuroenddcrinos'®. A Tabela 3 apresenta a

expressao de receptores de Somatostatina em alguns tumores.

Tabela 3 — Expressao de receptores de somatostatina em tumores

In Vivo In Vitro
Tumor pituitario produtor de GH 70% 98%
Tumor pituitario produtor de TSH 100% -
Gastrinoma 100% 100%
Insulinoma 61% 72%
Glucagonoma 100% 100%
APUDoma 89% 100%
Paraganglioma 100% 92%
Carcinoma Medular de Tireoide 71% 38%
Neuroblastoma 89% 65%
Feocromocitoma 86% 73%
Carcindide (nao pulmonar) 96% 88%
Cancer de pulmdo de pequenas  100% 57%

células

Fonte: Balon HR et al'05

O subtipo de receptor mais frequentemente expresso em tumores é o

SSTR-2'%1,

Ndo existe na literatura indexada descricdo da expressao destes

receptores em tumores carcinddes broncopulmonares.
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1.11 ANALOGOS SINTETICOS DA SOMATOSTATINA

A Somatostatina ndo possui aplicabilidade como farmaco ou para o
auxilio de métodos de propedéutica armada, em virtude de sua reduzida
meia-vida (menor que 3 minutos). Assim, analogos sintéticos deste peptideo
com menor metabolizagcdo eram desejados. Desenvolveram-se, entdo, o
Octreotide (Sandostatin, Novartis Pharmaceuticals Corp., East Hanover, NJ)
que possui meia-vida de 2 horas e outros analogos sintéticos da SST como
o Lanreotide, Vapreotide e Seglitide'%>1981%9,

A afinidade destes analogos sintéticos pelos receptores, bem como as
respostas intracelulares desencadeadas pela interagao (inibicdo endoégena
da proliferacdo celular e da angiogénese, parada do ciclo celular em G1 e
indugdo da apoptose) foram descritas como semelhantes a da

Somatostatina®°>1%1,

1.12 ANALOGOS SINTETICOS DA SOMATOSTATINA E

RADIONUCLIDEOS.

1.12.1 Radionuclideos
Os radionuclideos sao moléculas emissoras de radiacdao que podem ter

aplicagao em diagndstico ou tratamento. Os radionuclideos mais aplicados

em CT e CA sao Indium-111, Ytrio-90 e Lutécio-177.
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O radionuclideo Indium-111 possui meia-vida de 67 horas, emite
radiacdo gama num raio menor que um didmetro celular e seu efeito anti-
proliferativo ocorre por lesdo no DNA celular. E utilizado em diagnéstico e
nao tem eficiéncia no tratamento em virtude da baixa penetracao radioativa.
Ytrio-90, com vida média de 64 horas, emite radiacdo beta e tem aplicagao
anti-tumoral. Lutécio 177, por sua vez, emite radiagdes beta e gama, tem
vida média mais longa (6,6 dias) e detém boa penetracdo em tumores de

dimensées reduzidas'°.

Tabela 4 — Caracteristicas dos principais radionuclideos aplicados em
carcindides tipicos e atipicos

Radionuclideo Y% vida Radiacdo emitida Eficiéncia
terapéutica

Indium-111 67 horas gama Nao
Ytrio-90 64 horas beta Sim
Lutécio-177 6,6 dias gama e beta Sim

Fonte: Buscombe JR10

1.12.2 Diagndstico e estadiamento

OCTREOSCAN®
Com o propdsito de identificar os tecidos que expressam SSTR através

de método cintilografico, uma molécula de radionuclideo — 111-Indium-
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dietilene-triamina acido pentacético (111-In-DPTA) - foi adicionada ao
Octreotide, criando-se desta forma o estudo conhecido como OctreoScan®.

O OctreoScan® (111-In-DPTA-Octreotide) é altamente sensivel para a
detecgdo de tumores carcindides, variando entre 80 a 100%*'% e possui
alta afinidade ao SSTR-2 e ao SSTR-5""".

A eficiéncia deste método e também a justificativa para sua realizagao
em virtude do elevado custo, no entanto, dependem da presenga de
Receptores de Somatostatina no tecido estudado. Desta forma, infere-se
que se a expressao de receptores de somatostatina fosse determinada em
carcinoides tipicos broncopulmonares o OctreoScan® poderia tornar-se um
meétodo adicional para diagnostico e estadiamento, bem como poderia
predizer a eficiéncia de terapias alvo com analogos de SST acoplados a
radionuclideos.

Outro método de cintilografia que pode ser usado para a deteccéo de
tumores carcindides é o 111-In-DOTA-Lanreotide (DOTA-Lan) que utiliza o
Lanreotide e mostrou-se 100% sensivel para o diagndstico de carcindides
pulmonares''?.

Os estudos cintilograficos com radioligantes acoplados aos analogos
de SST podem completar o diagndstico em situagdes clinicas em que o
estudo radiolégico € insuficiente. Sua capacidade de mapeamento de corpo
total, ademais, qualifica o estudo a localizar metastases distantes ou doenca

multifocal, auxiliando no estadiamento inicial dos pacientes.
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Além disso, o OctreoScan®, por exemplo, auxiliaria na determinagao
da conduta cirurgica de eleicdo: conservadora ou com ressecgao de

linfonodos envolvidos se a expressao de SSTR-2 fosse confirmada em CT.

1.12.3 Tratamento com radionuclideos — Terapia Alvo

Terapias alvo em oncologia sao, por definicdo, modalidades
terapéuticas que atuam somente nas células neoplasicas, poupando tecidos
sadios e o paciente de toxicidades maiores. Neste sentido, acoplar um
radionucleotideo a uma molécula de analogo sintético de somatostatina
poderia oferecer potencial terapéutico contra os tumores carcindides,
especialmente se receptores de Somatostatina do subtipo 2 fossem
expressos, ja que estes possuem maiores afinidades aos analogos sintéticos
do peptideo.

O bindmio analogo sintético-radionucleotideo seria injetado por via
endovenosa e uma dose radioativa efetiva seria direcionada de modo
seletivo ao tumor, desencadeando dano tumoral e induzindo apoptose™.

Atualmente, com a finalidade de aferir a presenca de SSTR-2 em
pacientes (0 que possibilitaria abordagem terapéutica com analogos
sintéticos acoplados a radionucleotideos), alguns servigos preconizam o
exame de OctreoScan®, apesar da auséncia de evidéncias cientificas que
suportem esta particular aplicagao. Infere-se que se a expressao de SSTR-2
fosse comprovada por imunohistoquimica em tumores carcindides
broncopulmonares tipicos obter-se-ia método diagndstico mais simples e de

menor custo.
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Octreotide marcado com 90-Yttrium (DOTATOC), Lanreotide acoplado
com 90-Yttrium (DOTALAN) e Octreotate marcado com Lutécio 177 (177-Lu-
DOTA- Try (3) Octreotate ou DOTATATE) sédo os binbmios mais estudados e
utilizados na pratica clinica. Estao disponiveis para tratamento de tumores
neuroenddcrinos ha mais de uma década®.

Sao reportados resultados positivos com esta modalidade no
tratamento de tumores neuroenddcrinos. Por exemplo, Virgolini e
colaboradores, da Universidade de Viena, realizaram o estudo “MAURITIUS”
(Multicenter Analysis of a Universal Receptor Imaging and Treatment
Initiative, an european Study), fase 2, utilizando o 90-Yttrium-DOTA -
Lanreotide com finalidade terapéutica em 70 pacientes com tumores
neuroenddcrinos em progressao de metastase e que possuiam expressao
de receptores de Somatostatina. Trinta e cinco por cento dos pacientes
apresentaram doenca estavel e dez por cento resposta parcial (diminuigao
parcial do volume tumoral). Nao foram relatadas toxicidades agudas ou
croénicas de nenhuma espécie''".

Foi realizada pesquisa clinica dirigida por Kwekkeboom e
colaboradores, em centro da Holanda, empregando 177-Lu-DOTA-Try(3)
Octreotate (Lutecio Octreotate) com 35 pacientes portadores de tumores
neuroenddcrinos gastrointestinais metastaticos com expressdo de SSTR-2.
Este composto tem afinidade 9 vezes superior pelo SSTR-2 quando
comparado ao Octreotide. Respostas completas, definidas como auséncia
de tumor em método radioldgico, foram verificadas em 3% dos pacientes,

enquanto 35% apresentaram respostas parciais e 41% doenga estavel.
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Progressao tumoral ocorreu em 21% dos pacientes. A resposta terapéutica
correlacionou-se positivamente com a captagdao no OctreoScan® e com
doenca metastatica limitada ao figado*.

Considera-se que o 177-Lu-Dota-Tyr (3)-Octreotate € o mais promissor
tratamento de pacientes com tumores neuroenddcrinos com doenga
disseminada e que expressam SSTR-2, com indices de resposta global,
definido como a somatdria das taxas de respostas completas e parciais, ao
redor de 80%'".

A determinacdo da expressao de receptores de somatostatina nos
tumores carcinodides tipicos broncopulmonares €& fundamental para a
viabilidade de estudos de imagem de maior sensibilidade que poderiam
melhorar o estadiamento da doenga, como por exemplo, o OctreoScan®.
Por consequéncia, pacientes portadores de carcindides tipicos
broncopulmonares poderiam ter a indicagdo de seu tratamento cirurgico de
modo individualizado, optando-se por ressec¢ao tumoral ou dissec¢ao dos
linfonodos loco-regionais associada ao procedimento supracitado.

Além disso, a presenga de SSTR-2 em carcindides tipicos poderia
oferecer modalidade de terapia oncoldgica adicional, proporcionando, em
tese, racional para tratamento com analogos sintéticos de somatostatina
acoplados a radionuclideos em pacientes sem condi¢cdes de ressecabilidade

ou com metastases hematogénicas.
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2. OBJETIVOS DO ESTUDO

S&o objetivos do estudo verificar as seguintes hipéteses:

Se o0s tumores carcindides tipicos broncopulmonares expressam

receptores de somatostatina subtipo 2 (SSTR-2).

Se existe relacdo entre a de expressdo de SSTR-2 e a ocorréncia de

metastase linfatica.

Se 0 SSTR-2 é uma variavel independente preditiva do risco de

metastase linfatica.

Se o0 indice imunohistoquimico (le) do SSTR-2 é uma variavel

independente preditiva do risco de metastase linfatica.
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3. CASUISTICA E METODOS

Em uma populacédo de doentes tratados de tumor carcindide tipico
broncopulmonar estudou-se variaveis independentes clinicas, anatomo-
patolégicas e biomoleculares por meio de estudo retrospectivo. Para tanto,
realizou-se revisdao dos prontuarios e analise dos espécimes obtidos da
ressecgao tumoral.

O presente estudo (Protocolo de Pesquisa 2501/04/121) 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 Sdo Paulo, em sessdo de 11 de agosto de

2004, conforme documentacao apresentada no apéndice B.

3.1. CASUISTICA

A presente casuistica é constituida de 62 pacientes consecutivos
operados para tratamento de tumores carcindides tipicos broncopulmonares
no Hoépital Européen Georges Pompidou da Universidade Paris V, em Paris,
na Franga e que foram seguidos por mais de cinco anos.

Inicialmente, foi realizada revisao dos prontuarios dos pacientes com
diagnostico de adenoma bronquico, tumor carcindide broncopulmonar e

carcinoma neuroenddécrino pulmonar, recuperados da Divisdo de Arquivo
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Médico do Departamento de Cirurgia Toracica do Hépital Européen Georges
Pompidou da Universidade Paris V.

Os dados obtidos foram: género, idade no momento do ato operatorio,
hemoptise, dor toracica, febre, pneumonias de repeticdo, emagrecimento em
quilos, tosse, localizagdo endoscopica do tumor em relagdo as vias aéreas
superiores (central quando visivel por fibroendoscopia ou periférico quando
nao visivel por fibroendoscopia), maior didametro da lesdo, carga tabagica,
estadiamento TNM segundo a UICC'"® ocorréncia de metastases em
linfonodos, bem como quantidade de linfonodos acometidos por neoplasia
em relagao ao total dissecado.

Dados de seguimento que eventualmente nao constavam nos
prontuarios foram completados por meio da convocagdao dos pacientes,
comunicagado pessoal, visitas domiciliares ou questionarios enviados por
correio aos familiares enfocando dados relacionados a recidiva, metastase e
obito. Na eventualidade de se necessitar de atualizacdo de dados de
pacientes europeus, recorreu-se a consulta ao banco de dados da
Assurance Maladie da Assisténcia Publica dos Hospitais Franceses, por
meio do numero de inscrigdo que consta na Carte Vitale.

Como critérios de inclusdo, utilizou-se a confirmagédo do diagndstico
histolégico do tumor primario, disponibilidade de dados referentes ao
estadiamento TNM, seguimento de cinco anos completos e exame de
tomografia computadorizada de térax ao final desse periodo. Para a inclusao
de pacientes que sofreram metastase, o periodo de seguimento minimo foi o

necessario para a detecgcao da metastase.
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Considerou-se dado satisfatorio para a determinagao da presenca de
metastase em linfonodos no estadiamento inicial, a confirmacao histolégica
do diagndstico de carcinoma neuroendocrino a coloragao tradicional pelo
método da hematoxilina-eosina; e auséncia, a descricdo em prontuario,
realizada por cirurgido toracico, da auséncia de sinais, de sintomas ou de
evidéncia do fenbmeno em método de diagndstico por imagem durante todo
o periodo de seguimento desde o momento da ressecg¢ao cirurgica para o

tratamento do tumor primario até o ultimo contato.

3.2. CONFIRMACAO DO DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

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

Todo o material encontrava-se incluido em blocos de parafina
tamponada, apods fixagdo prévia em formalina 10%. Cada um deles foi
processado, primeiramente, para diagnostico histolégico. Os blocos oriundos
do departamento de Patologia do HC da FMUSP eram confeccionados com
parafina de abelha até meados da década de 90 do século passado. Porém,
nao existe uma data limite para ser considerada como corte entre o periodo
que utilizava parafina de abelha e de outra origem.

Cortes histolégicos de 3 um de cada bloco foram montados sobre
ldminas e corados por hematoxilina-eosina. Estas foram revistas

separadamente e de forma aleatoria por dois patologistas do Departamento



CASUISTICA E METODOS 34

de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo com
expressiva experiéncia na analise de carcinomas neuroenddcrinos
broncopulmonares. Nenhum dos patologistas conhecia o diagndstico prévio

referente as laminas analisadas.

Figura 3 — Fotomicrografia de carcindide bronco-pulmonar tipico em
coloragao por Hematoxilina-eosina (400x) — caso 26

A classificacdo histolégica do tipo de tumor neuroendécrino foi
realizada a partir das areas mais representativas, baseadas no padrao
predominante, identificadas apds analise de pelo menos 10 campos
microscopicos a uma ampliagcdo de 250x. Esta classificacdo obedeceu aos

|.45

critérios propostos por Travis et al.”®, apresentados na Tabela 5, e que foram

mantidos pelo consenso de 2004 da Organizagdo Mundial de Saude®".
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Tabela 5 — Critérios histopatolégicos de classificagdo dos carcinomas

neuroendocrinos

Tumor Diametro da célula Necrose Mitoses
(um) (10CGA)
Tumor Q:_arcmmde 50-70 0 <9
Tipico
Tumor (;:a_r0|n0|de 40-50 +a+t 339
Atipico
Carcinoma de
Grandes Células 40-60 trates >10
Carcinoma de 15-30 ++ g+t >10

Pequenas Células

FONTE: Travis WD et al.®®

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

Os casos nos quais o diagnéstico foi de proliferagdo neuroenddcrina
bem diferenciada com diametro inferior a 5 mm (“tumorlets”), ou de tumor
carcinéide broncopulmonar atipico, ou de carcinoma de grandes células, ou
de carcinoma de pequenas células, segundo classificagcdo da Organizagao
Mundial de Satide de 2004 3!, foram excluidos do estudo.

As laminas coradas apenas pelo método tradicional pela hematoxilina-
eosina, relativas aos linfonodos ressecados, também foram analisadas pelos

dois patologistas para verificagdo do acometimento. Da mesma forma, foram
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incluidos somente o0s casos nos quais existiu necessariamente a
concordancia dos dois patologistas.

ApoOs essa selecao, as laminas obtidas a partir dos blocos referentes
aos 62 pacientes recrutados foram preparadas para a marcagao

imunohistoquimica com o anticorpo primario para SSTR-2.

3.3. TECNICA IMUNOHISTOQUIMICA EMPREGADA NA DETECCAO

DOS ANTIGENOS

Os blocos selecionados do tumor primario foram submetidos a cortes
histolégicos de 3 ym de espessura com o0 uso de um microtomo e o tecido
colocado sobre lamina de microscopia, sem realizagao de coloragao.

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

A técnica de imunohistoquimica aplicada seguiu o seguinte

protocolo'®;

primeiramente as laminas foram desparafinizadas
(permaneceram 20 minutos em xilol aquecido a 95°C, seguido de trés
banhos de xilol a temperatura ambiente). Em seguida, o tecido foi hidratado

por submersdo em alcool absoluto, alcool 95% e alcool 70%,

respectivamente, lavado em agua corrente e depois em agua destilada e
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deionizada. O passo seguinte foi a recuperagcdo antigénica realizada em
panela a vapor na qual colocou-se o bergo 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 Tampao Fosfato de Sédio 0,05 M, pH 7,2-7,4
(PBS) trés vezes por 3 minutos. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito
pela lavagem das Iaminas em perdxido de hidrogénio 10V (3%), sete vezes
por 5 minutos, seguido de lavagem em agua corrente, em agua destiladas e
em PBS, respectivamente, trés vezes por 3 minutos. Seguiu-se entdo com o
bloqueio de sitios inespecificos colocando-se as laminas em leite desnatado
2% diluido em PBS por 20 minutos em temperatura ambiente.

Diluiu-se, entdo, o seguinte anticorpo primario em Soro Albumina
Bovina (BSA), Sigma: SSTR-2 (US Biological # S5331-52, CA, EUA),
anticorpo IgG policlonal em diluicado de 1:200.

Todas as laminas foram cobertas com 100 pL dessas solugbes e
permaneceram incubadas em camara umida em geladeira durante 18 horas.

Apos esse periodo de incubacdo, 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 utilizagao:
primeiramente incubou-se o anticorpo secundario por 1 hora a 37°C, e
lavaram-se as laminas em tamp&o PBS que a seguir foram incubadas pela

Estreptoavidina-Biotinilada Peroxidase por 45 minutos a 37°C.
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Procedeu-se entdo a revelagdo, apds 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, EUA) por 30 segundos e novamente lavadas
em agua corrente por 5 minutos para serem desidratadas em alcool 70%,
alcool 95%, alcool absoluto e em solugdo de xilol trés vezes,
respectivamente. As laminas foram finalmente montadas com laminula e
Entelan, rotuladas e mantidas em posicao horizontal por 24 horas.

Para controles positivos, corados simultaneamente as reacgdes
descritas, utilizou-se fragmento de tecido de pancreas, que é sabidamente
positivo para o anticorpo primario. Para controle negativo, os mesmos cortes

foram incubados com BSA, sem adi¢cao de anticorpo.

3.4. QUANTIFICACAO DA MARCACAO ENCONTRADA

3.4.1. Determinacao dos indices imunohistoquimicos (le)

As leituras das laminas foram realizadas separadamente e de forma
aleatdria por dois patologistas do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo com expressiva experiéncia na
anadlise de técnicas de imunohistoquimica. Todas as l|aminas foram

examinadas em microscopio dptico em aumento de 100 e 400 vezes.
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A coloragdo castanha de uma populagdo celular em uma mesma
ldmina onde havia células sem qualquer coloragdo (controle interno
negativo) foi considerada como uma evidéncia da expressdo do antigeno

(SSTR-2) nas células coradas.

Figura 4 — Fotomicrografia de lamina corada por imunohistoquimica para
SSTR-2 em aumento de 400x. Nota-se coloracdo nos
citoplasmas das células neoplaicas (caso n° 58)

Foi realizada analise semi-quantitativa para a interpretacdo e
quantificacdo dos resultados do método de imunohistoquimica. A leitura foi
realizada em campos representativos (“hot spots”) — que sédo campos
tingidos pelo reagente e selecionados para a quantificagdo. Toda a area do

tecido submetido ao teste de imunohistoquimica foi estudada, afim de
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localizar os “hot spots” mais representativos, acatando método vigente e
aceito na literatura indexada'"’.

A quantificacdo constou da analise de duas variaveis de forma
categorica, com intuito de determinar o indice de imunoexpressao. A
primeira variavel foi a porcentagem de area tingida com o marcador de
SSTR-2 na amostra da lamina (P%) e a segunda variavel foi a intensidade
(Int) da expressdo com o marcador de SSTR-2.

Os valores de cortes para a determinagdo de categorias para as
porcentagens de areas tingidas nas amostras foram arbitradas como zero
(auséncia de imunoexpressao), 1 (imunoexpressao maior que zero e menor
ou igual a 25% da érea), 2 (imunoexpressao maior ou igual a 26% e menor
ou igual a 50% da area) e 3 (imunoexpressao maior ou igual a 51% area da
amostra).

Os valores de cortes para a determinagcdo de categorias para a
intensidade da expressao foram arbitrados como: zero (auséncia de
expressao), 1 (expressao pouco intensa), 2 (expressdo de moderada
intensidade) e 3 (expressao muito intensa).

O indice de imunoexpressao (le) foi calculado pela multiplicacdo da
porcentagem pela intensidade e teve como valores possiveis: zero, um, dois,
trés, quatro, seis ou nove e graduou a imunoexpressao de SSTR-2,

Foram consideradas amostras com auséncia de expressdo de SSTR-2
(imunohistoquimica negativa) aquelas que nao tiveram nenhum campo com

coloragéo, cujo le foi igual a zero.
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3.5. ORGANIZACAO DOS DADOS

Os dados obtidos com a quantificagdo do marcador encontram-se
dispostos na Tabela B1 — Anexo B. Esta, juntamente com a tabela
encontrada no Anexo A, tornou possivel a realizagao da analise estatistica e
determinacao dos resultados.

As variaveis clinicas e histopatolégicas consideradas foram as
seguintes: género, idade no momento do ato operatério, hemoptise, dor
toracica, febre, pneumonias de repeticao, emagrecimento em quilos, tosse,
localizacdo endoscoépica do tumor em relagdo as vias aéreas superiores
(central quando visivel por fibroendoscopia ou periférico quando nao visivel
por fibroendoscopia), maior didmetro da lesdo, carga tabagica em
anos/maco e estadiamento TNM segundo a UICC'™, ocorréncia de
metastases em linfonodos, bem como quantidade de linfonodos acometidos

por neoplasia em relagao ao total dissecado.

3.6. METODO PARA ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram organizados e tabulados em planilhas com
auxilio do programa Excell em Windows XP (Microsoft Corporation®,

Califérnia, USA).
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A escolha das medidas de tendéncia central e dispersdo dos valores
que compdem as amostras, assim como dos testes estatisticos para
comparagao entre as mesmas baseou-se nos tipos de distribuicdo. As
distribuicbes foram definidas como paramétricas ou néo paramétricas
segundo o programa estatistico SigmaStat® versdo 3.0 (SPSS® Inc; llinois,
USA). Para todas as outras andlises utilizou-se o programa SPSS® versao
13.0 (SPSS® Inc; llinois, USA).

Os valores obtidos pelo estudo de cada variavel continua de
distribuicdo paramétrica foram organizados e descritos através da média e
do desvio padrao, para as ndo parameétricas a mediana e amplitude inter
quartis. Para as categorizadas utilizaram-se frequéncias absolutas e
relativas.

Para a comparagado entre as médias de duas populagbes amostrais
paramétricas, utilizou-se o teste “t” de Student, e entre as médias de trés ou
mais populacdes a anadlise de variancia (ANOVA) com teste auxiliar de
Bonferroni. Para as populagbes ndo paramétricas, a comparagao das
medianas foi feita pelo teste de Mann-Whitney.

Comparacbes da freqiéncia de um fendmeno entre grupos de variaveis
categorizadas foram realizadas com aplicacdo do teste exato de Fisher e
teste do qui-quadrado de Pearson. A razao de chances foi utilizada como
medida de risco para essas variaveis.

Para a verificagdo da existéncia de correlagcdo entre duas variaveis

continuas, utilizou-se o teste de correlagao de Pearson.



CASUISTICA E METODOS 43

3.6.1. Predicao de risco individual

A andlise multivariada baseada no modelo de regressao logistica em
degraus foi empregada para identificar as variaveis independentes preditivas
da ocorréncia dos eventos binarios e definir a magnitude de risco (B) para
cada uma delas. O valor do exponencial neperiano de 3 para um fator de
risco € a razao de chances para a ocorréncia do evento binario.

Somente o biomarcador, as caracteristicas clinicas e anatomo-
patolégicas que apresentaram correlagdo com o fendmeno binario a analise
univariada s&o incluidos na analise multivariada.

Para variaveis independentes, a mesma analise foi aplicada para o
estabelecimento da equacao que permite o calculo do risco da ocorréncia de
um evento binario. A equagao € composta pelos valores 3 de cada variavel
independente e o valor de uma constante (Bo). O valor da constante permite
calcular o risco do fenbmeno binario para um individuo hipotético que néo
apresente nenhum dos fatores de risco estudados. A constante representa o
risco determinado por variaveis independentes que nao foram incluidas no
estudo e aquelas que devem ainda ser descobertas.

O risco do evento binario para um individuo é calculado pela equagéo:

onde o é a constante, 1 € o coeficiente p especifico para a variavel 1, B, é

o coeficiente B especifico para a variavel 2, e assim por diante. Os fatores x4,
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X2, ...., Xn S80 0s valores medidos das respectivas variaveis para cada
individuo. E "e" é a constante de Neper.

Quando for possivel a obtengdo da equacdo de risco, essa foi
representada pela curva logistica.

Para todos os testes empregados adotou-se o valor de significancia

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

Os resultados foram apresentados em 3 partes: a primeira foi a
estatistica descritiva da casuistica geral quanto as caracteristicas clinicas
pré-operatorias. Alguns resultados das comparagdes entre as frequéncias e
entre as médias desta casuistica também foram apresentados (analise
univariada).

Na segunda parte foram apresentados os padrbes de expressao
imunohistoquimico e do indice de Imunoexpressédo do SSTR-2 e na terceira
e ultima o resultado da analise multivariada para a predicdo do evento

metastase linfatica.

4.1. ESTATISTICA DESCRITIVA

Os dados clinicos e histopatolégicos de toda a casuistica séo
apresentados na Tabela A1 no Anexo A.

O estudo incluiu 62 pacientes e a idade variou entre 1 e 77 anos, com
média de 47,04 anos; desvio padrdo de 15,8 anos com intervalo de
confianga de 95% do erro da média igual a 2 anos.

A distribuicdo dos pacientes de acordo com o género, conforme
esquematizado na Figura 5 foi: 23 pacientes do género masculino (37,1%) e

39 do feminino (62,9%).
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masculino

37.1%

feminino

62.9%

Figura 5 — Grafico da distribuicdo dos pacientes de acordo com o género

A distribuicao dos pacientes de acordo com a presencga ou auséncia de
sintomas foi: 23 pacientes tinham sintomas pré-operatorios (37,1%) e 39 nao
(62,9%).

A distribuicao dos pacientes segundo a presenga ou auséncia de tosse
foi: 14 pacientes apresentaram tosse (22,6%) e 48 nao (77,4%).

A distribuicdo dos pacientes segundo a presenga ou auséncia de
hemoptise foi: 8 pacientes apresentaram hemoptise (12,9%) e 54 néo
(87,1%).

A distribuicdo dos pacientes segundo a presenga ou auséncia de
dispnéia foi: 3 pacientes apresentaram dispnéia (4,8%) e 59 nao (95,2%).

A distribuicdo dos pacientes segundo a presenga ou auséncia de dor

foi: 5 pacientes apresentaram dor (8,1%) e 57 nao (91,9%).
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A distribuicdo dos pacientes segundo a presenga ou auséncia de febre
foi: 7 pacientes tiveram febre (11,3%) e 55 néao (88,7%).

A distribuicdo dos pacientes segundo a presenga ou auséncia de
infecgao foi: 16 pacientes tiveram infecgao (25,8%) e 46 nao (74,2).

A distribuicdo dos pacientes segundo a presenga ou auséncia de
emagrecimento foi: 3 pacientes tiveram emagrecimento (4,8%) e 59 néo
(95,2%).

A distribuicdo dos tumores segundo a presenga ou auséncia de
metastase linfatica foi: 13 (20,9%) apresentaram metastase linfatica e 49
(79,1%) néo.

A média de linfonodos dissecados por paciente foi de 6,5 linfonodos,
com desvio padrao de 3,9 e com intervalo de confiangca de 95% do erro da
média igual a 0,5. O minimo de linfonodos dissecados por paciente foi de um
em um paciente e o maximo foi de 24 em 1 paciente; a moda foi de cinco
linfonodos em 18 pacientes.

A média do numero de linfonodos positivos a analise da presencga de
células neoplasicas, por paciente, foi de 0,3; o desvio padrao de 0,7; com
intervalo de confianga de 95% do erro da média igual a 0,09. O minimo foi
de nenhum dos linfonodos analisados ser positivo para células neoplasicas
em 49 pacientes e o maximo foi de 4 linfonodos positivos entre os
analisados em 1 paciente.

A distribuicdo dos tumores segundo a presenga ou auséncia de
metastase hematogénica foi: 56 (90,3%) pacientes sem metastase

hematogénica e 6 (9,7%) com metastase hematogénica.
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A média do didmetro do tumor no maior eixo foi de 27 mm, com desvio
padrao de 14 mm, e intervalo de confianga de 95% do erro da média igual a
1,7 mm. O menor tumor teve didmetro de 6 mm e o maior de 60 mm.

A média da carga de tabagismo acumulada foi de 11,5 anos/mago, com
desvio padrao de 18,1 anos/maco e intervalo de confianga de 95% do erro
da média foi de 2,3 anos/mago. Valor negativo de anos/mago nao tem
significado clinico.

A distribuicdo da localizagdo do tumor quanto a posigao central ou
periférica, conforme esquematizado na Figura 6 foi: 18 pacientes tiveram

tumores periféricos (29%), ao passo que 44 tiveram tumores centrais (71%).

periférico

29.0%

central

71.0%

Figura 6 — Grafico da distribuigdo dos pacientes de acordo com a localizagéo
do tumor
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4.2. COMPARAGOES ENTRE AS FREQUENCIAS E ENTRE AS MEDIAS

DAS CARACTERISTICAS CLINICAS PRE-OPERATORIAS

4.2.1. Comparagdao das médias de idade (com o intervalo de
confianca do erro da média em 95%) segundo o género
Para a comparacao das médias de idade (com intervalo de confianga
do erro da média em 95%) segundo o género foi realizado o teste t de
Student.
Nao houve diferenga estatistica (p=0,755), conforme esquematizado na

Figura 7.

60
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Média da idade com IC 95%
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¥ ¥
N= 23 39
masculino feminino

Género

Figura 7 — Grafico da comparagao entre as médias de idade segundo o
género
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4.2.2. Comparagao das médias de idade segundo a ocorréncia de
metastase linfatica
Para a comparacdo das médias de idade segundo a ocorréncia de
metastase linfatica foi realizado o teste t de Student.

Nao houve diferenca estatistica (p=0,410).

4.2.3. Comparagao da ocorréncia de metastase linfatica segundo
o género
Para a comparacédo da frequéncia de metastase linfatica segundo o
género foi realizado o teste exato de Fisher, sob a hipotese de que homens
tém o maior risco de metastase linfatica que mulheres.

Ha diferenca bruta, mas sem significancia estatistica (p=0,140 unicaudado).

4.2.4. Comparagao da ocorréncia de metastase linfatica segundo
a presenc¢a ou auséncia de sintomas
Para a comparagcdo da ocorréncia de metastase linfatica segundo a
presenca ou auséncia de sintomas foi realizado o teste exato de Fisher

Ha diferenca bruta, mas sem significancia estatistica (p=0,525).

4.2.5. Comparacgao da frequéncia de metastase linfatica segundo
a preseng¢a ou nao de emagrecimento
Para a comparacédo da frequéncia de metastase linfatica segundo a
presencga ou ndao de emagrecimento foi realizado o teste exato de Fisher.

Nao houve diferenga estatistica (p=0,487 unicaudado).
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4.2.6. Comparacgao da frequéncia de metastase linfatica segundo
a posicao central ou periférica do tumor
Para a comparacédo da frequiéncia de metastase linfatica segundo a
posicao central ou periférica do tumor foi, sob a hipétese de maior
agressividade do tumor periférico, realizado o teste exato de Fisher.

Houve diferenca estatistica (p=0,034 unicaudado).

4.2.7. Comparagao das médias de idade segundo a posigao
central ou periférica do tumor
Para a comparagao das meédias de idade segundo a posi¢ao central ou
periférica (sob a hipotese de que os tumores periféricos poderiam ser
caracteristicos de pessoas mais velhas)

Houve diferencga estatistica significante (p=0,003)

4.2.8. Comparacao da frequéncia de metastase hematogénica
segundo a ocorréncia de emagrecimento
Para a comparacdo da freqiéncia de metastase hematogénica
segundo a ocorréncia de emagrecimento, como variavel binaria, foi realizado
o teste exato de Fischer.

Houve diferenga estatistica significante (p=0,001).
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4.3. COMPARAGAO DE MEDIANAS

As variaveis continuas tabagismo em anos/macgo, maior didmetro do
tumor, indice de imunohistoquimica e quantidade de linfonodos dissecados
nao tiveram uma distribuicdo paramétrica, segundo o teste de Kolgomorov-

Smirnov em correcao de significancia de Lilliefors.

4.3.1. Comparagao de medianas entre os grupos com e sem
metastase linfatica

Nao houve diferenga entre as medianas de tabagismo em anos/maco

(p=0,11; teste de Mann-Whitney), maior didmetro do tumor (p=0,77; teste de

Mann-Whitney) e indice de expressdo imunohistoquimica (p=0,66; teste de

Mann-Whitney) entre os grupos de paciente com e sem metastase linfatica.

4.3.2. Comparagao de medianas entre os grupos com e sem
metastase hematogénica

Nao houve diferenca entre as medianas de tabagismo em anos/maco

(p=0,26; teste de Mann-Whitney), maior didmetro do tumor (p=0,42; teste de

Mann-Whitney) e indice de expressdo imunohistoquimica (p=0,40; teste de

Mann-Whitney) entre os grupos de pacientes com e sem metastase

hematogénica.
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4.4. PADROES DE EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICO E DO iNDICE

DE IMUNOEXPRESSAO DO SSTR-2

4.4.1. Distribuicido dos tumores segundo a imunoexpressao de
SSTR-2

A distribuicdo dos tumores segundo a presenga ou auséncia do

SSTR-2 foi: 36 pacientes tinham tumores que expressavam SSTR-2

(58,1%), enquanto 26 doentes tinham tumores que n&o expressavam SSTR-

2 (41,9%), conforme representado na Figura 8.

Presenca ou auséncia do SSTR2

auséncia

41.9%

presenca

58.1%

Figura 8 — Grafico da porcentagem de casos com presenga ou auséncia do
SSTR-2
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Figura 9 — Fotomicrografia em aumento de 400x da imunomarcacédo de
SSTR-2 em carcindide tipico broncopulmonar (caso nimero 15:
Indice de imunoexpressao = 0)

Figura 10 — Fotomicrografia em aumento de 400x da imunomarcagéo de
SSTR-2 em carcindide tipico broncopulmonar (caso numero
26: Indice de imunoexpressao = 3)



RESULTADOS 56

Figura 11 — Fotomicrografia em aumento de 400x da imunomarcagéo de
SSTR-2 em carcinoide tipico broncopulmonar (caso numero
19: Indice de imunoexpresséao = 6)

Figura 12— Fotomicrografia em aumento de 400x da imunomarcacéo de
SSTR-2 em carcindide tipico broncopulmonar (caso nimero 56:
Indice de imunoexpressao = 9)
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4.4.2. Distribuicao das variaveis categoricas para a quantificagao
das Porcentagens (P%) de area tingidas com o marcador
de SSTR-2 na amostra das laminas dos pacientes e
distribuicdo da quantificagdo da Intensidade (I) de
imunomarcacao com SSTR-2 na amostra das laminas dos

pacientes
A distribuicado das variaveis categodricas para a quantificagdo das
porcentagens de area tingidas com o marcador de SSTR-2 na amostra das
laminas dos pacientes e distribuicdo da quantificacdo da intensidade de
imunomarcacao com SSTR-2 na amostra das laminas dos pacientes estao

organizadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Distribuicdo das variaveis categoricas da quantificacdo de

porcentagens e intensidade de SSTR-2

Variavel categorica ZERO UM DOIS TRES
Intensidade (# pts) 26 8 20 8
Porcentagem (# pts) 26 14 12 10

LEGENDA: # pts — nimero de pacientes
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4.4.3.Distribuigdo dos valores do indice de Imunoexpressao (le)

A distribuigdo dos valores do le esta organizada na Tabela 7.

Tabela 7 — A distribuicdo dos valores do le

indice de

Imunoexpressi ZERO UM DOIS TRES QUATRO SEIS NOVE
o (le)
# pts 26 4 11 3 7 7 4

Legenda: # pts - numero de pacientes

4.4.4. Comparagao da frequéncia de metastase linfatica segundo

a presenca de receptores SSTR2

Para a comparacédo da frequiéncia de metastase linfatica segundo a
presenca de receptores SSTR2, como variavel binaria, foi realizado o teste

exato de Fisher.

Nao houve diferenca estatistica (p=0,529).

4.4.5. Média do indice de expressao do SSTR-2

A média do indice de imunoexpressao foi de 2,2, com desvio padrao de

2,6 e o intervalo de confianca do erro da média foi de 0,3.
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4.5 RESULTADOS DA ANALISE MULTIVARIADA

Quanto aos resultados da andlise multivariada pelo método de
regressao logistica, analisou-se separadamente aqueles relativos a predigao

de metastase linfatica.

4.5.1. Predicao de metastase linfatica

4.5.1.1. SSRT-2 como variavel binaria: presen¢a ou auséncia

Primeiramente foi verificado se a simples presenga ou auséncia do
SSRT-2, sem considerar nem a intensidade nem a porcentagem de células
imuno marcadas, seria uma variavel independente preditiva da ocorréncia da
metastase linfatica.

As variaveis independentes inseridas no modelo de predicdo de
metastase linfatica como sendo candidatas a predizerem o fenébmeno foram
as seguintes:

1. género masculino: variavel binaria sob a hipétese de que homens tem
mais metastase linfatica que mulheres.

2. idade como variavel continua: sob a hipétese de que a cada ano o risco
aumentaria.

3. presenga de emagrecimento como variavel binaria: sob a hipétese de
que a presenga de emagrecimento pudesse predizer a metastase

linfatica.
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4. tabagismo em anos/maco: sob a hipotese de que quanto maior a carga
de tabagismo acumulada, maior o risco de ter o tumor carcindide que
envia metastase linfatica.

5. posicao periférica do tumor: sob a hipotese de que tumores periféricos
tém maior potencial de causar metastase.

6. presenga do receptor SSRT-2 como variavel binaria.

A Tabela 8 mostra o valor da significancia estatistica da relagdo de
cada variavel independente com o evento binario “metastase linfatica” ainda
sem estarem inclusas na equacéo logistica.

Observa-se que a presenca do SSTR-2, mesmo quando analisada
preliminarmente, ndo é uma variavel independente relacionada ao fenébmeno
de metastase linfatica. Desta forma, essa variavel ndo é candidata a ser

preditiva, e ndo sera inclusa no modelo de regressao logistica.

Tabela 8 — Variaveis independentes n&o inclusas na Equacéo (“step” 0)

Score gl o]
Género masculino 1,977 1 0,160
|ldade em anos 0,703 1 0,402
Presencga de emagrecimento 0,836 1 0,360
Tabagismo em anos/mago 4,859 1 0,027*
Posigao periférica 4,916 1 0,027 *
Didmetro do tumor em mm 0,020 1 0,887
Presenca do receptor SSTR2 0,842 1 0,359

gl = graus de liberdade
* = significancia estatistica
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A Tabela 9 mostra que ha uma equacgéao logistica que inclui algumas
das variaveis independentes inclusas no modelo como candidatas a
preditivas e que predigam o fendmeno binario da ocorréncia de metastases
com maior verossimilhnanga que um modelo nulo, em que hipoteticamente

nao haja qualquer variavel independente preditiva do evento.

Tabela 9 — Variaveis independentes inclusas no modelo (“step” 0)

Coeficiente B Erro padrao Wald gl p Exp(B)

Constante -1.327 0,312 18.088 1 0,000 0,265

gl = graus de liberdade
Exp (B) = exponencial de 3

A tabela 10 mostra como seriam classificados os dados segundo a
concordancia entre o fendbmeno observado, no caso a metastase linfatica, e
o predito pela equacdo nula, ou seja, sem a utilizagdo de variaveis
independentes preditivas. Como o risco de metastase linfatica na casuistica
foi menor que 50%, a equacao nula ndo prediz quais sdo os pacientes que

poderiam ter esse tipo de evento bioldgico.



RESULTADOS 62

Tabela 10 — Classificagdo de concordancia entre observado e predito

segundo a equagao nula (“Step”0)

Predito
Observado Porcentagem de
i , concordancia
Sem metastase Com metastase
Sem metastase 49 0 100
Com metastase 13 0 0

Porcentagem de

N 79
concordancia geral

A Tabela 11 mostra a classificagdo dos dados segundo a concordancia
entre o fenbmeno observado e o predito de acordo com duas equagdes
logisticas propostas. O corte para a classificacdo entre predito ou né&o
predito é o risco maior ou menor que 50%, mas ndo leva em conta se o erro
para predicao foi entre 0 50% e 0 49,9%, ou se foi um erro de predicdo da
magnitude entre o 50% e o zero.

A primeira equagao (“step” 1) incluiu a posigao periférica como variavel
independente preditiva do evento metastase linfatica. Porém, mesmo com a
inclusdo dessa variavel, a porcentagem de concordancia entre o predito e o
observado foi de 79%, valor ja alcangado pela equacéo nula.

A segunda equacgao (“step” 2) incluiu, além da posicao periférica, uma
segunda variavel preditiva, o tabagimo quantificado em anos/mago. A
porcentagem de concordancia entre o observado e o predito na equagao

proposta no segundo degrau (“step” 2) foi de 82,3%.
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Tabela 11 — Classificacdo de concordancia entre observado e predito
segundo a primeira e a segunda equagdes propostas que
contém variaveis independentes preditivas de metastase

linfatica
Predito Porcentaggm Qe
concordancia
Observado
Sem Com
metastase  metastase
“step” 1 Sem metastase 49 0 100
Com metastase 13 0 0
PCG 79
“step” 2 Sem metastase 48 1 98
Com metastase 10 3 23
PCG 82

PCG = porcentagem de concordéncia geral

Na tabela 12 observa-se que existem duas variaveis independentes
preditivas do evento binario metastase linfatica. Na equacao proposta no
primeiro degrau foi utilizado como variavel preditiva a posi¢ao periférica do
tumor. Na equacao proposta no segundo degrau, foram identificadas duas
variaveis independentes como preditivas de metastase linfatica; a posicao
periférica e a carga de tabagismo acumulada em anos/mago.

A razdo de chances de um paciente com tumor periférico ter
mestastase linfatica sobre um paciente com tumor central nao ter foi de

aproximadamente 4,5, podendo variar num intervalo de confianga a 95%

entre 1,1 a 17, 5.
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A razado de chances de um paciente que fuma ou fumou mais ter
metastase linfatica sobre de um paciente que nunca fumou ou fumou menos
nao ter foi de aproximadamente 1,036 a cada ano/macgo, podendo variar de

1,001 a 1,072 por ano/mago.

Tabela 12 — Razao de chances da ocorréncia de metastase linfatica (Exp(B))
referente as variaveis independentes preditivas do fenbmeno em
duas equagdes logisticas propostas: com uma (“step” 1) e com
duas variaveis (“step” 2)

95% C.l.para

8 Erro EXP(B)

Wald gl Sig. Exp(B)

padrao
menor maior

“step” 1 Posigéo periféerica 1,394 0,653 4,553 1 0,033 4,030 1,120 14,501

Constante -1,846 0,439 17,655 1 0 0,158

“step” 2 Tabagismo

0,035 0,017 4,113 1 0,043 1,036 1,001 1,072
(ano/macgo)

Posicao periférica 1.494 0,699 4562 1 0,033 4453 1,131 17,534

Constante -2.374 0,556 18,241 1 0 0,093

“step” 1: Posicao periférica.
“step” 2: Tabagismo em ano/maco.
gl= graus de liberdade

Exp B = exponencial B

Desta forma, o SSTR-2 n&o foi uma variavel independente preditiva do

evento metastase linfatica.
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4.5.1.2. SSRT-2 como variavel categérica

Apos a verificar a hipotese de que a presenca ou auséncia do receptor
SSRT-2 seria uma variavel independente preditiva da ocorréncia da
metastase linfatica, procedeu-se a verificagao da hipotese de que o Indice de
imuno expressao poderia estar relacionado com o fendmeno biolégico.

As variaveis independentes inseridas no modelo de predicdo de
metastase linfatica como sendo candidatas a predizerem o evento foram as
seguintes:

1. género masculino: variavel binaria sob a hipétese de que homens tem
mais metastase linfatica que mulheres.

2. idade como variavel continua: sob a hipotese de que a cada ano o risco
aumentaria.

3. presencga de emagrecimento como variavel binaria: sob a hipétese de
que a presengca de emagrecimento pudesse predizer a metastase
linfatica.

4. tabagismo em anos/maco: sob a hipotese de que quanto maior a carga
de tabagismo acumulada, maior seria o risco de metastase linfatica.

5. posicao periférica do tumor: sob a hipotese de que tumores periféricos
teriam maior potencial de causar metastase.

6. o indice de imunoexpressdo do receptor SSRT-2 como variavel
categdrica ordinal: sob a hipétese de que tumores bem diferenciados
possuiriam maior indice de imuno expressdo do receptor, seriam
menos agressivos e também teriam menor potencial de causar

metastases.
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Concluiu-se, ap6s a analise multivariada das variaveis independentes
que o indice de imunoexpressdao do SSTR-2 nao foi uma variavel

independente preditiva do evento metastase linfatica.
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5. DISCUSSAO

A discussao foi realizada em quatro partes. A primeira discorreu sobre
as limitacdes do trabalho, a segunda sobre o espectro das proliferacdes
neuroenddcrinas, a terceira sobre os resultados dispostos no capitulo de
Resultados, e somente entdo, prosseguiu-se com a discussdo da
importancia clinica e da aplicabilidade da expressdo dos receptores de

Somatostatina tipo 2 em tumores carcindides broncopulmonares.

5.1. LIMITACOES DO METODO

Para que se possa iniciar qualquer discussado sobre os resultados, foi
imperativo determinar as limitagbes do estudo, para evitar anélise de dados
gue nao representem a realidade. Assim, seguem abaixo as principais

limitacdes do trabalho constatadas:

1. Adisseccao dos linfonodos durante o procedimento cirargico, conforme
pode ser observado na tabela A1 — Anexo A, ndo foi uniforme e
padronizada, pois se tratava do estudo de uma série retrospectiva.
Constatou-se, assim, a ocorréncia de possivel viés de classificagdo, em

decorréncia da falta de padronizagdo no momento da cirurgia.
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A analise histolégica dos linfonodos foi realizada pelo método
tradicional, que apresenta varias limitacdes.

Em primeiro lugar, o corte dos linfonodos para a confeccdo de
laminas histolégicas € realizado apenas no equador da estrutura. Caso
nesse corte ndo haja células malignas, rotineiramente nao se realizam
cortes adicionais. Apesar da maioria das células metastaticas
colonizarem a regido equatorial de linfonodos, pode haver colonizacéo
de porcdes polares.

Em segundo, existe grande limitacdo com a coloracdo dos
espécimes histolégicos apenas pelo método tradicional que faz uso da
hematoxilina-eosina. Micrometastases de grupo de células e células
isoladas podem ser detectadas por outros métodos. Entre eles, o
método de imunohistoquimica, o método de RT-PCR (“Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction”), que identifica segmentos
especificos do DNA a partir da pesquisa de RNA mensageiro, ou
finalmente através de “microarray” que identifica simultaneamente
milhares de transcritos de genes. Um grupo italiano, por exemplo,
estudou micrometastases em linfonodos ressecados de cirurgias de
tumores carcindides pelo método de imunohistoquimica. Concluiu-se
gue este método foi mais sensivel para a deteccao de envolvimento de
linfonodos em comparacdo ao metodo tradicional da hematoxilina-
eosina™’®,

Nosso grupo de pesquisa também mostrou no 28° Congresso

Mundial da Sociedade de Cirurgia Toracica que em nossa casuistica
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existem linfonodos classificados como NO a analise tradicional pela
hematoxilina-eosina e que apresentaram grupos de células ou células

isoladas malignas pelo método da imunohistoquimica.

Este estudo foi inicialmente desenhado como um estudo tipo coorte
retrospectivo com total aproximado de 180 casos de pacientes com e
sem metastase linfatica seguidos ambulatorialmente com diagndstico
de carcindide broncopulmonar tipico. Esta populacdo seria proveniente
de duas casuisticas de doentes; uma do HC da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo e a outra do Hospital Europeu Georges
Pompidou, em Paris, Franca. Juntas, tornar-se-iam uma das maiores
séries ja estudadas na literatura indexada. Entretanto, em virtude das
dificuldades de obter recursos financeiros de 6rgaos fomentadores de
pesquisa nao foi possivel realizar o desenho desejado inicialmente.

Foi, entdo, realizado um estudo retrospectivo, com uma amostra
de casos consecutivos oriundos da Franca, com intuito de adequar os
recursos. O departamento de Cirurgia Toracica e Cardiovascular do
INCOR — FMUSP financiou todo o projeto sem apoio de outros 6rgaos.

Sabe-se, portanto, que haveria possibilidade de tornar este estudo
mais robusto caso a casuistica do HC da FMUSP também tivesse sido

estudada.

As técnicas de imunohistoquimica baseiam-se na afinidade de

anticorpos por determinadas regides de uma macromolécula protéica
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chamada epitopo. Estas regides podem estar presentes sem qualquer
alteracdo estrutural em proteinas selvagens ou mesmo em proteinas
mutadas sem funcdo preservadas. Desta forma, a mera afinidade de
um anticorpo por um epitopo de uma proteina ou qualquer outra
macromolécula ndo assegura que toda a estrutura desta
macromolécula esteja integra e funcionante. Se o que se quer detectar
€ a presenca de proteinas funcionantes, deve-se analisa-las em
ensaios que verifiquem tal fenébmeno. Porém, estes ensaios ndo sao
utilizados de rotina em laboratérios de patologia clinico-cirargica.

No presente estudo foi utilizado anticorpo primario contra epitopo
conhecido. Teoricamente, proteinas que apresentem mutacdes
também podem ser marcadas, no entanto.

Para resolver tal problema, técnicas de analise da sequéncia dos
acidos nucléicos do DNA ou do RNA mensageiro tém sido cada vez
mais utilizadas, proporcionando maior sensibilidade e especificidade. A
maior desvantagem do estudo dos acidos nucléicos em relacéo ao das
proteinas é a técnica de extracdo do RNAm dos tecidos. A
desnaturacao desta molécula ocorre em minutos caso o tumor ndo seja
conservado em nitrogénio liquido ou em meio de preservagao
especifico, ao passo que o fendbmeno ndo ocorre com as proteinas,
mesmo que o tecido fique exposto a temperatura ambiente por horas.

O principal fator que torna o estudo de acidos nucléicos menos
aplicavel na pratica clinica, quando comparado ao de proteinas, é o

custo.
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Auséncia de controle interno positivo nas laminas testadas por
imunohistoquimica.

Quando ndo ha imunomarcacdo em uma lamina, dois fenbmenos
podem ter ocorrido. Ou a molécula pesquisada ndo esta presente (no
caso 0 SSTR-2) ou ocorreu falha no preparo do método de
imunohistoquimica. Neste Ultimo cenario rea¢des de imunohistoquimica
consideradas negativas ndo terdo seus alvos identificados. Por isso,
utilizam-se controles positivos de marcacgdo, tanto internos quanto
externos. O controle externo é realizado com o processamento de um
tecido sabidamente positivo para a molécula estudada. Isto foi
realizado. Porém, o ideal é ter um controle interno positivo, ou seja,
uma célula que apresente sempre a imunomarcacao pesquisada. No
caso do receptor de somatostatina do subtipo 2 ndo h& classicamente
uma célula considerada como controle interno positivo da reacdo. Com
a eventual presenca deste controle haveria seguranca em qualificar o

ensaio de uma amostra como negativo.

DISCUSSAO ACERCA DO ESPECTRO DAS PROLIFERACOES

NEUROENDOCRINAS BRONCOPULMONARES

Sob a denominacéo de tumores carcindides tipicos encontram-se todas

as proliferacdes de células de Kulchitsky com diametro maior que 5 mm, que
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ndo apresentam areas de necrose ou invasao de tecidos adjacentes e cujo
namero de células em mitose ndo ultrapasse dois a cada observacao de 10
campos microscopicos de grande aumento®. Quando estes aglomerados
celulares ndo ultrapassam o diametro de 5 mm, sdo definidos como
“Tumorlets”.

Todos tumores carcindides, mesmo 0s com potencial metastético, ja

"23 caso tivessem sido

tiveram dimensdes que os definiam como “Tumorlets
ressecados antes de ultrapassarem tal limite. Ndo existem estudos que
provem a incapacidade de formacbes hiperplasicas neuroenddcrinas
benignas de atingirem didmetros maiores que o0 acima estabelecido. Assim,
estas formacdes celulares benignas seriam classificadas arbitrariamente
como carcindides de forma equivocada.

A forma definitiva de se caracterizar uma célula como neoplasica,
guando seu aspecto fenotipico bem diferenciado a confunde com suas pares
hiperplasicas, é demonstrar alteracdes estruturais no DNA. Neoplasia é uma
doenca caracterizada por tais alteracdes, enquanto que hiperplasias apenas
denotam funcionamento acelerado dos processos de divisdo celular.

Possivelmente, entre todos os tumores que séo diagnosticados
atualmente como  carcindides, existam  entidades nosologicas
verdadeiramente neoplasicas e outras apenas hiperplasicas.

Destaca-se o caso de um paciente, nao incluido neste estudo, que
recusou tratamento cirargico apos diagnostico de carcindide tipico apos

bidpsia endobronquica. Apés 7 anos do diagndstico inicial este paciente

procurou o ambulatério do HC da FMUSP para ser operado. Recebeu
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tratamento cirdrgico e a andlise histopatolégica nédo evidenciou
acometimento de linfonodos, mesmo apds 7 anos do diagndstico inicial. O
paciente, ademais, permanece até hoje em seguimento e sem evidéncia de
doenca.

Também merece destaque o0 caso de uma paciente que néo foi incluida
neste estudo, mas que é parte da casuistica do estudo de Das Neves
Pereira®. Esta apresentou metastase para 2 dos 14 linfonodos do
mediastino dissecados durante sua cirurgia, e tinha como tumor primario um
tumor de 5 mm de diametro, dimensédo limitrofe entre os diagnosticos de
“Tumorlets” e tumor carcindide tipico. O mediastino foi explorado devido a
linfonodomegalia notada a tomografia computadorizada de térax do
estadiamento inicial.

Nota-se, com estes casos anedoticos descritos acima que existem
“problemas” no sistema de classificacdo atual que determina que tumores
com 5mm devem ser considerados como “tumorlets”.

Desta forma, enquanto ndo for definido um critério objetivo que
diferencie neoplasia de hiperplasia neuroenddécrina broncopulmonar, ndo ha
como afirmar que individuos possuem um carcinoma neuroenddcrino bem
diferenciado. Somente o estudo da integridade do genoma das ceélulas de
Kulchitsky pode solucionar tal questdo, pois neoplasia, por definicdo, € uma
doenca decorrente de alteracbes estruturais da sequéncia de acidos

nucléicos que compdem a molécula de DNA.
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5.3. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.3.1. Discusséo da estatistica descritiva

A constatacdo de que a média de idade foi de 47,04 anos com desvio
padrdo de 15,8 anos e com intervalo de confianca de 95% do erro da média
igual a 2 anos apodia as evidéncias estabelecidas na literatura que
demonstram que os tumores carcindides broncopulmonares acometem
preferencialmente individuos entre a quarta e quinta décadas de vida*®.

Nota-se, também, que em numeros absolutos, os carcindides tipicos
acometem preferencialmente mulheres, principalmente nas maiores séries

da literatura®®3049:°0.118

, apesar de alguns autores reportarem incidéncia
semelhante entre os géneros™. Neste estudo retrospectivo também ficou
evidente que a distribuicdo favoreceu o género feminino (62,9%). Nao esta
claro se existem fatores que aumentem a distribuicdo no género feminino e
quais seriam estes®. A possibilidade de interferéncia do metabolismo
hormonal da mulher na patogénese, a exemplo do que ocorre com
determinados tipos de cancer de mama, sera objeto de investigacdo futura
de nossa linha de pesquisa.

Neste estudo ndo houve diferenca estatistica significante entre as
médias de idade de acordo com o género dos pacientes, porém ja existem
dados referentes ao ambulatorio de tumores carcinéides do HC da FMUSP
que confirmaram a percepcéo clinica de que a média de idade das mulheres

tem o diagnéstico de tumor carcindide € menor do que a média de idade em

individuos do género masculino. Tais dados, com significancia estatistica ja
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aferida ainda nao foram publicados. Porém, ja fora, inclusos em trabalho
aceito para publicacdo no European Journal of Cardio-Thoracic Surgery, cuja
a prova de impressao estara disponivel no dia dois de julho deste ano. Ja
estdo citados nesta conclusdo para ilustrar a realidade do ambulatério de
carcinoides do nosso hospital.

Aproximadamente 20% dos pacientes deste estudo apresentaram
metastase linfatica, dado que se assemelha aos publicados na literatura™™’,
confirmando que esta doenca - antigamente considerada indolente e
benigna — pode desencadear o fendbmeno da metastase.

N&o existiu diferenca estatistica significante entre os géneros segundo
a ocorréncia de metastase linfatica, de acordo com teste exato de Fischer
(p=0,140 unicaudado).

N&do ha relatos na literatura que evidenciem maior ocorréncia de
metastase linfatica no género feminino em séries que estudaram somente
carcinoides tipicos.

Da mesma forma, o estudo ndo conseguiu aferir relacdo entre as
médias de idade e a ocorréncia de metastase linfatica. A literatura é robusta
ao afirmar que em pacientes idosos os carcindides s&o mais agressivos®>?.
Novamente, aponta-se que as casuisticas analisadas na literatura incluem
carcinoides tipicos e atipicos.

Ao serem analisados os pacientes em dois grupos etarios arbitrarios:
abaixo e acima da média de idade geral da casuistica, o teste t de Student
nao constatou diferenca significante entre os valores (p=0,41). Assim, ndo se

pode afirmar, com base na amostra de populacdo deste estudo, que os
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carcinoides tipicos tém maior malignidade em pacientes idosos. Ademais,
visto que as populacdes estudadas na literatura envolvem ndo somente
carcinoides tipicos, mas também os atipicos, deve-se ter cautela para
afirmar que existe relacéo entre idade e maior malignidade.

A localizacdo central do tumor foi mais freqiente que a periférica na
populacao deste estudo.

Sabe-se que a excecdo de um trabalho®, a literatura remete ao conceito
de que a localizacéo periférica dos tumores carcindides, em contrapartida a
endobrénquica, tem correlagdo com maior malignidade®. No entanto, a
maioria dos trabalhos revistos observa esta diferenca quando analisados os
carcinoides tipicos e atipicos em conjunto, existindo poucos dados que
avaliam somente uma populacdo de doentes com carcindides tipicos. Um
estudo dirigido por Das Neves Pereira em nossa linha de pesquisa no HC da
FMUSP*® reporta que ndo existe diferenca estatistica significante entre a
maior malignidade dos tumores carcindides tipicos de acordo com a
localizac&o da lesao.

Neste estudo, entretanto, que também analisou uma populacdo de
doentes com diagnaostico de carcindide broncopulmonar tipico, notou-se que
existiu diferenca estatistica significante entre o potencial de malignidade dos
tumores em funcdo da localizacdo da lesdo primaria. Se tal evento ocorre
em decorréncia da origem européia da casuistica — diferentemente da
populacdo estudada por Das Neves Pereira — ou se a posicao periférica do
tumor também é fator de pior progndstico em tumores carcindides tipicos

ainda deve ser objeto de estudo em maiores popula¢des. Entretanto, esta é
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a primeira evidéncia conhecida (quando somente carcindides
broncopulmonares tipicos foram analisados) de que existe relacdo entre a
localizac&o periférica do tumor e maior malignidade.

O estudo também concluiu que 56 (90,3%) pacientes nao
apresentaram metastase hematogénica, ao passo que 6 (9,7%) tiveram
diagnéstico do evento. Salienta-se que 0s pacientes com metastase
hematogénica do presente estudo representaram 9,7% da populacéo.
Algumas séries da literatura, entretanto, reportam que a frequéncia de
metastase hematogénica varia de 0,5 a 2%"%>*.

O presente estudo, conforme citado no capitulo Casuistica e Métodos,
foi realizado a partir da analise de 62 pacientes consecutivos operados para
tratamento de tumores carcindides tipicos broncopulmonares. Esta analise
de reduzido nimero de pacientes, alocados no estudo de forma consecutiva,
pode ter contribuido para o resultado encontrado que ndo se assemelha ao
da literatura.

Foi detectada a ocorréncia de emagrecimento em trés individuos neste
estudo. Posteriormente, estes desenvolveram metastase hematogénica. De
acordo com o teste exato de Fisher existe relacdo com significado estatistico
entre emagrecimento e metastase hematogénica (p=0,001). Harpole®, em
1992, também apresentou dados que relacionam emagrecimento e pior
prognastico.

Por outro lado, ndo houve relacdo entre a ocorréncia de metastase

linfatica e emagrecimento neste estudo.
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5.3.2. Expresséao dos receptores de Somatostatina (SSTR-2)

Merece destague a expressdo dos receptores de Somatostatina
(SSTR-2) neste capitulo. Na populacdo estudada 36 pacientes (58,1%)
tinham tumores que expressavam SSTR-2, enquanto 26 ndo tinham tal
expressao (41,9%).

A comprovacdo da imunoexpressdo deste receptor proporciona
inUmeras aplicabilidades clinicas aos pacientes com diagnostico de
carcinoide broncopulmonar tipico. A partir deste achado, nunca descrito na
literatura anteriormente, existem novas opc¢des de diagndstico,
estadiamento, seguimento (OctreoScan®) e tratamento (terapia alvo com
radionuclideos). Estas aplicacbes clinicas, bem como suas importancias a
partir da determinacdo da imunoexpressdo de SSTR-2, serdo abordadas
adiante em separado.

No entanto, a hipétese inicial que supunha a existéncia de relacéo
entre maior malignidade e a auséncia de imunoexpressédo do SSTR-2, uma
vez que a interacdo da Somatostatina com seu receptor desencadeia
atividade celular antimitética, ndo foi confirmada. A comparacdo da
freqiéncia de metastase linfatica com a de SSTR-2 ndo demonstrou
diferenca estatistica significante (teste exato de Fischer p=0,529). Assim,
com a referéncia deste estudo, ndo se pode afirmar que a auséncia de
imunoexpressao do SSTR-2 determina maior malignidade e pior prognostico

aos pacientes.
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5.4. IMPORTANCIA CLINICA E APLICABILIDADE DA EXPRESSAO DOS
RECEPTORES DE SOMATOSTATINA TIPO 2 EM TUMORES

CARCINOIDES BRONCOPULMONARES TIiPICOS

O estudo da presenca ou auséncia de receptores de somatostatina na
superficie das células dos tumores carcindides, assim como a quantificacdo
da porcentagem de células positivas e também da concentracdo de
receptores tem trés aplicacdes praticas no campo assistencial. A primeira é
0 uso diagnéstico, a segunda é o uso para estadiamento e a terceira € a

aplicacao nas terapias alvo.

5.4.1. Uso em diagnostico e em estadiamento

A deteccdo do receptor apenas nas células do tumor primario ja seria
um dado de grande aplicagcdo pratica, por si s, pois poderia ser utilizado em
casos nos quais fosse necessario realizar um diagnéstico diferencial em que
houvesse a hipotese de tumor carcindide tipico, contra outra hipétese
diagndstica de doenca de tratamento nédo cirdrgico.

Por exemplo, em um paciente com tumor periférico compativel com a
hipotese de tumor carcindide, cujo tratamento € a resseccado cirurgica, mas
também com hip6tese diagnéstica de lesdo fungica (criptococus) e cuja
bidpsia percutanea transtoracica nao fosse factivel.

Imagine, agora, um paciente obeso, ndo tabagista, com menos de 50
anos, sem sintomas, sinais ou historia de neoplasia prévia, com um ndodulo

pulmonar periférico de contornos bem definidos, néo calcificado, inferior a
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trés centimetros, num lobo inferior, distante da parede toracica e que nao
existia ha um ano. Tumor carcindide seria uma das hipoteses.

A bidpsia transtoracica, realizada em um paciente obeso, para alcancar
uma lesédo pequena e distante da parede toracica poderia ser uma opcao,
mas talvez esta ndo seria realizada em condicdes ideais. O risco de
pneumotdrax ou lesdo de feixe vasculo-nervoso intercostal ou o risco de néo
se obter uma amostra de tecido suficiente para o diagndstico seria
consideravel.

Nestes casos 0 OctreoScan®, exame de imagem especifico e sensivel
para a deteccdo de tumores carcinoides tipicos, poderia ser uma opcao a
puncédo transtoracica ou mesmo aos outros métodos diagndsticos, como a
bidpsia transbrénquica guiada por radioscopia.

Deve-se, ainda, salientar que o OctreoScan® orienta o diagndstico de
tumor carcindide ao mesmo tempo em que realiza o estadiamento.

O OctreoScan®, além disso, possibilita estadiamento mais acurado,
uma vez que também investiga o Sistema Nervoso Central, jA que ocorre
interacdo do radionuclideo com o receptor celular, fato ndo observado em
outros exames, como o PET-CT.

Para o argumento do elevado custo do exame existem justificativas que
podem ser consideradas. A primeira € a de que ndo ha estudos que
comprovem que a realizacdo de todas as inumeras etapas e exames
inerentes a cada uma delas, necessarias para o diagndstico, proporcione
menor custo do que o OctreoScan®. A segunda justificativa € a de que todo

método diagndstico de propedéutica armada que persista na pratica médica
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apresenta, historicamente, uma curva descendente de custo. Finalmente, a
descoberta da utilizacdo adequada do método é a forma mais racional de se
propor solucdes frente a situacdes particulares como as acima descritas.

Este exame esta disponivel no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, um servico que, além da
assisténcia, tem como objetivos a pesquisa e o ensino. Espera-se, assim,
gue o exame seja indicado da forma mais racional possivel, e somente com
a utilizacdo racional em uma série de pacientes selecionados é que se
determinara se tal método € um recurso cujo custo Ihe seja proibitivo ou
desaconselhado.

Uma das formas de se descobrir qual o sub grupo de pacientes que se
beneficiaria do exame, seria determinar quais sdo 0s pacientes que
possuem tumores com o receptor que € indispensavel a formacdo da
imagem diagnostica. Este ramo da linha de pesquisa que se inicia agora,
com a conclusdo desta tese, possui, portanto, imediata aplicacédo clinica e
cirdrgica.

Para o planejamento terapéutico € mandatério o conhecimento da
extensdo do acometimento anatdbmico da doenca, ou seja, do estadiamento
da doenca. Neste sentido, o OctreoScan® deve ser considerado opg¢ao ao
armamentario de propedéutica armada em pacientes com tumores que
expressam SSTR-2. Salienta-se que o estudo de imunohistoquimica para a
deteccdo do SSTR-2 pode ser realizado em pequenas amostras de tecido,
rapidamente e possui baixo custo. Estima-se que uma aliquota de anticorpos

para determinar a imunoexpressdo de SSTR-2 custe 3500 reais. Sob



DISCUSSAO 83

condicOes ideais esta aliquota realiza cerca de 100 diferentes ensaios e tem

durabilidade de aproximadamente 5 anos.

5.4.2. Estadiamento intra-operatorio

N&o parece que exista beneficio em realizar estadiamento intra-
operatorio do mediastino baseado em deteccéo de radioatividade oriunda de
radionuclideos direcionados contra o SSTR-2.

Em primeiro lugar, o estadiamento pré-operatorio é imperativo para a
determinacao da conduta cirurgica.

Em segundo, os pacientes categorizados como alto risco possuem
freqientemente indicacdo de esvaziamento linfatico. Logo, ndo ha vantagem
aparente no uso do estadiamento intra-operatério baseado na deteccao de

radioatividade.

5.4.3. Tratamento com terapia alvo

Desde o final dos anos 90 do século passado a oncologia moderna
vem incorporando ao seu cotidiano as chamadas terapias alvo. Por definicdo
sdo modalidades terapéuticas que atuam somente nas células neoplasicas,
poupando tecidos sadios e conferindo ao paciente menores toxicidades.

Assim, acoplar um radionuclideo, ou um atomo de metal, ou um
polimero de droga citotoxica a uma molécula de analogo sintético de
somatostatina ofereceria potencial terapéutico contra o0s tumores
carcinoides, especialmente se SSTR-2 fossem expressos, transformando o

binbmio formado em terapia alvo.
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O bindmio mais estudado é o que associa um analogo sintético a uma
molécula de radionuclideo. Este binbmio é administrado por via endovenosa
e uma dose radioativa efetiva € direcionada ao tumor de modo seletivo, uma
vez que somente o clone neoplasico tem capacidade de internalizar a
molécula, através do SSTR-2.

Esta modalidade de tratamento ja estd em uso em tumores
neuroenddcrinos oriundos ou com metastase em figado, pancreas e trato
gastro-intestinal. Os Paises Baixos e a Escandinavia possuem 0s centros
pioneiros no uso desta abordagem.

Os binbmios mais estudados e utilizados na pratica clinica sdo o 90-
Yttrium-Octreotide (DOTATOC), 90-Yttrium-Lanreotide (DOTALAN) e o 177-
Lutecio-Octreotate (DOTATATE). Esta modalidade terapéutica proporciona
taxas de resposta ao redor de 80% em alguns estudos™*“.

Infere-se que nos tumores carcindides broncopulmonares tipicos esta
modalidade terapéutica também pode ser aplicada. O racional para tal
aplicacdo tem apoio na deteccdo da imunoexpressao de SSTR-2 que este
estudo demonstrou. Obviamente, em um cenario ideal, estudos clinicos
controlados sdo necessarios. Entretanto, a deteccao da expressédo de SSTR-
2 nos tumores estudados neste trabalho permite a indicacdo desta
modalidade terapéutica em pacientes que ndo possuem outras perspectivas
de tratamento.

Por fim, como destacado ao longo deste capitulo, a expressdo de
SSTR-2 nos tumores carcindides broncopulmonares possibilita, de imediato,

aplicabilidade diagndstica e terapéutica para alguns pacientes.
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6. CONCLUSOES

Os tumores carcindides tipicos broncopulmonares expressaram

receptores de somatostatina subtipo 2 (SSTR-2).

N&o existiu relacdo entre a expressdo de SSTR-2 e a ocorréncia de

metastase linfatica.

O SSTR-2 nao foi uma variavel independente preditiva do risco

individual de metastase linfatica.

O indice de expressdo imunohistoquimico ndo foi uma variavel

independente preditiva do risco individual de metastase linfatica.



ANEXOS




ANEXO A 88

Anexo A

Tabela Al: Dados clinicos e histopatoldgicos

AP # caso Genero idade sintomas tosse hemopt dispnéia dor febre
1-masc/ 2- 1-sim / 0- 1-sim / 0- 1-sim / 0- 1-sim / 0- 1-sim / 0- 1-sim / 0-

numero numero fem anos nao nao nao nao nao nao
C99.04209 1 65 1 0 0 0 0 0
C99.01776 2 1 54 0 0 0 0 0 0
C00.3082 3 1 30 1 0 0 0 0 0
C00.1670 4 1 68 1 0 0 0 0 0
C00.39 5 2 a7 0 1 0 0 0 0
00.H.872 6 1 27 0 1 0 0 0 0
01.H.7418 7 2 52 0 0 0 1 1 0
C93.03782 8 2 36 1 0 0 0 0 0
C94.02437 9 2 74 0 1 0 0 0 0
C94.04590 10 1 55 1 0 0 0 0 0
C94.04814 11 2 36 0 0 0 0 1 0
C94.05786 12 2 45 0 1 0 0 0 0
C95.01960 13 1 43 0 0 1 0 0 0
C95.02228 14 1 63 0 0 0 0 0 0
C96.00283 15 2 50 1 0 0 0 0 0
C96.03629 16 1 27 1 0 0 0 0 0
C97.05886 17 2 1 1 0 0 0 0 0
C97.01069 18 1 44 0 0 0 0 0 0
C98.03305 19 2 42 0 0 0 0 1 0
A12686 20 2 43 1 0 0 0 0 0
Al12331 21 2 49 0 0 1 0 0 0
A12884 22 2 45 0 1 0 0 0 0
A12793 23 1 44 1 0 0 0 0 0
A13502 24 2 52 1 0 0 0 0 0
A14670 25 2 72 1 0 0 0 0 0
C91.02459 26 1 53 1 0 0 0 0 0
C92.00793 27 1 57 1 0 0 0 0 0
93.5641 28 2 28 0 0 0 0 0 0
95.00302 29 2 69 1 0 0 0 0 0
93.4532 30 2 57 0 0 0 0 0 0
90.17235 31 2 77 1 0 0 0 0 0
A14171 32 1 27 0 0 1 0 0 0
91.4621 33 1 46 0 0 0 0 0 1
92.3681 34 1 72 0 1 0 0 0 1
96.4023 35 1 34 0 0 1 0 0 0
99.1451 36 1 30 0 0 0 0 0 0
01H3376 37 2 66 0 1 0 1 0 0
A3183 38 2 31 0 1 0 0 1 0
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AP # caso Genero idade sintomas tosse hemopt dispnéia dor
1-masc/ 2- 1-sim / 0- 1-sim / 0- 1-sim / 0- 1-sim / 0- 1-sim / 0-

numero numero fem anos nao nao nao nao nao
91.01533 39 2 70 0 1 0 0 0
02.H1310 40 1 34 0 0 1 0 0
00H22810 41 1 50 0 0 0 0 0
97.792 42 2 52 1 0 0 0 0
01H8019 43 2 61 0 0 0 0 0
96.3131 44 1 71 0 0 0 0 0
95.1993 45 2 58 1 0 0 0 0
994210 46 1 29 0 0 0 0 0
944913 47 2 57 1 0 0 0 0
A2337 48 2 54 0 0 0 0 0
911669 49 2 45 0 1 1 0 0
972448 50 2 41 0 1 1 0 0
945369 51 2 29 0 0 0 1 0
95.4624 52 2 19 0 0 0 0 0
97.5866 53 2 27 1 0 0 0 0
A14304 54 2 43 1 0 0 0 0
99313 55 2 22 0 0 0 0 0
91.51806 56 2 53 0 1 1 0 0
91399 57 2 42 0 1 0 0 0
01H5513 58 2 42 1 0 0 0 0
08.1806 59 1 40 0 0 0 0 1
97.177 60 2 36 0 0 0 0 0
93.6252 61 2 64 0 1 0 0 0
91.3893 62 2 67 1 0 0 0 0
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Continuacao
perda
peso em
AP # caso febre infeccdo Kg tabaco localizacéo milimetros
1-sim/ 0- 1-sim/ 0- 1-sim/ 0- 1-sim/ 0- central - 0/

numero numero nao nao nao nao perif -1 mm

C99.04209 0 0 0 0 1 8
C99.01776 2 0 1 0 11 0 20
C00.3082 3 0 0 0 0 0 20
C00.1670 4 0 0 0 0 1 25
C00.39 5 0 1 0 0 0 60
00.H.872 6 0 1 0 0 0 25
01.H.7418 7 0 0 0 0 0 60

C93.03782 8 0 0 0 30 0 6
C94.02437 9 0 0 0 20 1 20
C94.04590 10 0 0 0 53 0 30
C94.04814 11 0 0 0 1 25
C94.05786 12 0 0 0 0 10
C95.01960 13 0 0 0 35 1 15
C95.02228 14 0 1 0 70 1 35
C96.00283 15 0 0 0 0 1 15
C96.03629 16 0 0 0 0 35
C97.05886 17 0 0 0 0 40
C97.01069 18 0 1 0 20 0 20
C98.03305 19 0 1 0 0 20
A12686 20 0 0 0 1 35
A12331 21 0 0 0 20 0 35
A12884 22 0 0 0 0 0 15
A12793 23 0 0 0 30 0 13
A13502 24 0 0 0 0 35
Al14670 25 0 0 0 0 40
C91.02459 26 0 0 0 60 1 20
C92.00793 27 0 0 0 10 0 30
93.5641 28 0 1 0 0 0 25
95.00302 29 0 0 0 0 1 15
93.4532 30 0 1 0 0 0 25
90.17235 31 0 0 1 (6kg) 0 1 40
A14171 32 0 0 0 0 25
91.4621 33 1 0 0 50 0 15
92.3681 34 1 0 0 30 0 60
96.4023 35 0 0 0 0 15
99.1451 36 0 1 0 5 0 20

01H3376 37 0 0 0 0 1 7
A3183 38 0 0 0 12 0 35
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perda
peso em
AP # caso febre infeccdo Kg tabaco localizagcéo milimetros
1-sim/ 0- 1-sim/ 0- 1-sim/ 0- 1-sim/ 0- central - 0/

numero numero nao nao nao nao perif -1 mm
91.01533 39 0 0 1 (10kg) 0 0 60
02.H1310 40 0 0 0 0 0 25
00H22810 41 0 1 0 30 0 20
97.792 42 0 0 0 50 0 25
01H8019 43 0 1 1 (17kg) 0 0 60
96.3131 44 1 0 10 0 12
95.1993 45 0 0 0 0 1 11
994210 46 0 1 0 10 0 22
944913 47 0 0 0 0 1 20
A2337 48 0 1 0 0 0 20
911669 49 0 0 0 0 0 40
972448 50 0 0 0 0 0 25
945369 51 0 0 0 0 1 30
95.4624 52 0 1 0 0 0 18
97.5866 53 0 0 0 7 0 40
A14304 54 0 0 0 50 0 20
99313 55 1 1 0 0 0 55
91.51806 56 0 0 0 30 1 30
91399 57 1 0 0 0 1 10
01H5513 58 0 0 0 40 0 35
98.1806 59 1 0 0 8 0 25
97.177 60 0 1 0 0 10
93.6252 61 1 0 0 20 0 40
91.3893 62 0 0 0 0 1 30
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AP # caso pos linfon LFEN diss t n m

numero numero nimero
C99.04209 1 2 4 1 2 0
C99.01776 2 0 6 1 0 0
C00.3082 3 2 6 3 1 0
C00.1670 4 0 3 1 0 0
C00.39 5 2 12 2 1 0
00.H.872 6 0 5 1 0 0
01.H.7418 7 0 24 2 0 0
C93.03782 8 0 10 1 0 0
C94.02437 9 1 6 1 1 0
C94.04590 10 1 5 2 2 0
C94.04814 11 1 5 1 1 0
C94.05786 12 0 5 1 0 0
C95.01960 13 1 5 1 2 0
C95.02228 14 1 6 2 2 0
C96.00283 15 0 8 1 0 1
C96.03629 16 0 5 2 0 0
C97.05886 17 0 5 2 0 0
C97.01069 18 4 6 2 2 1
€98.03305 19 0 9 3 0 0
A12686 20 2 4 2 2 0
A12331 21 1 5 2 1 0
A12884 22 0 1 1 0 0
A12793 23 0 5 1 0 0
A13502 24 2 3 2 2 0
A14670 25 0 6 2 0 0
€91.02459 26 1 3 1 1 0
C92.00793 27 0 3 2 0 0
93.5641 28 0 8 1 0 0
95.00302 29 0 11 1 0 0
93.4532 30 0 10 1 0 0
90.17235 31 0 4 2 0 1
Al14171 32 0 6 1 0 0
91.4621 33 0 4 2 0 0
92.3681 34 0 4 2 0 0
96.4023 35 0 8 2 0 0
99.1451 36 0 6 2 0 0
01H3376 37 0 5 1 0 0
A3183 38 0 6 2 0 0
91.01533 39 0 4 2 0 1
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AP # caso pos linfon LFEN diss t n m

numero numero ndmero
02.H1310 40 0 5 1 0 0
00H22810 41 0 1 2 0 0
97.792 42 0 6 1 0 0
01H8019 43 0 5 2 0 1
96.3131 44 0 5 1 0 0
95.1993 45 0 4 1 0 0
994210 46 0 4 1 0 0
944913 47 0 10 1 0 0
A2337 48 0 5 2 0 0
911669 49 0 2 0 0
972448 50 0 8 2 0 0
945369 51 0 13 2 0 0
95.4624 52 0 2 0 1
97.5866 53 0 2 0 0
A14304 54 0 2 0 0
99313 55 0 17 2 0 0
91.51806 56 0 2 0 0
91399 57 0 3 1 0 0
01H5513 58 0 19 2 0 0
98.1806 59 0 7 2 0 0
97.177 60 0 5 1 0 0
93.6252 61 0 5 2 0 0
91.3893 62 0 4 2 0 0
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Anexo B

Tabela B1: Dados da quantificagcdo do marcador estudado (SSTR-2)

SCORE

AP # caso SSTR-2 intensidade  extensao le
numero numero 0-neg/1-pos valor

C99.04209 1 0 0 0 0
C99.01776 2 0 0 0 0
C00.3082 3 1 3 2 6
C00.1670 4 0 0 0 0
C00.39 5 1 1 1 1
00.H.872 6 1 1 2 2
01.H.7418 7 1 2 3 6
C93.03782 8 0 0 0 0
C94.02437 9 1 1 3 3
C94.04590 10 1 2 1 2
C94.04814 11 1 1 3 3
C94.05786 12 1 1 1 1
C95.01960 13 0 0 0 0
C95.02228 14 1 2 3 6
C96.00283 15 0 0 0 0
C96.03629 16 1 1 1 1
C97.05886 17 1 3 3 9
C97.01069 18 1 2 2 4
C98.03305 19 1 2 3 6
A12686 20 1 1 1 1
A12331 21 0 0 0 0
A12884 22 1 3 2 6
A12793 23 0 0 0 0
A13502 24 0 0 0 0
A14670 25 1 1 2 2
C91.02459 26 1 3 1 3
C92.00793 27 1 3 2 6
93.5641 28 1 2 2 4
95.00302 29 0 0 0 0
93.4532 30 1 2 1 2
90.17235 31 1 2 1 2
Al14171 32 0 0 0 0
91.4621 33 0 0 0 0
92.3681 34 1 2 1 2
96.4023 35 1 2 1 2
99.1451 36 1 2 2 4
01H3376 37 1 2 3 6
A3183 38 0 0 0 0
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SCORE

AP # caso SSTR-2 intensidade | extenséo le

numero numero 0-neg/1-pos valor
91.01533 39 0 0 0 0
02.H1310 40 1 2 2 4
97.792 42 0 0 0 0
01H8019 43 1 2 1 2
95.1993 45 1 2 2 4
994210 46 0 0 0 0
944913 47 0 0 0 0
A2337 48 1 2 2 4
911669 49 0 0 0 0
972448 50 1 2 1 2
945369 51 0 0 0 0
95.4624 52 1 2 1 2
97.5866 53 0 0 0 0
A14304 54 0 0 0 0
99313 55 0 0 0 0
91.51806 56 1 3 3 9
91399 57 0 0 0 0
01H5513 58 0 0 0 0
98.1806 59 1 3 3 9
97.177 60 1 3 3 9
93.6252 61 1 2 2 4
91.3893 62 0 0 0 0
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