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Resumo

Laloni MT. Predicdo do risco individual de metastase linfatica e
hematogénica em fungcdo da intensidade da linfangiogénese no Tumor
Carcindide Tipico Broncopulmonar [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008.

Os tumores carcindides tipicos broncopulmonares sao proliferagdes de
células neuroenddcrinas. Foram consideradas como adenomas e
acreditava-se que nado tinham potencial para disseminagdo hematogénica e
linfatica. Porém, a ocorréncia de metastase linfatica e hematogénica
acontece em um quinto dos individuos acometidos por essa patologia. A
variagao no comportamento clinico dos carcindides broncopulmonares torna
imperativa a realizagdo de pesquisas que visem a melhor compreensao
dessa doenca. E fundamental determinar a agressividade e o risco individual
da ocorréncia de metastase linfatica e hematogénica para que se possa
oferecer um tratamento individualizado para cada binbmio doente-doenga. A
classificagdo atual divide os tumores carcindides, conforme o grau
histolégico de malignidade em tipico e atipico, agrupando as neoplasias de
acordo com o indice mitotico, relagdo volumétrica nucleo/citoplasma,
presenca ou auséncia de necrose, pleomorfismo nuclear e invasao vascular.
Esta analise, porém, é realizada em espécimes histologicos corados pela
hematoxilina-eosina, técnica tradicional consagrada, mas que nao permite
avaliar processos biomoleculares relacionados ao potencial maligno das
células que ja podem estar presentes e ndo serem detectados pelo método.
Em tumores carcindides varios estudos ja foram realizados na tentativa de
identificar o potencial proliferativo de células que ainda ndo apresentam
figuras de mitose, como PCNA, p53, Ki-67, o processo apoptoético (Bcl-2,
Bax e Bak), fibras do sistema colageno e elastico e angiogénese. Entretanto,
a linfangiogénese nunca foi estudada. Na ultima década varias moléculas
funcionais e constitucionais que sdo expressas especificamente nas células
do endotélio ou nos poddcitos dos vasos linfaticos foram identificadas, como
o VEGF-C, VEGFR-3 e o LYVE-1, possibilitando a melhor compreensao da
linfangiogénese. Estudamos a imunomarcagdo dessas estruturas no
carcinoide tipico. Pela primeira vez no Brasil, a quantificacdo de vasos
linfaticos foi realizada usando o LYVE1 como marcador. Apesar do uso de
varios bloqueios de sitios inespecificos ndo foi possivel quantificar a
expressdo do VEGF-C e VEGFR-3 em carcindides tipicos, pois nao
encontramos controle interno negativo. Houve diferenga significante entre as
meédias da idade em relagdo ao género. Nao houve diferenga significante
entre as meédias do didmetro e numero de linfonodos acometidos em relagéo
ao género. Em relagdo ao grupo com e sem metastase encontramos difenca
significante em relagcédo ao didmetro e ao comprometimento da margem. N&o
houve diferengca da mediana do numero de vasos linfaticos corados por mil
células entre os grupos sem e com metastase linfatica. Por regressao



logistica identificamos o didmetro do tumor primario como uma variavel
independente preditiva do risco de metastase hematogénica e o diametro do
tumor primario e a localizacdo central ou periférica como variaveis
independentes preditivas do risco de qualquer metastase (linfatica ou
hematogénica). O numero de vasos linfaticos corados por mil células n&o foi
identificado pelo modelo de regressdo logistica como uma variavel
independente preditiva do risco individual de metastase linfatica. Conclui-se
que ha correlagdo do diametro do tumor com o potencial de metastase
hematogénica e ha correlagdo entre didmetro e localizagdo do tumor
primario e a ocorréncia de metastase linfatica ou hematogénica. A
quantificagcdo da imunoexpressdo do LYVE-1 ndo demonstrou correlagéo.
Outras técnicas devem ser estudadas e empregadas para identificar a
importancia da linfangiogénese no carcindide tipico.

Descritores: 1. Tumor carcindide/classificacao 2.Tumores
neuroendaocrinos/classificacdo 3.Carcinoma neuroenddcrino/ classificagao
4 Linfagiogénese 5.Vasos Linfaticos 6.Neoplasias bronquicas/classificagao
7.Metastase neoplasica 8.Marcadores biolégicos de tumor/classificagéo
9.Fatores de risco



Summary

Laloni, MT. Individual risk prediction of node and distant metastasis based on
lymphangiogenic intensity in typical pulmonary carcinoid tumor.[tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 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. This classification is
based on Hematoxylin and Eosin stain and this technique can not assess
biomolecular processes related to malignant potential. Trying to identify the
malignant potential of the carcinoid tumors some studies have already been
designed to identify some proteins as PCNA, p53, Ki-67, apoptosis proteins
(Bcl-2, Bax and Bak), collagen and elastic fibers as well as angiogenic
process. However, the lymphangiogenic mechanism has never been
evaluated in typical pulmonary carcinoid tumors. Recently some molecules
(VEGF-C, VEGFR-3 and LYVE-1) that are specifically expressed in the
endothelium of the lymphatic vessels have been identified. These findings
have improved the lymphangiogenic mechanism comprehension. This study
used the immunohistochemical technique to identify VEGF-C, VEGFR-3 and
LYVE-1 in 182 patients submitted to surgical procedures to treat Typical
pulmonary carcinoid tumors. Lymphatic metastasis were diagnosed in 23 of
182 patients and 17 of 182 patients were identified with hematogenic
metastasis. Futhermore, this study was the first reported one which has tried
to quantify the Iymphatic vessels wusing the LYVE-1 as an
immunohistochemical marker. This study could not assess VEGF-C and
VEGFR-e expression in Typical pulmonary carcinoids since an internal
negative control could not be determined. There was a statistical difference
between the median age and gender. There was no statistical difference
between the median diameter and the number of positive lymph nodes
related to the gender. This study demonstrated a statistical difference
between the diameter and positive margins related to the group of patients
that have developed metastatic disease and the group of patients with no
metatastatic disease. There was no difference between the group of patients
that have developed metastatic disease and the group of patients with no
metatastatic disease according to the median number of lymphatic vessels
stained. Based on logistic regression this study demonstrated that there is a
predictive risk of developing hematogenic metastasis related to the diameter



of the tumor. The predictive risk of the lymphatic metastasis was not
improved by the number of the immunohistochemical stained lymphatic
vessels, according to the logistic regression model. The
immunohistochemical expression of LYVE-1 has not demonstrated statistical
correlation between the parameters studied. Other than immnuhistochemical
technigues are required to improve the comprehension of the
lymphangiogenic mechanism involved in the Typical pulmonary carcinoid
tumor

Key Words: 1.Carcinoid tumors/classification  2.Neuroendocrine
tumors/classification 3. Neuroendocrine carcinoma/classification 4.
Linphangiogeneses 5.Lymphatic vessel 6.Bronquial neoplasms/classification
7.Metastasis 8. Tumour biomarkers/classification 9.Risk factor
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“‘Nao sou nada.
Nunca serei nada.
Nao posso querer ser nada.

A parte isso, tenho em mim todos os sonhos do mundo.”

Quando Alvaro de Campos, um dos heterénimos mais conhecidos de
Fernando Pessoa, escreveu esses versos, ndo era possivel imaginar que o
desenvolvimento da ciéncia na area da oncologia iria avangar de forma
rapida e surpreendente.

Nosso grupo de pesquisa surgiu a partir de um ideal do Dr. Joao
Carlos das Neves Pereira, com o intuito de buscar explicagbes
biomoleculares que justificassem o que vemos todos os dias na pratica de
nossa clinica. Esse grupo cresceu e hoje € uma linha de pesquisa em
Carcinoides Broncopulmonares, desenvolvida no Departamento de Cirurgia
Toracica e Cardiovascular do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP).

Esse grupo nunca quis ser nada, mas o que era um sonho comega a
se tornar realidade. Encontramos mecanismos biomoleculares que podem
explanar as diferentes evolugdbes dos doentes com carcindides
broncopulmonares, e assim, em um futuro préximo, individualizar e
aprimorar o tratamento desta doenga.

A disseminacdo de células tumorais € responsavel pela maioria das

mortes por cancer e € mediada por inuUmeros mecanismos, que incluem
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invasao local do tecido que circunda o tumor, disseminacio linfatica e
disseminagado hematogénica.

Observagdes clinicas e anatomopatolégicas sugerem que, para
muitos tumores solidos, a via inicial e mais comum de disseminagao é a
linfatica, através dos linfaticos aferentes, seguindo assim a rota natural de
drenagem do territério que envolve o tumor.

Entretanto, o sistema linfatico ficou tradicionalmente esquecido e
encoberto pelas descobertas sobre o sistema vascular sanguineo. Em parte,
issO ocorreu porque nao existiam marcadores especificos para fazer
distingdo entre o endotélio linfatico e o sanguineo. Também nao existia a
identificacdo de fatores de crescimento especificos para vasos linfaticos.

Nos ultimos anos essas limitagcbes foram minimizadas pela
descoberta de um numero pequeno de potentes marcadores especificos
para células endoteliais linfaticas

A partir dessas descobertas intensificou-se a busca pela
compreensao do desenvolvimento da rede linfatica e qual € seu papel do
processo de disseminagao de células neoplasicas.

O avancgo foi tdo grande que ja existe em estudos de fase Ill, com
drogas que inibem a via linfatica, inibindo assim a linfangiogénese.

Determinar o papel da a linfangiogénese em tumores carcinoide tipico

broncopulmonar é o foco deste estudo.
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2.1 Tumor carcinodide broncopulmonar

Os tumores carcindides  broncopulmonares  compreendem
proliferacdes que apresentam caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas de
células do sistema neuroenddcrino difuso® , sdo derivadas das células do
epitélio brdonquico, denominadas células de Kulchitsky*>®. Eram
consideradas adenomas e acreditava-se que n&o tinham potencial para
disseminacédo hematogénica e linfatica. E cada vez mais freqiiente, porém o
relato da ocorréncia de metastase em individuos acometidos pela
doenca’®®.

Nas ultimas décadas foi identificado um aumento crescente no
numero de diagndsticos de carcindide broncopulmonar, ja representando

cinco por cento das neoplasias pulmonares®'®"!

. Esse aumento pode estar
relacionado a maior incidéncia ou maior acuracia diagnostica.

Quanto a faixa etaria, o tumor carcindide tipico acomete
preferencialmente individuos jovens, enquanto o atipico acomete
preferencialmente individuos em idade mais avancada. A diferengca das
meédias de idade entre individuos com a variante tipica e atipica € de
aproximadamente 10 anos em nosso ambulatério. Nota-se maior incidéncia
de carcindides tipicos no género feminino, enquanto a incidéncia de
carcindides atipicos é maior no género masculino'?.

A variagdo no comportamento clinico dos carcindides

broncopulmonares torna imperativa a realizagdo de pesquisas que visem a

melhor compreensdo dessa doenga. E fundamental determinar a
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agressividade e o risco individual da ocorréncia de metastase linfatica e
hematogénica para que se possa oferecer um tratamento individualizado
para cada bindbmio doente-doenca.

Sabe-se que pacientes operados de tumores carcindides tipicos
podem ir a obito em decorréncia de metastases linfaticas ou hematégenicas,
em uma doenca que ainda hoje é considerada de baixo grau de

agressividade.

2.2 Historico

Provavelmente a primeira descricdo de um paciente portador de
tumor carcindide broncopulmonar data de 1831. Laénnec', ao desenvolver
o estetoscopio, descreveu detalhadamente a ausculta de um pulméo
atelectasiado por uma lesdo endoluminal de crescimento lento, que gerava
pneumonias de repeticdo, tosse e hemoptise em uma mulher jovem n&o
tabagista.

Em 1888, Lubarsch descreveu multiplos tumores carcindides no ileo
distal de dois pacientes submetidos a necropsia' . Esse foi o primeiro relato
com prova histologica de tumor carcinoide.

Oberndorfer'®, em 1907, descreveria tumores histologicamente
similares aos carcinomas, porém com comportamento indolente e, portanto,
menos agressivos, denominando-os como carcindide (“karzinoide”). Esses
tumores carcinodides inicialmente foram descritos no trato respiratorio e

digestivo. Hoje sabemos que se desenvolvem em varios tecidos.
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2.3 Classificagao

Somente apds quase meio século da sua primeira descricao
histolégica foi apresentado por Engelbreth-Holm a primeira distingdo entre
tumor carcindide tipico e atipico™. E foi em 1972 que Arrigone e
colaboradores apresentaram critérios histologicos para separar o0s
carcinodides em dois grupos histolégicos: tipico e atipico'’ . Desde entdo, a
classificagdo dos tumores neuroendocrinos visa a agrupar os tumores
segundo suas caracteristicas histologicas.

Os tumores neuroenddcrinos compreendem um vasto grupo de
proliferacdes celulares: as hiperplasias neuroenddcrinas; os tumores
carcinoides tipicos, de baixo grau de malignidade; os tumores carcindides
atipicos, de grau intermediario de malignidade; os carcinomas
neuroendocrinos de células grandes e de células pequenas, de alto grau de
malignidade'® . Entretanto as classificagdes sugeridas e utilizadas desde
entdo foram intensamente discutidas, pois os critérios sugeridos algumas
vezes eram subjetivos e n&o condiziam com a evolug&o clinica observada.
Pacientes com diagnodstico de tumores tidos como de baixa malignidade
apresentavam metastase e até evoluiam a 6bito em contraponto a pacientes
com tumores classificados como de alta agressividade que apresentavam
evolugao favoravel 9%,

Até o inicio da década de oitenta os tumores carcindides eram

considerados pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como adenomas.
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A partir de varios relatos de pacientes com metastases linfaticas e

hematdgenicas'®?’

a OMS reconsiderou a classificagao.

Em 1982 passou a considerar os tumores neuroenddocrinos como
neoplasias malignas® e classificou os tumores neuroenddcrinos em dois
grandes grupos: tumores carcinoides (tipico e atipico) e os carcinomas
pulmonares de células pequenas e de células grandes. Essa divisdo
permanece a mesma, apesar da revisdo de 20042 .

A classificagdo atual divide os tumores carcindides, conforme o grau
histolégico de malignidade em tipico e atipico'”?*. Esta analise, porém, é
realizada em espécimes histoldégicos corados pela hematoxilina-eosina,
técnica tradicional consagrada, mas que n&o permite avaliar processos
biomoleculares relacionados ao potencial maligno das células que ja podem
estar presentes e ndo serem detectadas pelo método.

A classificagdo agrupa as proliferacbes de acordo com o indice
mitético (numero de mitoses em 10 campos microscopicos de maior
aumento a coloragdo pela hematoxilina-eosina), relagdo volumétrica
nucleo/citoplasma, presenca ou auséncia de necrose, pleomorfismo nuclear
e invasao vascular®?.

Os tumores neuroenddcrinos sao derivados de células
neuroenddcrinas, que estao presentes em todo o epitélio broncopulmonar,
em qualquer segmento das vias aéreas, preferencialmente nos bronquios
principais e lobares e raramente nas regiées periféricas e carinal®®?’. Estas
células estdo presentes de forma isolada ou em grupo, denominadas de

células e corpos de Kulchitsky, respectivamente®?2.
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As células de Kulchitsky s&o quimioreceptores das pressdes parciais
de gases alveolares e sangiiineos®®. Em resposta as baixas pressdes de
oxigénio e a altas pressdes de gas carbdnico proliferam 03"32,

Qualquer processo que desencadeie resposta inflamatéria no tecido
broncopulmonar, como as neoplasias e infec¢gdes, por mecanismo ainda
desconhecido, podem proporcionar hiperplasia das células de Kulchitsky®*3*,

O agrupamento das células de Kulchitsky com didmetro inferior a
5 mm é denominado pelos patologistas de “tumorlets”. Se esse agrupamento
ultrapassar os 5 mm s&o arbitrariamente classificados como tumores
carcinoides tipicos™>.

N&o existem evidéncias de que as hiperplasias sejam lesdes preé-
malignas. As prolifera¢cdes neoplasicas séo consideradas independentes®.
Portanto, definir o tumor carcindide baseado em diametro é arbitrario®®, pois
identificamos na pratica, comportamentos distintos, reforcando o conceito de
que hiperplasia ndo é lesdo pré-maligna. E que os individuos que
desenvolvem metastases apresentam proliferacdo celular distinta das
hiperplasias.

O tumor carcindide tipico € uma neoplasia pulmonar bem diferenciada
e ndo esta relacionada ao tabaco e a fatores ambientais conhecidos®.
Apresenta baixo indice mitético, auséncia de necrose e pleomorfismo local,
nao se observando qualquer sinal de malignidade a analise histoldgica
tradicional sob a coloracéo pela hematoxilina-eosina.

Os tumores carcindides atipicos sdo moderadamente diferenciados,

apresentam maior indice mitético (2 a 10 mitoses por campo de grande



Reviséo da literatura 10

aumento), maior relagdo nucleo/citoplasma, nucléolos evidentes e necrose

7,9,23,24

tumoral em focos esparsos Portanto, possuem caracteristicas

histopatologicas de malignidade e sdo facilmente aceitos como verdadeiros
carcinomas na pratica clinica'’2%3":38,

Outras proliferagées neoplasicas, de alto grau de malignidade, das
células neuroenddcrinas do tecido broncopulmonar também s&o descritas: o
carcinoma neuroenddécrino de células grandes e o carcinoma de células
pequenas>**°.

As diferentes classificagbes sempre tentaram agrupar os tumores de
acordko com seus padrbées histologicos para predizer seus
prognosticos*' 424344 A classificacdo do carcindide é baseada apenas no
padrao histologico, pela coloragéo tradicional pela hematoxilina-eosina e é
insuficiente para predizer o risco de metastase linfatica e hematogénica. Em
alguns casos de tumores classificados como carcindides tipicos, a
malignidade s6 € determinada tardiamente quando metastases
hematogénicas ja sdo encontradas e o doente ja foi submetido, muitas
vezes, a uma ressecgao conservadora ndo-oncoldgica®.

Apesar dos esforgcos na tentativa de estabelecer uma classificagao
histologica baseada nos critérios classicos para determinar malignidade,
ainda existe uma grande variagdo no comportamento clinico entre individuos
acometidos pelo tumor carcindide tipico. Faz-se, assim, imperativa a busca
de caracteristicas que possam diagnosticar subgrupos de pacientes com

risco aumentado de desenvolver metastase linfatica ou hematogénica.

Dessa forma, sera possivel a predigdo do risco individual para esses
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fenbmenos e o oferecimento de um tratamento personalizado mais

adequado a cada doente.

2.4 Tratamento

2.4.1 Cirurgico

O tratamento classico para os tumores carcindides tipicos € a
~ . 25
ressecgao cirurgica.
A extensdo da resseccao varia desde a enucleagao e ressecgdoes em

25,46,47,48,49

cunha até resseccdes de todo o lobo com esvaziamento linfatico

hilar e mediastinal ipsilaterais, realizadas apenas em alguns servigos e
normalmente nos casos de tumores carcindides atipicos®*°".

Porém, mesmo os tumores carcinoides tipicos, lesbes consideradas
bem diferenciadas, podem cursar com metastases linfaticas e
hematogénicas em até 15% dos casos, com mortalidade de até 10% em 5

11,24,52,53,54,55
anos T

Essa constatagdo obriga a classe meédica a propor
abordagens terapéuticas mais eficazes.

O tratamento cirdrgico dos carcinomas neuroenddcrinos néo é
semelhante as ressecg¢des oncoldgicas para carcinomas pulmonares nao
neuroendocrinos. Para os carcindides tipicos, na maioria dos servigos, €

aceita a ressecgao econOmica (enucleagdo, resseccdo em manga ou

cunha), sem disseccao linfatica hilar ou mediastinal®®.
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O ideal, porém, ndo é oferecer indiscriminadamente um mesmo
tratamento para todos os portadores de tumor carcindide tipico
broncopulmonar, mas sim predizer o risco individual de metastase linfatica e
orientar a extensao da ressecc¢ao para cada doente. Vale ressaltar que a
maioria dos tumores carcindides tipicos é endoluminal e pode ser biopsiada
por broncoscopia, € que esses espécimes sdo passiveis de analise imuno-

histoquimica ja no periodo pré-operatério.

2.4.2 Radioterapico

A radioterapia convencional ndo é uma modalidade de tratamento
utilizada para os tumores carcindides ou para a sindrome carcindide. Esse
recurso terapéutico é utilizado apenas para tratamento paliativo de lesdes
focais que requerem controle dos sintomas locais. As lesdes Osseas
metastaticas sao as mais tratadas com radiacao.

Atualmente, j@a em uso na pratica clinica em servigos do norte da
Europa, pode-se langcar mao da microradioterapia intracelular sob os
preceitos da terapia alvo. Nesta modalidade terapéutica is6topos citotdxicos
sdo carreados as ceélulas malignas com o auxilio de analogos de

somatostatina administrados de forma endovenosa®®°"%8,
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2.4.3 Quimioterapico

O tratamento sistémico com agentes quimioterapicos convencionais
mostrou minimo beneficio clinico nas tltimas décadas.*®

O uso da quimioterapia nos tumores carcindides € limitado, pois sua
atividade no tumor primario, nas metastases hematdgenicas e nos sintomas
da sindrome carcindide € pouco efetiva e com inumeros efeitos colaterais.

A quimioterapia pode ser empregada tanto para redugdo do volume
tumoral, quanto para o controle da liberagdo de horménios e peptideos que
provocam os sintomas da sindrome carcindide.

A quimioterapia, por causa da sua toxicidade, compromete a
qualidade de vida do paciente, controla pobremente os sintomas da
sindrome carcindide e das disfungdes organicas provocadas pelo tumor e
reduz minimamente o volume tumoral.

Essa abordagem terapéutica se restringe aos pacientes com doenga
em que o volume tumoral compromete a fungdo do 6rgao envolvido ou em
pacientes com graves e incontrolaveis sintomas da sindrome carcinoide e
gue nao responderam as outras modalidades de tratamento.

Estudos clinicos controlados e randomizados sao dificeis de serem
conduzidos devido a incidéncia e evolugdo dessa doenga. Entretanto, alguns
grupos cooperativos conseguiram estudar a taxa de resposta tumoral com
algumas drogas quimioterapicas usadas isoladamente ou em combinacdes.
Na década de 1970, alguns autores referiam que o uso de quimioterapia

com 5-Fluouracil e Streptozocina usados isoladamente, mostrava atividade
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no controle do volume tumoral e dos sintomas da sindrome carcinéide®.
Nessa mesma década a Clinica Mayo publicou sua experiéncia com mais de
200 pacientes que usaram outras drogas, como a doxorrubicina e a
dacarbazina. Com reduzidas taxas de resposta em monoquimioterapia
(nunca superiores a 25%) uma série de estudos randomizados com
combinacdo de drogas foi conduzida, na tentativa de aumentar as taxas de
redugdo do volume tumoral e de controle dos sintomas da sindrome
carcinoide®’.

A Clinica Mayo mostrou que 33% dos pacientes apresentaram
resposta parcial quanto a redugao do volume tumoral no uso da combinagao
de 5-Fluouracil e Streptozotocina, em uma série com 43 pacientes®”.

O Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), em um estudo fase
[, comparou 5-Fluouracil e Streptozotocina com Ciclofosfamida e
Streptozotocina, mostrando taxa de resposta de 33% versus 26% para
reducdo do volume tumoral, sem diferenca estatistica®®. Os dados de
sobrevivéncia global também n&o mostraram diferenca entre os dois
esquemas.

Em um estudo randomizado com 208 pacientes, o ECOG mostrou
que a taxa de resposta (redugdo do volume tumoral e de controle dos
sintomas da sindrome carcindide) das associagdes com 5-Fluouracil e
Streptozotocina e 5-Fluouracil e doxorrubicina foram 13% e 16%,
respectivamente®®. Os pacientes que apresentavam contra-indicacdo
cardiolégica para o uso desses dois esquemas eram alocados em um

terceiro grupo que recebeu dacarbazina. Nesse grupo a taxa de resposta foi
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de 10%. Apesar de nao haver diferenca estatistica na taxa de resposta das
duas combinagdes de quimioterapia, a média de sobrevivéncia foi maior no
grupo que recebeu Streptozotocina (24 meses versus 16 meses, com p =
0.11)63. Essa disparidade entre a resposta e a sobrevivéncia pode indicar
que a reducdo do volume tumoral e o controle dos sintomas nao se
correlacionam com a sobrevivéncia, e dessa forma, a sobrevivéncia deve ser
usada como medida para avaliar a resposta ao tratamento. Portanto, o maior
e unico estudo randomizado controlado realizado pelo ECOG com uma
casuistica com mais de 200 pacientes, mostrou que a taxa de resposta a
quimioterapia (redugdo do volume tumoral e controle dos sintomas da
sindrome carcindide) é muito baixa, n&o ultrapassando 16% e que isso nao
traz impacto na sobrevivéncia dos pacientes com carcindides®. Alternativas
de tratamento devem ser buscadas.

Atualmente é desenvolvido no Instituto Gustave Roussi, em Villejuif,
na Franga, a microquimioterapia intracelular guiada por analogos de
somatostatina. Polimeros de drogas quimioterapicas sdo carreados pelos
analogos e, ainda por meio destes, internalizados somente nas células

tumorais.

2.5 Critérios histolégicos de agressividade

Os critérios histopatologicos classicos como: atipia celular, presenca
de necrose e a fragcdo do numero de células que apresentam mitose foram

considerados suficientes por muito tempo para definir o potencial de
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agressividade de uma neoplasia'’?*"8,

Entretanto, alguns fenémenos
biomoleculares relacionados ao potencial metastatico ou invasivo,
detectaveis por métodos imuno-histoquimicos ou de analise morfolégica ou
fisiologica do genoma celular, ndo se traduzem precocemente no fenotipo
histolégico classico do tumor & coloragdo pela hematoxilina-eosina®?4¢56¢,

O potencial proliferativo de células que ainda ndo apresentam figuras

057 3 integridade das proteinas de reparo do genoma®, a

de mitose
capacidade de indugao de apoptose em células indiferenciadas malignas, a
eficacia de células tumorais em avancgar através das fibras da matriz
extracelular®®, de escaparem ao ataque de células do sistema imunolégico e
a eficacia das células tumorais em induzirem angiogénese e
linfangiogénese, complementam a analise classica do potencial de

agressividade’®""%,

2.5.1 Fenbmenos intracelulares

A quantificagdo da expressao imuno-histoquimica de fendmenos
intracelulares, em nosso meio, ja foi utilizada na tentativa de estabelecer o
grau de agressividade dos tumores carcindides tipicos e seu potencial
metastatico.

A pesquisa de marcadores de proliferacdo celular com anticorpos
contra epitopos de proteinas nucleares como o PCNA (Antigeno Nuclear de

73,74,75

Proliferagdo Celular) e a proteina nuclear Ki-67 (Ki-67) ja demonstrou
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correlagdo com o indice mitético e relagdo com o comportamento agressivo
de carcinomas neuroendécrinos'?®7".

A deteccao e quantificagdo da proteina nuclear p53 (p53), que tem a
capacidade de detectar danos a molécula de DNA, que compromete a

78,79

integridade celular’™'®, também pode ser empregada na pesquisa do

potencial de agressividade dos tumores carcinéides. E necessario que o p53

esteja presente na sua forma ativa®*®'%2

para exercer sua funcdo de
“guardiao do genoma”. Niveis elevados da expressdo imuno-histoquimica do
p53 estdo relacionados a presenca de populacdo de moléculas inativas e
com mutagao, que possuem vida média mais longa que a de suas correlatas
selvagens®" %,

Diariamente, em todos os seres vivos, no processo de duplicagao
celular sdo geradas ceélulas com caracteristicas neoplasicas com lesao
estrutural ou funcional de seu genoma. Entretanto, a maquinaria
biomolecular integra é capaz de reconhecer essas células com mutagéo e
corrigir o erro através de mecanismos de autocontrole, evitando assim que
as mesmas continuem a se proliferar, podendo desenvolver tumores®*. As
células com mutagdo podem morrer por apoptose (via intrinseca ou
extrinseca), anoikis ou necrose®®. O processo apoptdtico envolve varias
macromoléculas em cascata, sendo indispensavel a participacdo de

k86

proteinas da familia do Bcl-2, como a Bax e Bak™, além das asparaginases

da porgdo C-terminal, as C-asparaginases (ou caspases)®’%®.

A proteina
citoplasmatica Bcl-2 e a Bax participam do processo de apoptose pela via

intrinseca, ou morte programada dependente da mitocéndria, elas interagem
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formando estruturas quaternarias que regulam a liberagdo de citocromo do
interior destas organelas®. O equilibrio entre Bcl-2 e Bax é que determina o
processo de apoptose pela via intrinseca. Essas moléculas podem ser
quantificadas por imuno-histoquimica, contribuindo para a avaliagdo do

potencial de malignidade do tecido tumoral.

2.5.2 Fenbmenos extracelulares

A matriz extracelular ndo é apenas um substrato anatémico inerte,
mas esta em transformagdo e interagdo constante com as células do

899091  Nos tecidos tumorais

parénquima de tecidos sadios e patologicos
malignos as interagdes entre a matriz e as células neoplasicas sao
indispensaveis para determinar a capacidade de proliferagdo tumoral, seu
potencial invasivo e metastatico®%%,

Através da membrana basal do epitélio, as macromoléculas
matriciais, como as fibras do sistema colageno, como o colageno maduro
tipo 1V, a laminina, as fibras do sistema elastico ou a fibronectina, exercem
verdadeiras barreiras mecanicas a invaséo de células
neoplasicas 2°9>%97% O rompimento mecanico da membrana basal ¢ um
fendbmeno indispensavel e inicial para a invasdo de células tumorais em
tecidos adjacentes®™, onde se encontram vasos sangiiineos e linfaticos, além
de suas estruturas nervosas®.

A neoformacgdo de vasos sanguineos e linfaticos é estimulada e

inibida constantemente por mediadores produzidos pelas células
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neoplasicas. Sua formacdo € indispensavel para nutricdo e crescimento

tumoral, bem como para a ocorréncia de metastase'®.

2.5.2.1 Fibras do sistema colageno

A integridade da membrana basal é o que determina se a célula
neoplasica pode ser considerada como tendo potencial invasivo. O colageno
tipo IV é o principal componente dessa membrana. Ao transpassar a
estrutura, as células neoplasicas entram em contato com os vasos
sanguineos e linfaticos, podendo em alguns casos através dessas vias gerar
metastases® %101,

Recentemente alguns estudos demonstraram que o colageno tipo IV
tem capacidade antiangiogénica no parénquima tumoral adjacente. Enzimas
produzidas pelas células neoplésicas degradam a membrana basal'®. Ao
expor as fibras colagenas acontece a interacdo delas aos componentes
extracelulares das macromoléculas transmembranas. Essa interacao resulta
na diminuicdo do sinal pré-angiogénico celular®.

Um estudo em nossa linha de pesquisa, sobre o papel da heparanase
nos tumores carcindides tipicos e atipicos, corroborou a hipotese de que a
digestdo das macromoléculas matriciais € fator indispensavel para a
ocorréncia de invasao de tecidos adjacentes.

Os mecanismos biomoleculares de regulagdo do sistema de fibras
colagenas interagem com o conjunto de fendmenos que determinam a

neoformacéo de vasos linfaticos intratumorais.
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2522 Fibras do sistema elastico

As fibras do sistema elastico estdo dispostas no compartimento
extracelular, bem como as fibras do sistema colageno, a laminina, a
fibronectina, o sulfato de heparan entre outros'®. O pulmdo ¢é, por
exceléncia, um orgao rico em fibras elasticas'®.

A manutencao e remodelacdo da matriz é o resultado do equilibrio

entre a produgéo e degradacgdo de seus componentes'®

. O desequilibrio de
qualquer um dos processos de manutencgao resulta no desaparecimento ou
acumulo de componentes matriciais®'°®'%”. A cicatrizagdo é o processo
mais conhecido, com deposicéo de fibras e fibroblastos na area reparada’.

O tecido tumoral também causa desbalango nas fibras da
matriz'®1981% " resultando em acimulo ou diminuigdo  destes
componentes®®. Algumas células neoplasicas podem produzir enzimas
capazes de digerir fibras do sistema colageno, sistema elastico, sulfatos de
heparan, laminina, ou qualquer outra macromolécula, abrindo assim,
caminho através dos tecidos, caracterizando um fendtipo invasivo, que € o
passo indispensavel para a aquisicdo da capacidade metastatica®®''%""",

O tumor também pode provocar anabolismo dos componentes da
matriz celular no intersticio que circunda o tumor'1%%"'2 Esse fenémeno é
bem conhecido ao redor dos carcinomas. A reagao das fibras dos sistemas
colageno e elastico € chamada de reagdo desmoplasica e elastética,
respectivamente. Portanto as reagdes desmoplasica e elastdtica sao

conseqiiéncia do processo neoplasico e ndo causa'®® 314,
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Essas reacbes sao observadas em diversos tipos de tumores, porém
seu significado biologico é diverso e até mesmo antagdnico, dependendo do
orgao de origem do tumor. Ela €& medida através do fendmeno da

elastose'?”108

, OU seja, pelo depdsito focal destas fibras. Nos tumores de
pulmao existe correlagcdo com o prognésticog7. Em outras localizagbes, como
na mama, a elastose ja foi relacionada com o grau de diferenciagdo e de
invasao'%12,

Tanto a neoformagdo de vasos linfaticos quanto a progresséo
espacial da célula até os mesmos, sdo fendbmenos intimamente relacionados

aos processos biomoleculares matriciais.

25.2.3 Angiogénese

Angiogénese € o processo de formac&o de novos vasos sanguineos e
linfangiogénese é a formagdo de novos vasos linfaticos''®. Para o
suprimento das células neoplasicas, o tecido tumoral necessita de novos
vasos arteriais e venosos para suprir sua necessidade metabdlica e drenar
seus residuos respectivamente'®'"".

O marcador de angiogénese mais utilizado na pratica clinica é a
catepsina D-34 (CD34). Através da técnica de imuno-histoquimica, esse
anticorpo se liga a epitopos de moléculas constitutivas de células endoteliais

dos vasos sanguineos neoformados, mas n&o dos vasos sanguineos

normais''®.
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Na ultima década a neoangiogénese foi exaustivamente estudada.
Sabe-se que a neoangiogénese, tanto sangulinea quanto linfatica, € um
fendbmeno intimamente ligado ao aumento da massa tumoral e pode estar

correlacionada com a ocorréncia de metastases''®119.120.121

. Por isso, as
citocinas responsaveis por esse processo estdo sendo amplamente
estudadas e tornaram-se alvo de investigagbes quanto ao seu papel em
determinar o potencial invasivo e metastatico e também para o
estabelecimento de terapias antiangiogénicas. Portanto, reconhecer o

mecanismo molecular que regula a formacado de novos vasos patologicos

sanguineos e linfaticos € de extrema importancia.

2524 Linfangiogénese

Metastase, disseminacdo de células neoplasicas a partir do tumor
primario para linfonodos e érgéos por via hematogénica, € o evento mais
relacionado a qualidade de vida e sobrevivéncia dos pacientes oncoldgico.

Varios caminhos podem contribuir para a disseminacdo de células
neoplasicas: invasdo local de tecidos e estruturas adjacentes ao tumor
primario, metastase hematogénica e metastase linfatica (drenagem de
células neoplasicas pelos vasos linfaticos para linfonodos e, em alguns
casos, finalmente para 6rg&os por via hematogénica).

Os primeiros relatos do envolvimento de células linfaticas na evolucao
das neoplasias datam do século dezesseis. O cirurgido francés Le Dran

descreveu que os pacientes com linfonodos axilares comprometidos por
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neoplasia de mama apresentavam pior evolucdo e menor sobrevivéncia
quando comparados aos pacientes com tumor restrito as glandulas
mamarias'?2. Apos mais de duzentos anos destes relatos, Halsted passou a
realizar cirurgia radical com exérese da mama, da musculatura peitoral e da
cadeia linfatica axilar para pacientes com neoplasia de mama com o intuito
curativo dessa doenca'?.

Somente na década de cinquenta, do século passado, foram feitos
avancos em relagcdo ao envolvimento linfatico em diversos tipos de céncer.
Iniciou-se o0 uso de inje¢cdes de radioisotopos para mapear e entender qual
era a drenagem linfatica do érgdo acometido pela neoplasia®. Ou seja,
somente apos quase trezentos anos, foi possivel identificar potenciais rotas
de disseminacéao de células neoplasicas pelo sistema linfatico.

Na década de noventa aprimorou-se a técnica de mapeamento da
drenagem linfatica de um tumor primario de localizagdo conhecida e a
identificacdo de seu linfonodo sentinela. Esse linfonodo possui maior
probabilidade de conter células neoplasicas provenientes do tumor
primario'?*.

Desde o inicio do século vinte, a auséncia do conhecimento de
marcadores especificos para o endotélio linfatico neoformado, ou mesmo
constitucional retardou a pesquisa sobre o desenvolvimento dessas
estruturas e sobre a linfangiogénese'®. Na ultima década varias moléculas
funcionais e constitucionais que sdo expressas especificamente nas células
do endotélio ou nos poddcitos dos vasos linfaticos foram identificadas'?. A

descoberta dessas moléculas possibilitou o desenvolvimento da pesquisa
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dos mecanismos moleculares envolvidos na formacado desses vasos e do
papel da linfangiogénese nos tecidos normais e patolégicos. O
desenvolvimento recente de métodos cito e histoquimicos, utilizando
marcadores especificos para vasos linfaticos, possibilitou a diferenciagao
desses em relacdo aos capilares sangiiineos'%.

A técnica de identificacdo dos vasos linfaticos possibilitou a
confirmacdo de que estes sdo fundamentais para o desenvolvimento das
metastases e de outros processos patologicos. A partir dessa descoberta
intensificou-se a pesquisa clinica e cientifica em relagdo a sua importancia e
a busca de alvos terapéuticos em oncologia.

A descoberta-chave que possibilitou o avango do estudo sobre
linfangiogénese foi o reconhecimento da familia dos fatores de crescimento
vascular endotelial (VEGF - “Vascular Endothelial Growth Factor’) e de seus
receptores (VEGFR — “Vascular Endothelial Growth Factor Receptor’). As
pesquisas prosseguiram e novas moléculas especificas para identificar
vasos linfaticos foram descobertas, como o receptor endotelial de vaso
linfatico (LYVE-1 - “Lymphatic Vessel Endothelial Receptor -1”) e a

podoplanina.
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2.6 Sistema Linfatico

2.6.1 Embriogénese do Sistema Linfatico

Existem duas teorias propostas para o desenvolvimento da
linfangiogénese: a centrifuga (ou de novo) que € a formagao a partir dos
sacos linféides no mesénquima, independentemente do sistema venoso; e a

teoria centripeta ou origem conjunta com o sistema venoso.

2.6.1.1 A teoria centrifuga ou independente

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

espalhadas nos tecidos e 6rgdos adjacentes formam a rede linfatica'®.

2.6.1.2 A teoria centripeta ou conjunta

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

centro'®.
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2.6.1.3 Evidéncias para cada teoria

Existem evidéncias cientificas que dao suporte as duas teorias. Em
ambas, a formacgédo dos sacos linféides € o primeiro passo para a formacao
do sistema linfatico, entretanto permanece nao esclarecido se os linfaticos
se diferenciam a partir das veias ou dos espagcos dos tecidos
mesenquimais'?®.

A rede de vasos linfaticos primitiva, com finas paredes, inicia-se na
derme superficial da pele do embrido, em sacos linféides em fundo cego
também chamados de capilares linfaticos ou linfaticos iniciais'?®'°.

Filamentos de fibras contrateis do sistema colageno ancoram as
células endoteliais linfaticas na matrix extracelular. A contracdo desses
filamentos permite a expansdo do volume do fluido intersticial, criando
fenestracdes intercelulares temporarias’'. A auséncia de membrana basal
desses capilares facilita a entrada de fluido, restaurando o volume intersticial
normal. Os filamentos contrateis das fibras do sistema colageno se afrouxam
e as células endoteliais voltam a sua posicdo de descanso'®. Alguns
estudos sugerem que a matrix extracelular pode sinalizar e estimular outras
alteracdes ao redor dos linfaticos iniciaiscontribuindo para a drenagem do

fluido intersticial'®?.
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2.6.2 Anatomia do Sistema Linfatico

O sistema linfatico consiste na rede de capilares linfaticos, que
absorve o fluido dos espacos intersticiais, dos linfonodos e dos linfaticos
coletores. O sistema linfatico drena a linfa através do ducto toracico de volta
para a circulacdo sangliinea através da veia subclavia'®" 2%,

Os capilares linfaticos, ao contrario dos capilares sanguineos,
apresentam uma membrana basal pouco desenvolvida, descontinua e
altamente permeavel'®. Essas caracteristicas permitem que o sistema
linfatico regule varias fungdes bioldgicas como: manter a homeostase do
fluido intersticial e do volume plasmatico e transportar macromoléculas
(proteinas, glicidios e lipidios) e células do sistema imune de volta para a
circulagdo sangiiinea’'?®. O sistema linfatico chega a devolver para o

sistema circulatério cerca de 10% do volume intersticial que escapa do leito

dos capilares sangiiineos'.

2.6.2.1 Os linfaticos pré-coletores, coletores e troncos

linfaticos

Os sacos linféides drenam a linfa para os vasos linfaticos preé-
coletores, localizados na derme profunda. Esses vasos em alguns
segmentos apresentam valvulas, membrana basal e células musculares

lisas™*. Esses segmentos se alternam com segmentos que apresentam a
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mesma morfologia dos sacos linfoides. Os linfaticos pré-coletores drenam a
linfa para os linfaticos coletores localizados no tecido subcutaneo. Os
linfaticos coletores apresentam células musculares lisas em sua
circunferéncia e valvulas intraluminais regulares. Seu diametro é maior que
200 ym. Apresentam também intima semelhante aos capilares arteriais,
média e adventicia'®, entretanto ndo apresentam pericito’. Os linfaticos
coletores coalescem em troncos linfaticos que desembocam no ducto

toracico.

2.6.2.2 Linfonodos e tecidos linfoides

Pouco se sabe sobre o desenvolvimento dos linfonodos e de outros
tecidos linféides. Essas estruturas se desenvolvem a partir da protusdo de
tecido conectivo em sacos embrionarios linféides. Esses sacos formam os
primeiros tecidos linfaticos nos locais onde os linfonodos se formardo. Esse
processo acontece através da diferenciacdo de células mesenquimais em

células estromais'>" 138,

2.6.3 Fisiologia do Sistema Linfatico

Proporcionar o retorno de macromoléculas ao sistema venoso que
nao seriam reabsorvidas devido ao seu didmetro permite que a pressao
coloido-osmotica do fluido intersticial permaneca estavel. Falhas do sistema

linfatico em manter constante o volume do fluido intersticial e a pressao
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coloido-osmadtica resultam em edema. Nao menos importante é a
capacidade de transportar células do sistema imune para os locais de acao
das mesmas e a capacidade dos linfonodos de exercerem a fungéo de filtro
dos patdégenos que atingem o sistema linfatico. Os linfonodos sédo estruturas
altamente especializadas. Neles o sistema linfatico se comunica com o
sistema venoso e as células do sistema imune residem, migram e se

desenvolvem'3.

2.6.3.1 A propulséo e o circuito da linfa

A propulséo da linfa acontece a uma velocidade de 10 um/s devido a
uma combinacdo do movimento intrinseco da parede do linfatico coletor e da
compressao realizada pela pulsacdo das artérias adjacentes e pela
contracdo dos musculos esqueléticos'3%140:141,

A linfa passa por varios linfonodos ou outros orgaos linfaticos
(agregacgdes linfoides nas mucosas gastricas e respiratérias, como as placas

de Peyer e as tonsilas)™

. Antes de passarem abaixo da capsula do
linfonodo os ductos aferentes dividem-se em sinusdides corticais e passam
pelas células reticuloendoteliais que agem como filtro™’. Nos linfonodos
células apresentadoras de antigeno apresentam epitopos dos antigenos
para os linfocitos, desencadeando uma resposta imunoldgica™®. A linfa

continua através dos sinusoides medulares para a regiao hilar do linfonodo e

segue para os ductos eferentes. Células neoplasicas podem ficar retidas e
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se proliferarem nos linfonodos ou se disseminarem para érgéos por via

hematogénica'?.

2.6.4 Marcadores endoteliais linfaticos

2.6.4.1 Atividade enzimatica

Existem enzimas predominantes, ou mesmo especificas, para o
endotélio e poddcitos dos vasos dos leitos sanguineos arteriais e venosos e
do leito linfatico.

Entre as varias enzimas encontradas nas células endoteliais linfaticas
a 5-nucleotidase (5'Nase) difere sua atividade em relacdo aos vasos
sanguineos. Métodos histoquimicos para detectar a 5’Nase s&o efetivos em
identificar capilares linfaticos'?>'4%.

Como a atividade de fosfatase alcalina (FA) tende a ser baixa em
vasos linfaticos e altas em algumas artérias, a dupla coloragdo 5’Nase-FA
distingue vasos linfaticos de arteriais em animais sadios’. A atividade da
enzima dipeptidil-aminopeptidadse IV (DAPase) € baixa em vasos linfaticos

e mais alta em veias do que em artérias. Portanto a tripla coloracdo 5’Nase-

FA-DAPase pode diferir linfaticos de artérias e veias'*.



Reviséo da literatura 31

2.6.4.2 Anticorpos monoclonais

Para identificar epitopos de moléculas do endotélio dos vasos
linfaticos pode-se utilizar um anticorpo especifico, produzido para esse
proposito. Foi desenvolvido um anticorpo contra antigenos do endotélio do
ducto toracico de rato. Foi também utilizado um anticorpo contra colageno
do tipo IV, um componente da membrana basal como ja mencionado
anteriormente. A utilizacdo desses dois anticorpos apresentou sucesso em

diferenciar vasos linfaticos de vasos sangiiineos'*.

2.6.4.3 Receptor endothelial de vaso linfatico - LYVE-1

Em 1999, um grupo em Oxford mostrou que o LYVE-1 é uma proteina
integral da membrana, homologa do receptor de acido hialurénico (CD44),
envolvida no metabolismo tissular desse acido, funcionando como um
receptor. O acido hialurdnico facilita a migragéo celular, removendo a matriz
pericelular dos fibroblastos e das células epiteliais, reduzindo o nivel de
adesao intercelular nos processos de cicatrizagéo, inflamacéo e progressao
tumoral'®,

O LYVE-1 esta expresso também em células endoteliais sanguineas

apenas no inicio do periodo fetal'*

, mas logo apos o nascimento é
encontrado especificamente em células epiteliais linfaticas, em macréfagos e

nos capilares sinuséides hepaticos'’. Portanto sua expresséo é especifica
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dos vasos linfaticos de adultos, com excegcdo aos capilares sinusoides
hepaticos'?®.

Na literatura indexada existem outros trabalhos que afirmam que o
LYVE-1 esta expresso em vasos linfaticos apenas de tecidos patologicos de
tumor e de cicatrizagdo e ndo esta expresso nos vasos linfaticos normais'.
O estudo de Kafto S e colaboradores corroborou esta hipotese, pois
demonstrou ndo haver expressdo de RNA mensageiro (RNAm) do LYVE-1
em vasos sanguineos, aléem dos capilares sinusoides hepaticos, apos o
nascimento e confirmou que essa molécula esta restrita as células
endoteliais linfaticas'?®.

Anteriormente a essa confirmacado da especificidade do LYVE-1 em
células epiteliais linfaticas, ja havia sido demonstrada a associagdo do
desenvolvimento intratumoral de vasos linfaticos, em carcinoma papilifero de
tiredide bem diferenciado, e sua aparente associagdo com a disseminacao
de células tumorais para linfonodos'*. E também possivel diferenciar vasos
linfaticos de vasos sanguineos utilizando o LYVE-1 e o marcador CD34,
especifico para vasos sanguineos neoformados'®®.  Varios autores
demonstraram a ocorréncia de linfangiogénese intratumoral utilizando o
LYVE-1 como marcador especifico. Esses achados sugerem que o LYVE-1
é util como marcador especifico de vasos linfaticos em linfangiogénese
patoldgica e fisioldgica, transportando o acido hialurdnico através da parede

do vaso linfatico'°.
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2.6.44 Familia dos fatores de crescimento endotelial

vascular

VEGF é composto uma familia de citocinas que desempenha um
papel fundamental na angiogénese e linfangiogénese.

A familia dos fatores de crescimento endotelial vascular ja apresenta
cinco isotipos identificados, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e
trés receptores, VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Fit-1), VEGFR-3 (Flt-4).

Em 2002, Alitalo™" identificou que o VEGF-C é a citocina que age
como um fator linfangiogénico e é expresso quase que exclusivamente nas
células endoteliais™®*"°3. Desempenha fungdo essencial no desenvolvimento
de novos vasos linfaticos'. Na fisiologia tumoral, o VEGF-C esta
relacionado com o desenvolvimento da rede linfatica intratumoral, a
quimiotaxia da célula e a disseminagcdao de células malignas pela via
linfatica'. Essa molécula vem sendo usada como marcador especifico de
epitopos do endotélio de vasos linfaticos.

O VEGF-C regula o desenvolvimento e crescimento desses vasos
ligando-se ao seu receptor (VEGFR-3)°. O VEGFR-3 é expresso
predominantemente na membrana citoplasmatica da célula endotelial
linfatica em sua superficie interna, sinaliza o desenvolvimento crucial dos
novos vasos linfaticos'®. A expressédo de VEGF-C é demonstrada em varias
neoplasias humanas e sua hiperexpressdo esta correlacionada com a

metastase linfatica, podendo ser usada como marcador prognéstico’”'®.
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Algumas neoplasias ja apresentam a correlacdo determinada entre
VEGF-C, VEGFR-3, microdensidade de vasos linfaticos e prognostico, como

22,23

carcinoma epidermdide de orofaringe?!, carcinoma de mama??®, carcinoma

papilifero de tiredide®*, carcinoma de pulm&o ndo de pequenas células®,

1® e carcinoma géastrico® .

carcinoma coloreta

Destaca-se que em tumores carcindides tipicos de pulmido a
correlagcdo entre os marcadores de linfangiogénese (VEGF-C, VEGFR-3 e
LYVE-1) nao foi estudada e descrita na literatura indexada. Estabelecer essa
correlagdo € de fundamental importancia para melhor compreensao do
desenvolvimento do processo de linfangiogénese e do aparecimento de
metastase linfatica. Isso pode ser utilizado em modelos de predi¢éo do risco

individual de metastase com o intuito de se determinar qual a amplitude de

ressecgao cirurgica para um determinado doente.

2.6.4.5 Podoplanina

Podoplanina € uma glicoproteina de superficie expressa em células
osteoblasticas, pneumdcitos tipo | e em poddcitos renais. A especificidade
da expressdo da podoplanina no endotélio linfatico e nao vascular foi
demonstrada na pele'*. Entretanto, a podoplanina parece estar presente
apenas em pequenos vasos linfaticos e ndo nos vasos maiores que
apresentam células musculares lisas'®. Até o momento, ndo existe
evidéncia na literatura indexada que considere a podoplanina como

marcador isolado e especifico para a identificagao do endotélio linfatico.
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2.6.4.6 Prox-1

“Prospero-related Homeobox Gene-1" (Prox-1), € um produto do gene
homeobox. Sua presenca se faz necessaria para a formacdo de novos
vasos linfaticos a partir de vasos embrionarios pré-existentes®. A
expressado do Prox-1 também foi encontrada em células ndo endoteliais do
coragao, figado, pancreas e sistema nervoso central'®®.

Anticorpos contra epitopos da proteina Prox-1 humana foram
utilizados para identificar endotélio dos vasos linfaticos em tecido tumoral em
um numero limitado de estudos'®'’. Apesar de sua localizagdo nuclear ser

ideal para quantificar vasos linfaticos, sua utilizagdo sé é valida se for

pareada com outros marcadores, como o LYVE-1 ou a podoplanina.

2.7 Envolvimento linfatico nos canceres

Apesar de reconhecida a importancia oncolégica do envolvimento
linfatico, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que promovem a
disseminagao de células neoplasicas pelos vasos linfaticos para linfonodos
sentinelas, linfonodos a distédncia e finalmente para outros érgéos por via
hematogénica.

A disseminagao de células neoplasicas é vista histologicamente como
um escape tumoral e pode incluir a invasdo de vasos linfaticos.

Micrometastase para os linfonodos podem ocorrer mesmo antes do tumor
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primario ser clinicamente detectavel e normalmente €& precursora de
metastase em o6rgéos por via hematogénica. As metastases linfaticas s&o
consideradas na maioria das neoplasias como um fator progndstico
significativo'®®. O estadiamento linfatico pode alterar o momento e o tipo de
tratamento oferecido ao paciente. Desta forma, a investigagéo linfatica &
mandatoria.

Biopsia de linfonodo sentinela &€ um método confiavel para
investigagdo do acometimento linfatico. Esse método foi descrito

9

inicialmente para pacientes portadores de melanoma'® e atualmente é

empregado em varias neoplasias'®® "¢’

. O método consiste no mapeamento
pré-operatério da drenagem linfatica do tumor primario, identificando o
linfonodo através da injecdo de um coloide marcado com radioisétopo e sua
posterior identificagdo com um probe radionuclear ou através da injecédo de
azul de metileno'"'®3, Essa técnica possibilita a identificacdo do linfonodo
considerado como o de maior risco em conter células neoplasicas
metastaticas'?*1%°.

Se a analise cito ou histopatoldgica desse linfonodo identificar células
neoplasicas a remogao cirurgica do restante da drenagem linfatica
anatomicamente correspondente aquela area € mandatoria para o
estadiamento e avaliacdo progndstica'®*'°°.

A identificacdo de metastase linfatica classifica o paciente em um
grupo de maior risco de recorréncia da doenca. Assim, em algumas

neoplasias, estes doentes se tornam elegiveis para tratamentos adjuvantes

sistémicos e locais, permitindo as vezes algum beneficio em termos de
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sobrevivéncia'®'. Em contrapartida os pacientes que apresentam linfonodos
sentinela negativos para metastase sdo poupados de tratamentos mais
agressivos, evitando assim as co-morbidades associadas a estes
procedimentos. Esse conceito de linfonodo sentinela ndo se aplica aos
carcinomas originarios de certos sitios primarios, onde a metastase linfatica
pode n&o seguir o trajeto preferencial de drenagem. O pulmao € um exemplo
de 6rgéo onde o acometimento linfatico por células malignas ocorre de
forma ndo sequencial pelas cadeias de drenagem.

Entretanto a analise cito ou histopatoldgica tradicional, realizada com
o método de coloragao pela hematoxilina-eosina, pode nao ser sensivel para
detectar todas as células neoplasicas presentes na estrutura, e por isso
pode nao ser suficiente para predizer o risco de recorréncia. Em um terco
dos pacientes com cancer de colon em estagio inicial os métodos cito e
histopatologicos de deteccdo de micrometastase sao falso negativos
segundo essa técnica de coloragdo'®"'®*. Esses pacientes, considerados
inicialmente como nao tendo linfonodos acometidos por células malignas,
desenvolvem doenca sistémica ou recorréncia local.

O mecanismo pelo qual as células neoplasicas migram para um
determinado linfonodo permanece incerto. Acreditava-se que a invaséo
linfatica ocorreria de maneira passiva. O tumor avancaria através da parede
do vaso linfatico que estaria em sua proximidade e a metastase ocorreria por
drenagem passiva dessas células'®. Essa teoria baseava-se na alta

permeabilidade dos vasos linfaticos e na auséncia de membrana basal.
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Entretanto, novas e fortes evidéncias indicam que uma interagcdo bem
mais complexa entre as moléculas constitucionais e funcionais das células
tumorais e do endotélio linfatico é necessaria para o desenvolvimento de
metastase linfatica'®®. A disponibilidade de novos marcadores linfaticos,
como o LYVE-1, podoplanina e o Prox-1, aumentou a capacidade de
identificacdo e quantificagdo de moléculas do endotélio de vasos linfaticos
tumorais e peritumorais na maioria das neoplasias humanas.

Estudos imuno-histoquimicos, com marcadores especificos para
vasos linfaticos demonstraram a existéncia de proliferagdo de vasos
linfaticos intratumorais em varias neoplasias humanas. O significado
funcional dessa descoberta ainda permanece incerto'®’. Alguns estudos
propdem que os vasos linfaticos intratumorais ndo s&o capazes de
transportar células neoplasicas, pois a elevada pressao hidrostatica
intratumoral pode comprimir essas estruturas, ndo permitindo a drenagem

das células'" 168,

Entretanto, em outros estudos a densidade linfatica
intratumoral foi um fator preditivo de tempo livre de doenca e de metastase
em neoplasias como de mama, endométrio, colon, pulmao, prostata, ovario
pancreas e cabeca e pescogo16g'17°'171’172’173’174’175’176.

Vasos linfaticos peritumorais sdo os vasos que circundam o
parénquima tumoral. A principio, esses vasos foram considerados e
classificados como vasos linfaticos pré-existentes, e ndo neoplasicos, da

borda do tumor'®®. Entretanto em varios estudos as células linfaticas

endoteliais nesses linfaticos peritumorais estdo em estado hipermetabdlico e
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em proliferagdo, sugerindo que esses vasos podem existir devido ao
processo de linfangiogénese tumoral'®® 170171172

A linfangiogénese peritumoral também esta associada a metastase
linfatica e a um menor tempo livre de doenca e de sobrevivéncia em

melanoma'’’

. A identificacao de fatores de crescimento linfaticos também foi
correlacionada com prognostico em neoplasia de colo uterino, ovario, mama
e trato gastrointestinal171'172'174’175’178’179’180’181.

Apesar da discussao e das controvérsias sobre o papel especifico de
cada uma dessas populacdes de vasos linfaticos, peri e intratumorais, no
desenvolvimento da disseminagdo neoplasica, ha consenso de que exista

relacdo entre a presenca de qualquer uma dessas localizacbes de vasos

linfaticos com metastase e evolugdo desses pacientes'®.

2.8 Regulagao molecular da linfangiogénese no cancer

Todos os membros da familia do VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D e PDGF) apresentam um dominio homdélogo (VHD), que contém
30% da mesma seqiiéncia de aminoacidos e um né principal de cisteina'?.

Apenas o VEGF-C e VEGF-D apresentam uma porg¢do terminal N (N-
pro) e outra porcdo terminal C (C-pro)'®®'%. Essas porcdes sofrem clivagem
proteolitica do VHD através da acdo de enzimas como a plasmina'® e a

proproteina convertase'®'8¢

. Esse processo produz a forma matura e
bioativa do VEGF-C e do VEGF-D que consiste em dimeros do VHD, que

apresentam alta afinidade pelo VEGFR-3"8487.
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VEGF-C é fundamental para a linfangiogénese embrionaria e esses
achados foram confirmados em modelos animais transgénicos e com
delecdo do VEGF-C'83188.189

A ligagdo do VEGF-C e do VEGF-D ao seu receptor VEGFR-3 ativa a
transducdo do sinal desse receptor. A acao desse receptor € através da
fosforilagdo da via quinase PI-3 dependente da serina-treonina quinase (Akt)
e da via dependente de p42/p44 (PKC) mitdtica que por sua vez ativa a
proteina quinase MAP (MAPK)'8190.191 " A" ativacdo do VEGFR-3 ndo sé
protege as células endoteliais da apoptose como também estimula

proliferacdo e migracdo dessas células'®.

2.9 Aviado VEGF-C/VEGFR-3

Dentro do conhecimento cientifico atual, o bloqueio da atividade do
VEGFR-3 parece ser o alvo de preferéncia. Conceitualmente existem varias
maneiras de bloquear a linfangiogénese induzida pelo tumor dependente de
VEGFR-3. Anticorpos que bloqueiam a atividade de seus ligantes, o VEGF-
C e o VEGF-D, ja foram produzidos. Estes anticorpos se acoplam aos
ligantes, ndo permitindo que os mesmos se liguem com seu receptor,
VEGFR-3"%194,

Outra maneira de bloquear essa via é através do bloqueio do proprio
receptor. O anticorpo contra o VEGFR-3 se liga a este receptor,

demonstrando afinidade. Entretanto, ndo é constatada atividade, uma vez
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que o anticorpo ocupa o sitio que seria utilizado por seus ligantes, n&o
permitindo a interacéo do VEGF-C e do VEGF-D'%%"%,

Proteinas soluveis que mimetizam o dominio extracelular de ligagdo
do VEGFR-3 se mostram efetivas para o sequestro de seus ligantes VEGF-
C e VEGF-D, impedindo que esses se liguem ao VEGFR-3"97:198.199,

Moléculas inibitérias com baixo peso molecular que bloqueiam a via
de sinalizag&o intracelular do dominio citoplasmatico VEGFR-3, que inibem
a atividade da quinase desse receptor ja foram produzidas®®®20":202203

Qualquer uma dessas abordagens pode apresentar sucesso na pratica

terapéutica.

2.9.1 Outros fatores indutores de linfangiogénese

E necessaria a discuss&o de alguns pontos em relagdo a utilizacdo de
terapias alvo direcionadas para linfangiogénese induzida pelo tumor.

Até o momento a via do VEGFR-3 é a mais conhecida e, portanto, é a
via de maior interesse terapéutico. Ela deve exercer papel fundamental para
a eficacia do tratamento. Entretanto, é sabido que existem outras moléculas
capazes de induzir linfangiogénese. Por exemplo, em ensaios com cérnea, o
fator de crescimento FGF-2 foi capaz de induzir linfangiogénese
indiretamente aumentando a expressdo de VEGF-C?**?%. O fator PDGF

parece estimular linfangiogénese diretamente®®

, pois apresenta o Tie-2
ligado ao Ang-1%" e o fator de crescimento de hepatdcito, o ligante c-Met>®,

A familia do VEGF-A pode também apresentar atividade linfangiogénica
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direta. E sabido que os fatores VEGF-C e VEGF-D induzem a ativacdo de
uma proteina da superficie da membrana celular (a931), que esta envolvida
no desenvolvimento e na funcdo dos vasos linfaticos®®. O significado da
acao dessa proteina no processo de linfangiogénese induzida pelo tumor

ainda precisa ser determinado e estudado.

2.9.2 A via do VEGF-C é reversivel?

O aumento da expressédo do VEGF-C e do VEGF-D e sua correlagao
com metastases para os linfonodos regionais e com pior prognostico ja foi
determinado em varias neoplasias.

O aumento dessa expressao parece ocorrer em estagios precoces da
doenga, portanto € necessario saber se a linfangiogénese induzida pelo
tumor pode ser reversivel ou nao.

Se a permanéncia dos vasos linfaticos ja induzidos pelo tumor
depende do estimulo continuo dos fatores VEGF-C e VEGF-D, como os
vasos sanguineos dependem de fatores pro-angiogénicos, o bloqueio da
atividade do VEGFR-3 deve resultar em regresséo dos linfaticos ja induzidos
pelo tumor. Porém, se a linfangiogénese ja induzida pelo tumor n&o for
reversivel, tentativas de bloquear essa via ndo seréo eficientes para diminuir
a extensdo do leito linfatico neoformado ja estabelecido.

Atualmente ainda ndo sabemos o que regula a estabilidade dos vasos

linfaticos. Durante o processo de reparagédo tecidual a linfangiogénese

210 |188

parece regredir e experimentalmente isso também é possive
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Entretanto, em alguns contextos experimentais ou patolégicos a
linfangiogénese parece ser um evento bem estavel. Em experimentos com
coérnea a linfangiogénese induzida pelo FGF-2 parece permanecer estavel
por meses mesmo sem o estimulo presente®. A linfangiogénese induzida
pela infeccdo por Mycoplasma pulmonis permanece estavel mesmo apos o

tratamento dessa infecgao?"".

2.9.3 Linfangiogénese e metastase hematogénica

No paciente com céncer o aparecimento de metastase hematogénica
em oOrgaos vitais é o fator determinante para o comprometimento das
funcdes destes e consequentemente da vida desses pacientes. Portanto, a
inibicdo da linfangiogénese tumoral por mecanismo terapéutico torna-se
fundamental se realmente for comprovado o mecanismo de disseminacgao
de células neoplasicas para a circulacdo sanguinea através da via linfatica
(linfonodos e posteriormente ducto toracico).

Ha décadas especialistas tentam determinar qual € a importancia da
disseminagao linfatica para o aparecimento de metastase em érgéos por via
hematogénica. A importéncia do status linfatico para o prognéstico do
paciente com cancer pode ser uma indicacdo indireta que a metastase
linfatica tem papel importante na disseminagdo de células neoplasicas para
a circulagéo sanguinea e, dessa forma, para outros 6rgaos.

Entretanto, este evento pode significar apenas que as células

neoplasicas adquiriram concomitantemente competéncia metastatica tanto
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linfatica quanto sanguinea. Nos pacientes com cancer € dificil determinar o
papel da metastase linfatica na disseminacdo para oOrgaos por via
hematogénica. Os poucos estudos referentes ao tema nao tém por objetivo
estabelecer relagdo causal entre os fenbmenos e descrevem apenas
concomitancia dos dois fendbmenos. Dessa forma, mesmo aqueles que
sugerem relagdo causal como conclusdo apresentam fracas evidéncias que
corroborem essa interpretagdo. Além disso, esses estudos foram realizados
em uma época em que pouco se sabia sobre marcadores linfaticos.

Os estudos com animais representam um modelo que permite melhor
controle de covariaveis para avaliagcdo da importdncia das metastases
linfaticas. Em estudos com animais a indugdo da linfangiogénese n&o so6
aumentou o acometimento dos linfonodos como também promoveu
metastases para os pulmées'®2'2. Corroborando essa hipdtese, em outros
estudos controlados com modelos animais em que foram empregadas
técnicas para supressado da linfangiogénese induzida por tumor, ndo s6 o
aparecimento de metastase linfatica como também metastase pulmonar
foram menores'®. Entretanto, em outros estudos, também em modelos
animais, a supresséo da linfangiogénese induzida pelo tumor foi capaz de
reduzir o aparecimento de metastase para os linfonodos, mas n&o para os
pulmdes'®’.

Em alguns estudos foi verificado que quando as células tumorais
adquirem competéncia metastatica ocorre disseminagdo tanto para a
circulagdo sanguinea como para a linfatica. Entretanto, devido a alta taxa de

destruicdo das células neoplasicas na circulagdo sanguinea, bem como a
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outros fatores como o stress hemodinamico e a imunovigilancia, o numero
de células sobreviventes na corrente sanguinea néo seria suficiente para o
desenvolvimento de metastases em 6rgaos por via hematogénica.

Como a disseminacdo para a circulacdo linfatica € mais facil, o
aparecimento de metastase linfatica € mais frequente que a hematogénica
na maioria dos tipos histologicos de carcinomas. O estabelecimento e
crescimento das coldnias de células metastaticas linfaticas aumentam a
populacéo de células com potencial metastatico que podem alcangar 6rgaos
por via hematogénica através do ducto toracico' . A controvérsia existe e

novos estudos elucidativos sdo necessarios para responder essa questao.

2.10 Terapias antilinfangiogénicas em cancer

A partir do conhecimento de marcadores especificos para
linfangiogénese foi possivel identificar sitios potenciais para o
desenvolvimento de drogas antilinfangiogénicas.

Provavelmente, a terapia antilinfangiogénese n&o devera afetar o
crescimento de metastases pré-existentes estabelecidas em tecidos linféides
ou de orgaos atingidos por via hematogénica, mas podera inibir a
linfangiogénese induzida continuamente pelo tumor. Isso pode reduzir o
aparecimento de novas metastases apos o diagnostico e tratamento inicial

do tumor primario. Ou seja, o desenvolvimento desses novos componentes
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do arsenal terapéutico podera contribuir para o tratamento sistémico das
neoplasias.

A supressao profilatica de metastases pode ser benéfica para os
pacientes com tumores ja tratados e em remissdo, mas com grande risco de
recorréncia; ou para aqueles que a abordagem de tratamento inclua apenas
terapia de suporte e observagao (“wait and watch”).

Pacientes com neoplasias indolentes, de crescimento lento, podem se
beneficiar dessa abordagem terapéutica. Pacientes com neoplasia de
prostata em estagio inicial, atualmente ndo sdo candidatos a nenhuma
modalidade de tratamento cirurgico ou radioterapico e permanecem apenas
em observacdo. Os riscos do tratamento superam o seu beneficio e
normalmente o tumor é deixado in situ. Entretanto, 16 a 25% dos pacientes
evoluirdo com progressao e eventualmente com metastases no periodo de 8
a 10 anos®™. A administragdo cronica de agentes que suprimam o
desenvolvimento de metastases linfaticas pode modificar a histéria natural

dessa doenca e alterar a sobrevivéncia desse grupo de pacientes.

2.10.1 Possiveis efeitos do bloqueio da linfangiogénes e

fisiologica

Determinar se a terapia antilinfangiogénica pode afetar processos
fisiologicos, levando o individuo a apresentar efeitos colaterais indesejados

se faz necessario.
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Até o momento, sabe-se que a inibicdo prolongada da
linfangiogénese afeta os novos vasos linfaticos no processo de cicatrizagao
e de reparacdo tecidual?'’. Essa inibicdo pode resultar em edema no tecido
regenerado. Entretanto, esse efeito colateral ainda ndo foi investigado
propriamente.

A inibicdo da linfangiogénese através da via do VEGFR-3 pode afetar
outras células além das linfaticas. Em alguns estudos com animais
transgénicos com auséncia ou bloqueio do gene do VEGF-C (“Knock-out’) o
bloqueio dessa via alterou a hematopoiese, trazendo consequéncias
hematologicas. Em embrides de rato com deficiéncia de VEGFR-3 houve
reducdo de 50% do numero das células hematopoiéticas no sangue
periférico, embora ndo tenha havido reducdo das células-tronco®™ . No
adulto, o VEGFR-3 estda expresso nos mondcitos periféricos CD14
positivos?'>?'® nos macréfagos associados ao tumor localizados no
citoplasma?'®, na cérnea, em megacaridcitos, em células neuronais
(neuropilos da medula espinhal em células neuronais da retina e em outras

células nao vascularizadas do cortex cerebral)?'’ 218219,

2.10.2 Drogas antilinfangiogénicas

2.10.2.1  Drogas em estudo clinico

AZD2171 é um potente inibidor da atividade da tirosina quinase do

VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. Portanto, sua ag&o inibe tanto
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angiogénese como linfangiogénese. Essa droga de formulagao oral, esta em
estudo de fase Ill, com doentes com tumores solidos em varios sitios
(mama, célon, rim, pulmao, GIST, entre outros).

PTK 787/ZK 222584 também é um inibidor da atividade da tirosina
quinase, mas sua acao sobre o VEGFR-3 s6 acontece em concentracdes

muito altas dessa droga.

2.10.2.2 Drogas em uso na pratica clinica

Sorafenibe (Nexxavar), € uma droga inibidora da Raf quinase,
desenvolvida para esse alvo. Raf € uma parte da via do oncogene Ras. Ras
€ um gene que direciona a células para a divisdo celular e esta
superexpresso em varias neoplasias. Em adicdo a esse alvo, o sorafenibe
inibe VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR. Acredita-se que sua
atividade antitumoral se deva mais a inibicdo dos receptores (VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR) do que da Raf quinase. Essa droga ja é
utilizada em tumores renais®°.

O Sunitinibe (nome comercial Sutent) € uma molécula oral pequena,
inibidora de multiplos receptores de tirosina quinase.

O sunitinibe inibe multiplas tirosina-quinases ligadas ao receptor
(TKRs) que implicam no crescimento tumoral, na angiogénese patologica e
na progressdo metastatica do cancer. O sunitinibe foi identificado como um

inibidor dos receptores do fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGFRa e PDGFRB), dos receptores do fator de crescimento vascular
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endotelial (VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3), do receptor do fator de
células-tronco (KIT), da tirosina quinase-3 similar a Fms (FLT3), do receptor
do fator de estimulagdo de colbnias Tipo 1 (CSF-1R) e do receptor do fator

neurotréfico derivado de linhagem celular glial (RET)?".

2.10.2.3 Drogas antilinfangiogénicas em carcindides

Até o presente momento ndo existem estudos clinicos com drogas
com potencial antilinfangiogénicos em tumores carcinoides de qualquer sitio

primario.



3 OBJETIVOS
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3.1

3.2

3.3

Identificar o padrdo de imunoexpressdo do LYVE-1, VEGF-C,

VEGFR-3 em tumores carcindides tipicos broncopulmonares.

Verificar se ha diferenca na imunoexpressdo dos trés
imunomarcadores entre os grupos de pacientes com e sem

metastase (linfatica ou hematogénica).

Verificar se € possivel predizer o risco individual de metastase
linfatica e hematogénica em fungcdo da expressdo dos

imunomarcadores e de variaveis clinicas anatomopatologicas.



4 CASUISTICA E METODO
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4.1 Parecer da Comissao de Etica

O projeto do presente estudo (Protocolo de Pesquisa numero 277/04)
teve aprovacdo da Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessao de 29/04/2004.

4.2 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo de coorte retrospectivo em uma populagao
composta por todos os doentes operados de tumor carcindide tipico
broncopulmonar nos Servigos de Cirurgia Toracica do Departamento de
Cardiopneumologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo e no “Hépital Européen Georges Pompidou” da
Universidade Paris V, Paris, Franga, seguidos por mais de cinco anos ou
que apresentaram metastase linfatica ou hematogénica confirmadas
histologicamente independente do periodo de acompanhamento pos-
operatdrio.

Foi também realizado um estudo adicional com desenho caso-

controle para comparar parametros entre os grupos com e sem metastases.

4.2.1 Critérios de inclusao

Foram utilizados os seguintes critérios de inclus&o:
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1) a confirmagéo do diagndstico histoldgico de tumor carcindide tipico
broncopulmonar pela analise do tumor primario por dois patologistas de
reconhecida experiéncia no assunto;

2) disponibilidade de dados referentes ao estadiamento TNM;

3) acompanhamento maior que cinco anos completos e exame de

tomografia computadorizada de torax ao final desse periodo.

4.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos:

1) os individuos cujo diagnostico foi de tumor carcinoide atipico ou
carcinoma neuroenddcrino de grandes células segundo a classificagdo da
Organizagdo Mundial de Satde de 2004,

2) os portadores das Sindromes de Neoplasias Enddcrinas Multiplas.

4.3 Casuistica

Todos os 182 pacientes operados para tratamento de tumores
carcinodides tipicos broncopulmonares, nos dois hospitais que compde o
estudo e seguidos por mais de cinco anos, foram incluidos de forma
consecutiva no estudo.

A data do inicio e do final das inclusdes varia para cada hospital. Do
Servigo de Cirurgia Toracica do Departamento de Cardiopneumologia do

HCFMUSP foram incluidos 72 pacientes operados no periodo de 1981 a
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2001 e do “Hépital Européen Georges Pompidou” da Universidade Paris V,
Paris, Franca, foram incluidos 110 pacientes operados no periodo de 1984

a 2001.

4.3.1 Descricao da casuistica (Apéndice 1)

4.3.1.1 Género

A casuistica foi composta por 75 homens (41,2%) e 107 mulheres

(58,8%).

Masculino
41.2%

Feminino
58,8%

Grafico 1 — Distribuigdo por género

4.3.1.2 Localizacao do tumor em relagéo a carina

Em relacdo a carina, a localizagao do tumor mais frequente foi a

central.
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Periférico
26,4%

entra
73,6%

Grafico 2 — Localizagdo do tumor em relagéo a carina

4.3.1.3 Comprometimento da margem de ressecgado do

tumor

A margem comprometida por tumor (positiva) representou 7,7% dos
pacientes.

Positiva
7,7%

92,3%

Grafico 3 — Comprometimento da margem de ressecgéo do tumor
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43.1.4 EstadioT

Os estadios iniciais T1 e T2 totalizam 91,8% dos pacientes da

casuistica.

T3 T4
7,7% 0,5%

T
46,7%

T2
451%

Grafico 4 — Estadio T

4.3.1.5 Linfonodos positivos

Aproximadamente um sexto dos pacientes da casuistica apresentou

comprometimento linfatico, linfonodos positivos para células neoplasicas.
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Linfonodos
positivos
12,6%

negativos
87.,4%

Grafico 5 — Comprometimento dos linfonodos por neoplasia

4.3.1.6 Metastase hematogénica

Metastase hematogénica foi identificada em 14 pacientes da

casuistica.

Grafico 6 — Presenca de Metastase hematogénica
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4.4 Meétodo

4.4.1 Confirmacao do diagnostico histolégico

Foram revisados todos os espécimes histolégicos de tumores
primarios, dos linfonodos e metastases ressecadas.

Todo o material encontrava-se incluido em blocos de parafina
tamponada, apds fixagdo prévia em formalina 10%. Cada um deles foi
processado, primeiramente, para confirmagéo do diagndstico histoldgico.

Cortes histologicos de 3 ym de cada bloco representativo do tumor
primario foram montados sobre ldminas e corados por hematoxilina-eosina.
Estas foram revistas separadamente e de forma aleatéria por dois
patologistas do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo com expressiva experiéncia na analise de
carcinomas neuroenddécrinos broncopulmonares. Os casos nos quais o
diagnostico foi de proliferagcdo neuroendocrina bem diferenciada com
didametro inferior a 5 mm (“tumorlets”), tumor carcindide atipico, carcinoma
neuroendocrino de grandes ou pequenas células, de células claras e outros
carcinomas com areas de diferenciagdo neuroenddcrina foram excluidos do
estudo. Nenhum dos patologistas conhecia o diagnostico prévio referente

aos tumores analisados.
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Foram apenas incluidos os casos nos quais houve, obrigatoriamente,
concordancia no diagnostico de tumor carcindide tipico pelos dois
patologistas.

A classificacdo do tipo de tumor neuroenddcrino foi realizada nas
areas mais representativas, identificadas apds analise de pelo menos 10
campos microscopicos a uma ampliacdo de 250 vezes. Ja a classificacado
histolégica obedeceu aos critérios preconizados pela Organizagdo Mundial
de Saude® , baseado no padrdo predominante identificado, cujos critérios

s&o apresentados a seguir.

Tabela 1 - Critérios histopatolégicos de classificacdo dos carcinomas neuroendécrinos®

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

(pm)
Carcindide Tipico 50-70 0 <o  Regular Ausente
(0) (0)

L - Irregular  Ausente/Presente
Carcinoide Atipico 40-50 +a++ 3a9 (+) (0a+)
Carcinoma
Neuroenddcrino de 40-60 ++a +++ >10 I(r:esilf)r Ausiztzlfis)ente
Células Grandes
Carcinoma de Irregular  Ausente/Presente
Células Pequenas 15-30 Trat >10 (+++) (0a+)

As laminas relativas aos linfonodos ressecados e aos tecidos
tumorais metastaticos, também foram analisadas por dois patologistas para
verificacdo do estadiamento. Da mesma forma, foram incluidos somente os
casos nos quais houve necessariamente a concordancia dos dois
patologistas.

ApoOs essa selecdo, as laminas obtidas a partir dos blocos referentes
aos 182 pacientes recrutados, foram preparadas para a marcagao imuno-

histoquimica para, LYVE-1, VEGF-C e VEGFR-3.
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4.4.2 Revisao dos prontuarios

Inicialmente, foi realizada revisdo dos prontuarios dos pacientes com
diagndstico confirmado de tumor carcindide tipico broncopulmonar.

Os dados coletados foram: género, idade no momento do ato
operatorio, localizacdo do tumor em relagdo a carina (central ou periférico),
didmetro da lesdo, comprometimento da margem cirurgica, estadiamento
TNM segundo a UICC?? | ocorréncia de metastases linfaticas, bem como
quantidade de linfonodos acometidos por neoplasia, metastases
hematogénicas e sobrevivéncia ou ocorréncia de 6bito relacionado. Obito
nao relacionado foi considerado como final do tempo de acompanhamento
pos-operatorio.

A obtencgao dos dados de acompanhamento que eventualmente nao
constavam nos prontuarios disponiveis foi completada por meio da
convocagao dos pacientes, comunicagao pessoal, visitas domiciliares e/ou
qguestionarios enviados aos familiares enfocando dados relacionados a

recidiva, metastase e causa de o6bito.

4.4.3 Interpretacédo do TNM
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O status “T”: foi obtido através da interpretacdo de dados do laudo
anatomopatoldgico, descrigdo cirurgica, laudo de exames de imagem e
broncoscopicos pré-operatérios.

O status “N”: a verificagdo do estadiamento linfatico inicial foi obtida
pela revisao histolégica dos linfonodos ressecados no momento da operagéo
da les&o principal.

Para o estadiamento linfatico final, foi considerada a imagem da
regido hilar e mediastinal apds cinco anos completos de acompanhamento
poOs-operatorio, obtida por tomografia computadorizada e/ou octreoscan.

O status “M”: foi considerado dado satisfatorio para a determinacéao
da presenga de metastase hematogénica, a confirmacgéo histoldégica do
diagnodstico de carcinoma neuroendocrino na lesdo metastatica ou a
positividade ao exame de radiodiagnodstico com analogo de somatostatina
marcada.

Foi considerada a n&o-ocorréncia de metastase hematogénica a
descrigdo em prontuario, realizada por cirurgido toracico ou oncologista, de:
auséncia de sinais, de sintomas, assim como auséncia de suspeita de leséo
metastatica em método diagndstico de imagem obtido apdés um periodo de

acompanhamento pds-operatério superior a cinco anos.

444 Técnica de imuno-histoquimica utilizada para

deteccao do antigeno LYVE-1, VEGF-C e VEGFR-3
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Os blocos selecionados foram submetidos a cortes histolégicos de 3
Mm de espessura com o uso de um microtomo e o tecido colocado sobre
lamina de microscopia, sem realizacao de coloragao.

Estas foram submetidas ao processo de silanizagdo: mergulhadas em
cubas com alcool, acetona, silane (SIGMA A3648 - Diagnostics, St. Louis,
USA) e agua destilada.

A técnica de imuno-histoquimica aplicada seguiu o seguinte
protocolo'™ : as laminas foram desparafinadas (permaneceram 20 minutos
em xilol aquecido a 95°C, seguido de banhos de xilol). Em seguida, o tecido
foi hidratado por submersdo em alcool absoluto, 95% e 70%, lavado em
agua, agua destilada e deionizada. O préximo passo foi a recuperagéo
antigénica realizada em panela a vapor com solugdo de citrato 10 mM, pH
6,0 a 95-100°C. Apds 35 minutos, as laminas foram lavadas em Tampéao
Fosfato de Sodio (PBS) 0,05 M, pH 7,2-7,4. O bloqueio da peroxidase
endogena foi feito pela lavagem das laminas em peroxido de hidrogénio 10V
(3%), seguido de lavagem em agua, em agua destilada e em PBS. Seguiu-
se entdo com o bloqueio de sitios inespecificos colocando-se as laminas em
leite desnatado 2% diluido em PBS por 20 minutos.

Diluiram-se entdo os seguintes anticorpos primarios (cada um em um
recipiente distinto) em Soro Albumina Bovina (BSA): LYVE-1 (1:20; 1:50;
1:100; 1:500; 1:1000; 1:1500; 1:2000), VEGF-C (1:20; 1:50; 1:100; 1:500;
1:1000; 1:1500; 1:2000) e VEGFR-3 (1:20; 1:50; 1:100; 1:500; 1:1000;

1:1500; 1:2000). Todas as lédminas foram cobertas com 100 ulL dessas
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solugbes e permaneceram incubadas em cémara umida em geladeira
durante 18 horas.

ApoOs a incubagao, as laminas foram lavadas em PBS e em seguida,
incubadas com o anticorpo secundario LSAB-HRP (Large Streptavidin-
Avidin-Biotin — System Peroxidase; k-0690; Dako A/S, Copenhagen,
Denmark): primeiramente incubou-se o anticorpo secundario por 1 hora a
37°C, e lavaram-se as laminas em tampdo PBS que a seguir foram
incubadas pela Estreptoavidina-Biotinilada Peroxidase por 45 minutos a
37°C.

Procedeu-se entdo a revelacdo, apés banhos em PBS, na qual as
ldaminas foram colocadas no cromégeno (3-3’-diaminobenzamidina — DAB
100mg em 70 ml de PBS + 3 ml de agua oxigenada; Sigma Diagnostics, St.
Louis, USA), lavadas em agua, contracoradas em hematoxilina de Harris
(Sigma Diagnostics, St. Louis, USA) por 30 segundos e novamente lavadas
em agua corrente para serem desidratadas em alcool 70%, 95%, absoluto e
em solucdo de xilol, respectivamente. As laminas foram finalmente
montadas com laminula e Entelan, rotuladas e mantidas em posig¢ao
horizontal por 24 horas.

Para controle externo positivo, foi corado simultaneamente as reagoes
descritas num fragmento de tecido indicado pela bula fornecida pelo
fabricante, lingua para o LYVE-1 e linfonodo para o VEGF-C e VEGFR-3.
Para controle interno positivo foi utilizada a marcagdo dos macréfagos nas
proprias laminas estudadas na casuistica. Para controle negativo, os

mesmos cortes foram incubados com BSA, sem adi¢do de anticorpo.
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As reagbes imuno-histoquimicas foram realizadas nos 110 casos
provenientes da Franga. A quantidade de anticorpo nao seria suficente para

corar as 182 laminas de toda a casuistica.

4.4.5 Determinacgdo dos indices imuno-histoquimicos

Para determinar os indices proliferativos depois da imuno-
histoquimica foi usada a técnica do point-counting, com auxilio de reticulo
contendo 100 pontos e cinquenta retas, segundo proposto em 1988 por
Gundersen e colaboradores® . Ao aumento de 400x, foram examinados dez
campos microscopicos aleatorios e n&o-coincidentes, totalizando 1.000
pontos por lamina, cobrindo uma area de 62.500um’ nas area de tecido
tumoral.

A coloragéo castanha evidenciou a expresséo dos antigenos LYVE-1,
VEGF-C e VEGFR-3 nas células marcadas.

Para corrigir os dados, tendo em vista as diferengas de expansao dos
tecidos das bidpsias estudadas, fator que néo foi controlado durante a feitura
das mesmas, nao foram considerados os pontos que nao incidiam sobre as
células tumorais.

O indice imuno-histoquimico (IPI) foi obtido pela seguinte relagao:

IPl = Pi X 1000

Ptumor

Na qual, Pi representa a somatoria dos pontos que incidem sobre a

positividade do marcador imuno-histoquimico (vasos linfaticos para o LYVE-
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1 e células tumorais para o VEGF-C e VEGFR-3) nos dez campos
estudados e Pymor € @ somatoria do total de pontos que incidem sobre

células tumorais.
Comparagbes da contagem de dois observadores foram feitas em
aproximadamente 20% dos casos em cada marcador imuno-histoquimico. O

coeficiente de erro entre os dois observadores foi menor a 5%.

4.5 Analise estatistica

Para todas as analises utilizou-se o programa estatistico SPSS

versédo 10.0 (SPSS Inc.; llinois, USA).

4.5.1 Estatistica descritiva

As variaveis estudadas foram descritas por uma medida de tendéncia
central e por uma medida de disperséao.

Essas medidas foram escolhidas com base no padrao de distribuicdo
de frequéncia de valores obtidos: paramétrico ou ndo paramétrico, segundo
o teste de Kolgomorov-Smirnoff.

Para amostras de dados de variaveis continuas com padrao
paramétrico foram utilizados: média como medida de tendéncia central,
desvio-padréo e erro padrao da média com intervalo de confianga a 95%

como medida de dispersao.
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Para amostras de dados de variaveis continuas com padrédo néo-
paramétrico foram utilizadas: mediana como medida de tendéncia central e
intervalos inter-quartis como medida de disperséao.

As amostras de dados de variaveis categoricas ou binarias foram

descritas pelas frequéncias absolutas.

4.5.1.1 Casuista como caso-controle (com ou sem

metastase)

Para a comparagdao entre os grupos caso-controle (com e sem
metastase), para amostras de dados de distribuicdo paramétrica utilizou-se a
comparacao de medias pelo teste t de Student.

Para a comparagao entre os grupos caso-controle, para amostras de
dados de distribuicao ndo-paramétricas utilizou-se o teste de medianas pelo
teste de Krusskall-Wallis.

Para a comparacdo de frequéncias utilizou-se o teste exato de

Fischer.

4.5.2 Analise multivariada de predi¢céo de risco

O modelo matematico utilizado para a verificagdo da possibilidade de
predigdo do risco individual tanto de metastase hematogénica quanto

linfatica foi o de regresséo logistica.
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A variavel independente a ser predita € metastase. Foram realizadas
analises em separado para metastase linfatica e hematogénica.

Para a anadlise da fase exploratoria, foram utilizadas todas as
variaveis independentes que foram identificadas na analise univariada como
candidatas a preditivas, com probabilidade de erro do tipo | de 10%. Essas
variaveis foram introduzidas na equagao logistica segundo o método
condicional em degraus com ordem de entrada escolhida pelo pesquisador
(“conditional enter”).

As variaveis independentes cujo modelo identificou como preditivas
do evento binario dependente, com probabilidade de erro do tipo | de 5%
foram selecionadas para a equacao final. O critério de escolha do modelo foi
o ultimo degrau da analise condicional e n&o critério de informacao
Bayesiano ou de Akaike.

A magnitude da influéncia da variavel independente na predigao do
evento binario dependente foi descrita pelo valor do exponencial neperiano

de beta, que se aproxima do valor da raz&o de riscos.



5 RESULTADOS
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5.1 Imunomarcacgéao dos anticorpos

Pela primeira vez no Brasil foi realizada a titulagdo do anticorpo
LYVE-1. Nenhum laboratorio de anatomia patoldgica no Brasil havia utilizado
esse marcador.

Foram testadas as titulagbes (1:50; 1:100; 1:200; 1:500; 1:1000;
1:1500; 1:2000) dos anticorpos LYVE-1, VEGF-C e VEGFR-3 para identificar
a melhor marcacgao das proteinas estudadas.

Para o LYVE-1 verificamos controle interno negativo, sendo possivel
a quantificagdo dos vasos linfaticos marcados por esse anticorpo.
Entretanto, para o VEGF-C e VEGFR-3 nao identificamos controle interno
negativo. A auséncia de controle interno negativo impossibilitou a
quantificagdo das células tumorais que foram imunomarcaram com esses
anticorpos.

A reacdo imuno-histoquimica foi realizada nos 110 casos da Franca.
Nove casos precisaram ser excluidos por problemas técnicos no
processamento dos reagentes. Todos os casos excluidos eram de pacientes

que ndo apresentaram metastase linfatica ou hematogénica.
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5.1.1 LYVE-A1

A titulagao utilizada foi 1:500 para o LYVE-1.

Figura 1: Carcindide tipico LYVE-1(B941347T) (X200)

Figura 2: Carcindide tipico LYVE-1 (A12331) (X400)
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Figura 3: Carcindide tipico LYVE-1 (A12331) (X400)

Figura 4: Carcindide tipico LYVE-1 (966096) (X400)
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5.1.2 VEGF-C

As titulagao utilizada foi 1:2000 para o VEGF-C.

Figura 5: Carcindide tipico VEGF-C (B941347T) (X400)

Figura 6: Carcindide tipico VEGF-C (922619) (X400)
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Figura 7: Carcindide tipico VEGF-C (C420971OB) (X200)

Figura 8: Carcindide tipico VEGF-C (963131) (X400)
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5.1.3 VEGFR-3

As titulagao utilizada foi 1:2000 para o VEGFR-3.

Figura 9: Carcindide tipico VEGFR-3(994209) (X200)

Figura 10: Carcindide tipico VEGFR-3 (HC4209710B) (X400)
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Figura 11: Carcindide tipico VEGFR-3 (B941347T) (X200)

Figura 12: Carcindide tipico VEGFR-3 (0030812) (X400)
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5.2 Analise univariada por comparacao de médias

5.2.1 Género X Idade

Pelo teste de Kolgomorov-Smirnoff os valores da idade, em anos,
tiveram distribuicdo paramétrica.

A média de idade £ desvio padrao e erro padrao da média, em anos,
dos pacientes por género foi:

— masculino: 50 + 16,8 e 1,9 anos.

— feminino: 43,1 £ 17,2 e 1,7 anos.

Houve diferenga significante entre as médias das idades entre os
pacientes dos géneros masculino e feminino que foi de 7,1 anos, com
intervalo de confianca de 95% entre 2 e 12 anos, com p = 0,008, pelo teste t

de Student, assumida a igualdade entre as variancias pelo teste de Levene.

5.2.2 Género X Diametro

Pelo teste de Kolgomorov-Smirnoff os valores do maior didmetro
tumoral, em milimetros, teve distribuicdo paramétrica.

A média * desvio padrao e erro padrdo da média, em milimetros, dos
pacientes por género foi:

— masculino: 26 £ 16,3 mm e 1,9 mm.

— feminino: 26,2 + 15,3 mm e 1,5 mm.
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N&o houve diferencga significante entre as médias do didmetro tumoral
entre os pacientes dos géneros masculino e feminino. Esta foi de 0,2 mm,
com intervalo de confianga de 95% entre -4.9 e 4,4 com p = 0,9, pelo teste t

de Student, assumida a igualdade entre as variancias pelo teste de Levene.

5.2.3 Género X Numero de linfonodos positivos

Pelo teste de Kolgomorov-Smirnoff os valores do numero de
linfonodos positivos tiveram distribuicdo paramétrica.

A média = desvio padrdo e erro padrao da média do numero de
linfonodos positivos dos pacientes por género foi:

— masculino: 0,3 + 0,8 linfonodos positivos e 0,1 linfonodos positivos.

— feminino: 0,2 £ 0,5 linfonodos positivos e 0,05 linfonodos positivos.

N&do houve diferenga significante entre as médias no numero de
linfonodos positivos entre os pacientes dos géneros masculino e feminino.
Esta foi de 0,2, com intervalo de confianga de 95% entre 0 e 0,4 com p = 0,1,
pelo teste t de Student, assumida a igualdade entre as variancias pelo teste

de Levene.

5.3 Comparacio entre os grupos com e sem metastase

Durante o acompanhamento das duas coortes, francesa e brasileira,
em ambulatorio especializado, houve 148 pacientes seguidos por mais de

cinco anos sem metastase e 35 com metastase.
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5.3.1 Idade

A média * desvio padréo e erro padrao da média da idade entre os
grupos foi:

— sem metastase: 44,8 £ 17,5 anos e 1,4 anos.

— com metastase: 51,1 £ 15,6 anos e 2,7 anos.

A diferenca entre as médias foi de 6 anos, com intervalo de confianca
de 95% entre -12 e 0,02 anos ao teste t de Student (p = 0,053), assumindo-

se a nao igualdade de variancia entre os grupos para a variavel.

5.3.2 Diametro do tumor

A média * desvio padrédo e erro padrao da média da idade entre os
grupos foi:

— sem metastase: 24,6 £ 14,7 mm e 1,2 mm.

— com metastase: 32,4 £ 18,2 mm e 3,1 mm.

A diferenga entre as médias foi de 8,1 mm, com intervalo de
confianga de 95% entre -13,5 e -2 mm ao teste t de Student (p = 0,009),

assumindo-se a igualdade de variancia entre os grupos para a variavel.
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5.3.3 Género

A incidéncia de metastase entre as mulheres foi de 15,9% e entre os
homens de 22,7%. Nao houve diferenga significante segundo o Teste Exato
de Fischer (p = 0,17). O risco relativo dos homens em ter metastase € de 1,4
vezes em relagdo as mulheres e o risco atribuido ao género masculino para

ter metastase é de 6,8%.

5.3.4 Localizagcdo do tumor

A incidéncia de metastase segundo a localizagdo do tumor primario,
central ou periférica foi de 16,4% e 25%, respectivamente.

N&o houve diferenca significante segundo o Teste Exato de Fischer
(p = 0,138). O risco relativo dos tumores periféricos enviarem metastase, em
relagdo aos centrais € de 1,5 e o risco atribuido ao género masculino para

ter metastase é de 8,6%.

5.3.5 Margem comprometida e metastase hematogénica

A incidéncia de metastase segundo a margem livre ou comprometida
histologicamente do tumor primario foi de 6% e 28,6% respectivamente.

Houve diferenga significante segundo o Teste Exato de Fischer
(p = 0,014). O risco relativo dos tumores com margem comprometida

enviarem metastase hematogénica, em relagdo aos tumores com margem
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livre € de 4,8 e o risco atribuido ao género masculino para ter metastase &

de 22,6%.

5.4 Regresséo logistica

5.4.1 Regressao logistica para prever o “N” operatorio

O modelo logistico ndo identifica equagcdo que prediga a variavel
dependente binaria “metastase linfatica” em fungdo das variaveis
independentes incluidas no estudo..

Ndo houve identificagdo de variavel independente clinica ou
anatomopatologica preditiva do risco de metastase linfatica segundo o

modelo logistico.

5.4.2 Regresséo logistica para prever o “M” operatorio

O modelo logistico identifica equagcdo que prediga a variavel
dependente binaria “metastase hematogénica”.

O diametro do tumor primario € uma variavel independente preditiva
do risco de metastase hematogénica. O exponencial de Beta para cada
milimetro de aumento no didmetro do tumor foi de 1.042, com intervalo de
confianga de 95% entre 1.012 e 1.072, com nivel de significancia de 0.006.
A identificacdo da variavel € possivel desde o primeiro degrau da analise

condicional retrograda até o quarto e ultimo (Apéndice 2).
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O valor da constante € -4.951 no quarto e ultimo degrau.

5.4.3 Regressao logistica para prever o “NM” conjunto

O modelo logistico identifica equagcdo que prediga a variavel
dependente binaria “qualquer metastase (linfatica ou hematogénica)”.

O diametro do tumor primario e a localizagéo central ou periférica séo
variaveis independentes preditivas do risco de qualquer metastase (linfatica
ou hematogénica). O exponencial de Beta para cada milimetro de aumento
no didmetro do tumor foi de 1.037, com intervalo de confianca de 95% entre
1.013 e 1.062, com nivel de significancia de 0.002. A identificacdo da
variavel é possivel desde o primeiro degrau da analise condicional
retrograda até o terceiro e ultimo. A posigao periférica também é preditiva do
risco de qualquer metastase, com exponencial de beta de 2.337, com
intervalo de confianga de 95% entre 1.022 e 5.348, identificada no terceiro
degrau (Apéndice 2).

O valor da constante € -2.700 no terceiro e ultimo degrau.

5.5 LYVE-1

5.5.1 Teste de parametricidade para a variavel IPI

Foi feito o teste de Kolgomorov-Smirnoff, os valores ndo tém

distribuicdo paramétrica.
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Grafico 7 — Teste de parametricidade para LYVE-1

5.5.2 Comparacédo da mediana do IPI entre o grupo sem

e com metastase linfatica.

Nao houve diferenga da mediana do numero de vasos linfaticos
corados por mil células entre os grupos sem e com metastase linfatica pelo

teste de Mann-Whitney bicaudado (p=0,965).
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Grafico 8 — Comparagao da mediana do IPI entre os grupos com e sem metastase

5.5.3 Analise multivariada por regressao logistica

O numero de vasos linfaticos corados por mil células nao foi
identificado pelo modelo de regressdo logistica como uma variavel
independente preditiva do risco individual de metastase linfatica.

No primeiro degrau da analise condicional retrograda, que incluiu seis
variaveis candidatas a preditivas e a constante, ja ndo houve identificagcao
do numero de vasos linfaticos corados por mil células como preditiva

(p=0.861).



6 DISCUSSAO
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6.1 Limitacdes do estudo

A discussao dos resultados so6 € valida se as limitagdes inerentes ao
método escolhido forem analisadas. Dessa maneira evitamos a analise de

dados que ndo representem a realidade.

6.2 Desenho epidemioldgico

A escolha do desenho do estudo retrospectivo foi necessaria, pois os
estudos que utilizam modelos matematicos de predicdo de risco individual
de fendmenos binarios sé é factivel quando é conhecido o desfecho a ser
predito, no caso deste estudo, a metastase.

Além disso, o tumor carcindide tipico é doencga rara e, portanto para
alcangarmos uma casuistica com maior chance de representar a realidade
dessa doenca foi necessario incluir todos os pacientes operados desde
1981.

Por se tratar de uma séria historica, nos primeiros casos, nao havia
padronizacao para a coleta de dados e nem para a descricdo em prontuario
ou mesmo em laudos anatomopatoldgicos dos dados demograficos, clinicos
e histopatologicos, ndo existindo uniformidade na descrigdo desses dados.

Deve-se salientar que no decorrer do periodo histérico em que os
pacientes foram operados, ndo houve, uma padronizacdo quanto a
indicagdo e extensdo da resseccdo de linfonodos hilares e mediastinais

ipsilaterais. Desta forma, a casuistica € composta de pacientes cuja
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resseccgao linfatica foi realizada de forma heterogénea. Ha pacientes cuja
dissecc¢ao nao foi realizada, ndo sendo possivel o estudo dessas estruturas.
Mesmo n&o existindo consenso, alguns pacientes receberam dissecgéo
linfatica com extensdo oncoldgica, tendo mais de vinte linfonodos
dissecados. Esse tema sera discutido no item 7.3.

Apesar da falta de uniformidade nos casos incluidos de forma
retrospectiva, o estabelecimento do ambulatério especializado em tumores
carcindides broncopulmonares no HCFMUSP uniformizou a coleta de dados
do prontuario através de uma ficha padrdo para coleta prospectiva dos
dados clinicos e radiologicos no periodo pré e pos-operatério e no
acompanhamento dos doentes. Essas fichas ja sdo utilizadas nos casos
recrutados trabalhos em andamento apdés 2002, nos trabalhos em
andamento.

Por n&o ser conhecido e estabelecido o papel terapéutico da extensao
da disseccao linfatica, ndo é eticamente aceito uma uniformizacdo da
extensao da disseccao linfatica Portanto, os dados relativos ao

acometimento linfatico continuam sendo colhidos de forma nao-uniforme.

6.3 Tratamento

Como ja mencionado, estudo retrospectivo agregou doentes tratados
de forma nao-uniforme no que se refere a dissecgdo linfatica mediastinal e

hilar ipsilateral ao tumor. Sabemos que a escolha do tratamento pode
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influenciar na evolugdo da doenca, portanto o ideal seria um desenho
prospectivo controlado.

Na pratica clinica atual, a disseccdo linfatica hilar e mediastinal
ipsilateral ndo € obrigatdria nos casos de ressecg¢ao de tumores carcinoides,
pois ndo ha evidéncia de que essa abordagem aumente o tempo livre de
doenca e de sobrevivéncia ou melhore a qualidade de vida do doente. Nem
para outros carcinomas primarios pulmonares existe consenso em relagao
ao papel terapéutico do esvaziamento dos linfonodos mediastinais.

A maioria dos Servigos de Cirurgia Toracica da Europa preconiza o
esvaziamento radical dos linfonodos mediastinais nos tumores carcndides.
Entretanto, a exemplo da maioria dos servicos americanos, o HCFMUSP
nao preconiza esse tipo de exploracdo mediastinal para todos os pacientes.
Dessa forma, a fim de se minimizar o possivel viés de classificacdo de
pacientes no grupo sem metastase linfatica, foi realizado o seguimento
ambulatorial com exame clinico e radiolégico com tomografia
computadorizada de térax apdés um periodo superior a cinco anos de
acompanhamento pds-operatério. Os pacientes que n&o apresentaram
linfoadenomegalia toracica detectada por esse método diagndstico, apos
esse periodo, foram arbitrariamente considerados do grupo sem metastase
linfatica.

Porém, sabe-se que mesmo linfonodos acometidos por células
malignas podem ter diametro inferior a um centimetro, e nos casos de
neoplasias de baixo grau de malignidade, o aumento das dimensdes dos

linfonodos pode, teoricamente, ter uma velocidade muito baixa de
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crescimento. Portanto, o fenbmeno pode nao ser detectado em apenas cinco
anos.

Estudo em cadaver realizado em nosso meio pelo doutor Aurelino
Schmidt evidenciou a presencga de linfonodos com didmetro maior que um
centimetro na maioria dos cadaveres dissecados, provenientes do Servico
de Verificacdo de Obitos (SVO) da capital de Sdo Paulo, sendo na sua
totalidade constituido por individuos que tiveram causa mortis nao violenta,
ou seja, velhice ou doenga. Portanto, a populagdo proveniente do SVO
apresenta um viés de selecdo, podendo ser considerada controle ideal
apenas para cadaveres provindos do Instituto Médico Legal (IML), cujo obito
foi decorrente de causa violenta, e ndo necessariamente estavam doentes
ou eram extremamente idosos. Porém, para controle de individuos vivos e
sadios, a populacéo proveniente do IML, cuja morte ocorreu na auséncia de
doenca € a populagcdo mais favoravel para ser considerada controle.

A constatagcdo de linfoadenomegalia em individuos considerados
sadios dificulta ainda mais a determinagdo do comprometimento dos
linfonodos apenas por exames de imagem. Entretanto, foi necessaria a
padronizagdo de um método de avaliagdo dos linfonodos. Imagem
tomografica compativel com auséncia de linfonodos maiores que um
centimetro na populagdo de pacientes vivos foi considerado um critério
aceitavel para considerar arbitrariamente individuos no grupo sem
metastase linfatica.

Na pratica clinica e cirurgica, observa-se que a presenga de

linfonodos com diametro aumentado ndo é prevalente nos individuos
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seguidos apos a ressecgao do tumor carcindide tipico, acompanhada ou n&o
de disseccdo linfatica mediastinal e hilar. Na presente casuistica dois
pacientes tiveram aumento do didmetro desses linfonodos que
ultrapassaram um centimetro: em um caso a metastase linfatica foi
diagnosticada através de mediastinoscopia realizada dois anos apos o
tratamento cirurgico (lobectomia); em outro, a imagem suspeita desapareceu
na tomografia de controle dois meses depois de ter surgido.

Dessa forma, a auséncia de imagem sugestiva de linfonodomegalia
cronica foi a regra no acompanhamento dessa populagdo, para a mesma ser
arbitrariamente considerada sem comprometimento linfatico e o individuo ser
alocado no grupo sem metastase. Esse critério ndo exclui o risco de algum
desses individuos ter metastase linfatica que ndo se manifeste por aumento
do diametro linfatico, e este ser erroneamente considerado no grupo sem
metastase. A investigagdo etiologica da linfoadenomegalia no seguimento
dos pacientes foi necessaria apenas no caso descrito acima.

O uso do octreoscan foi considerado para o estudo do mediastino e
do hilo pulmonar, porém por motivos logisticos realizou-se somente a

tomografia computadorizada de torax.

6.4 Tempo de acompanhamento

O tempo minimo de seguimento determinado no estudo foi de cinco

anos, entretanto o tempo ideal de seguimento para pacientes com leséo de
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baixa taxa de proliferagdo, como o tumor carcinoide tipico, é de pelo menos
dez anos.

Para minimizar a interferéncia na avaliacdo de ocorréncia de
metastase, os pacientes que foram a ébito por doengas nao relacionadas
antes de cinco anos de seguimento, e que ndo tinham metastase no
momento do ébito, foram excluidos da casuistica. Porém, aqueles que no
momento do obito n&o relacionado ao tumor carcindide ja estavam
acometidos por metastase (um paciente foi a obito devido a um infarto
agudo do miocardio e apresentava metastase em clavicula e outro faleceu
de causa operatéria no segundo dia apds a cirurgia, mas apresentava
metastase linfatica no ato operatério) foram incluidos no estudo da

ocorréncia de metastases.

6.5 Comprometimento linfatico maligno a microscopia

Atualmente para determinar se o linfonodo ressecado apresenta
comprometimento por células neoplasicas € utilizada a analise microscépica
pela técnica tradicional de coloracdo pela hematoxilina-eosina. Aceita-se
como definicdo de auséncia de metastase a ndo detecgdo de células
neoplasicas pela coloragdo HE, ao corte na porcdo mais equatorial do
linfonodo.

E sabido que mesmo os linfonodos que ndo apresentam critérios de
acometimento pelo meétodo atual empregado, podem conter células

neoplasicas metastaticas. Esse fendbmeno € detectado por técnicas de
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imuno-histoquimica, imunofluorescéncia in situ ou deteccdo de RNAmM do
tumor nos linfonodos. Detectado por qualquer técnica, o fendbmeno é
denominado micrometastase.

Para os carcinomas neuroendoécrinos broncopulmonares, reacgdes
imuno-histoquimicas utilizando cromogranina-A, enolase neurénio especifica
e sinaptofisina podem identificar a presenga de células tumorais. Se essa
técnica for aplicada ao tecido dos linfonodos podemos evidenciar o
fenbmeno das micrometastases. Em nosso meio aceitamos a técnica
tradicional para a determinacdo do comprometimento linfatico por
macrometastases e, portanto, ndo estamos incluindo os casos em que
micrometastases podem estar presentes nos linfonodos, cuja analise
tradicional os considerou como negativos para o acometimento neoplasico.
Em nosso estudo adotamos o método tradicional para determinar o
acometimento linfonodal, dessa maneira, nossa casuistica pode apresentar
um viés de selegao.

Para determinar o real comprometimento linfatico, nosso grupo esta
desenvolvendo um estudo para determinar a ocorréncia de micrometastase
na populagdo estudada. Essa técnica deve ser empregada para melhor
compreensdo do comportamento desses tumores. Esse projeto é
desenvolvido pelo aluno de doutoramento Daniel Messias de Moraes Neto e
resultados preeliminares ja foram apresentados no Congresso Mundial de
Cirurgia Cardio-toracica na Grécia, em maio de 2008. Oito pacientes que
nao apresentaram macrometastases pela técnica tradicional de coloragao

por HE apresentaram micrometastase.
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Porém, ndo €& conhecido o significado clinico de eventuais
micrometastases de tumores carcinodides tipicos. Células individuais ou
grupos de células que tenham atingido os sinusoides linfaticos podem né&o
obter éxito na efetiva colonizagdo do linfonodo. Pode ocorrer um completo
desaparecimento dessas populagdes de células malignas nas estruturas
linfaticas, o que explicaria a baixa prevaléncia de imagens sugestivas de
linfonodomegalia em pacientes que ainda n&o tiveram seu mediastino
dissecado.

O significado clinico das micrometastases linfaticas deve ser
determinado, pois esse € um fenbmeno que pode ter implicagao na pratica
clinica. Com o advento de técnicas de radio-imagem diagndstica e de
terapias sistémicas alvo contra células neuroenddcrinas metastaticas é
necessario que se conhegca a implicacdo prognostica dessas eventuais
micrometastases. Em carcinomas broncopulmonares ndo neuroenddcrinos,
alguns grupos sugerem que se deva oferecer terapia sistémica ou alvo
adjuvante para individuos acometidos por micrometastases linfaticas, ainda

gue nao tenham acometimento por macrometastases nessas estruturas.

6.6 Estudo imuno-histoquimico baseado em epitopos

Os anticorpos utilizados na técnica de imuno-histoquimica sao
produzidos contra uma determinada sequéncia de aminoacidos de uma

macromolécula protéica em sua conformagao quaternaria. A area na qual o
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anticorpo se liga chama-se epitopo. Portanto, o anticorpo é produzido contra
uma porgéo especifica da proteina que desejamos estudar.

A afinidade do anticorpo por um epitopo de uma proteina nao
assegura que toda a estrutura da proteina esteja integra. Dessa forma, o
uso de anticorpos contra epitopos de proteinas constitucionais ou funcionais
nao determina se essas proteinas estdo integras ou ativas, respectivamente.

O VEGF-C e o VEGFR-3 sado exemplos, respectivamente, de uma
citocina e de um receptor de membrana citoplasmatica, que apresentam
atividade no processo de linfangiogénese. Entretanto, a sua mera
identificagdo imuno-histoquimica ndo garante a integridade nem a fungéo
dessas proteinas.

Como o anticorpo é produzido contra um epitopo, outras estruturas
que apresentem sequéncias semelhantes podem ser coradas pela técnica
de imuno-histoquimica. Portanto, € necessario um controle interno negativo
para validar a imunomarcacado da estrutura estudada. Em nosso estudo,
apesar do uso de varios métodos de bloqueio de sitios inespecificos, a
imunomarcagdo do VEGF-C e do VEGFR-3 aconteceu de maneira
absolutamente inespecifica. Ou seja, estruturas que nao deveriam ser
coradas pelos anticorpos apresentaram imunomarcacgao. Portanto, ndo foi
possivel determinar controle interno negativo e por isso a imunomarcagéo
desses anticorpos nao foi quantificada. A quantificagdo da imunomarcacéao
pode n&o representar a condi¢ao biolégica da estrutura analisada.

De maneira exploratéria, para tentar identificar algum erro no método

da imunomarcagédo com os anticorpos VEGF-C e VEGFR-3 nos carcindides,
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realizamos imuno-histoquimica com esses anticorpos em tecidos de tumores
de tiredide e adenocarcinoma de pulméo, tecidos que sabidamente deveriam
expressar imunopositividade para esses marcadores. Encontramos a
mesma imunomarcagao inespecifica identificada nos carcindides tipicos.
Essa constatagdo nos faz acreditar que o epitopo utilizado pelo fabricante
esta direcionado para uma porgdo muito inespecifica da proteina a ser
estudada, o que compromete a utilizagdo desse anticorpo. Anticorpos contra
o VEGF-C e VEGFR-3, produzidos por outros fabricantes, devem ser
estudados em carcindide tipico para determinar se realmente a
imunomarcagao dessas moléculas n&o ocorre de forma especifica no tecido
estudado. Dessa maneira, poderiamos cercar a busca de uma resposta
biolégica do envolvimento dessas moléculas no processo de linfangiogénese
em carcindides tipicos.

E necessario discutir se a auséncia de controle interno negativo
aconteceu porque a expressdo do VEGF-C e do VEGFR-3 também
acontece em outras estruturas, além das células tumorais envolvidas na
linfangiogénese. Se isso realmente for uma verdade biologica o uso desses
anticorpos ndo vai identificar as estruturas envolvidas somente no processo
de linfangiogénese.

O LYVE-1 € um anticorpo produzido contra um epitopo de uma
proteina estrutural do vaso linfatico. Essa estrutura ndo se modifica no
processo de linfangiogenese. Por ser uma proteina estrutural e especifica
para vasos linfaticos sua identificagao € mais simples, pois o controle interno

negativo é facil de ser encontrado.
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Pela primeira vez no Brasil, esse anticorpo especifico para vasos
linfaticos foi utilizado. Nao ha descricdo na literatura indexada de estudos
realizados no Brasil com esse anticorpo em nenhum tecido tumoral. A
imunomarcagao do anticorpo LYVE-1 em carcindides tipicos se mostrou
satisfatoria e confiavel, pois encontramos controle interno negativo
adequado. O desenvolvimento da metodologia para quantificagcdo do LYVE-
1 encontrado em nosso estudo pode contribuir para futuros estudos sobre o
envolvimento linfatico no processo de linfangiogénese em outros tipos de

tumores.

6.7 Discussao sobre os resultados

Foi possivel predizer o risco individual de metastase linfatica em
funcdo do diametro do tumor primario e de metastase hematogénica em
funcdo do diametro e da localizagdo periférica do tumor primario. Usar
modelos matematicos para calcular o risco individual de desenvolver
metastase pode ser util na pratica clinica para uma melhor abordagem
terapéutica clinica e cirurgica, assim como para adequar o tempo e os
exames utilizados para o acompanhamento pos-operatorio.

A infangiogénese € um fenbmeno observado no parénquima dos
carcinomas, € implicada como indispensavel para que ocorra o fenébmeno
das metastases linfaticas e dessa forma, ja foi considerada em alguns
tumores como um fator preditivo e de prognostico destas metastases.

Apesar disso, ndo ha relato na literatura indexada de estudos que a tenha
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descrito, quantificado ou correlacionado com qualquer evento clinico em
tumores carcindides broncopulmonares.

Para a visualizacdo dos vasos linfaticos intratumorais, utiliza-se a
marcacdo das ceélulas de sua parede. Uma das formas de melhor os
identificar € a marcagao pela técnica de imuno-histoquimica. Porém,
também ndo ha na literatura indexada qualquer descri¢ao de técnica imuno-
histoquimica para a marcagdo de vasos linfaticos neoformados nesses
tumores. Desta forma, foi necessario, durante os trabalhos deste estudo, a
descoberta de qual a diluicdo do anticorpo primario contra o epitopo do
LYVE-1 complementar ao marcador utilizado. Além da diluigdo, foi também
necessario estabelecer qual o processamento ideal dos anticorpos
secundarios, do bloqueio de sitios antigénicos inespecificos e da peroxidase
endogena para o bindmio LYVE-1-tumor carcindide broncopulmonar.

Para que se chegasse a tais resultados, foi necessaria a realizagao
de varias baterias de teste, porém, o tumor carcindide tipico pode ser
considerado como um tumor ndo muito incidente, tornando os espécimes
ressecados um material raro, exigindo uma decisédo logistica de nao se
realizar baterias que envolvessem um grande numero de casos. Porém,
como nao se conhecia nem a presenca, nem a densidade de vasos linfaticos
neoformados no tumor estudado, havia o risco do resultado “negativo” gerar
uma duvida, pois ha duas hipoteses ao menos que o explica. A primeira
seria a real auséncia de vasos nos espécimes, a segunda seria em
consequéncia da técnica utilizada, e configuraria o falso negativo. Tal duvida

pode ser esclarecida pela marcacao de células que servissem como controle
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interno positivo da lamina, porém, nem os macrofagos sao considerados
controle interno positivo para o LYVE-1. Como controle externo positivo
foram utilizados tecidos benignos e malignos de outra natureza que n&o o
tumor carcinoide, porém é sabido que tecidos de origem diversa podem
expressar antigenos de forma ndo-uniforme, e ndo consistem no controle
ideal da reacao.

A auséncia de controle interno positivo ideal descrito na literatura
indexada n&o comprometeu a analise das laminas, pois houve
imunoexpressao nos tumores corados. Porém, nesse momento houve
necessidade de se estabelecer a diluicdo ideal, e tal objetivo foi
completamente conquistado, e de forma inédita no continente latino
americano para o LYVE-1 e para toda a literatura indexada para os tumores
carcinoides.

Quanto ao controle interno negativo, observou-se a auséncia de
marcacido em células ndo tumorais ao redor do parénquima tumoral, porém,
a especificidade da marcacao ainda nao foi a ideal, pois observa-se ainda
marcagao de células benignas de epitélios adjacentes.

Para a imunomarcagao ideal, sugerimos em estudos futuros a
utilizagcdo de dois anticorpos contra proteinas estruturais do endotélio dos
vasos linfaticos. Ou seja, realizar a dupla marcag&o, como por exemplo com
o LYVE-1 e a podoplanina.

A marcagao da parede dos vasos linfaticos foi obtida tanto na regiao
do parénquima intratumoral quanto da regido peritumoral regido que

circunda o parénquima tumoral. Nao ha descricdo de qual area deve ser
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considerada, optou-se pela quantificacdo das duas areas em separado, e de
um eventual estudo da correlagdo entre ambas. Iniciou-se pelo que
intuitivamente parece ser o mais obvio, que os vasos linfaticos neoformados
que entram em contato com as células malignas no parénquima tumoral séo
provavelmente os melhores candidatos a permitirem o fenémeno de
metastase por essa via.

Na literatura indexada, em outros tecidos neoplasicos a quantificagao
dos vasos linfaticos intratumorais foi um fator preditivo de tempo livre de
doenca e de metastase em neoplasias como de mama, endométrio, célon,
pulmao, préstata, ovario pancreas e cabeca e

169,170,171,172,173,174,175,176
pescogo > LS .

Entretanto essa relacdo ndo esta
estabelecida para todos os tumores e em carcindides tipicos nunca havia
sido empregada.

A densidade de vasos linfaticos neoformados da area central do
parénquima tumoral marcados pelo LYVE-1 ndo foi uma variavel preditiva do
risco individual de metastase linfatica ou hematogénica. O significado
funcional dessa descoberta ainda permanece incerto. Nado se sabe se as
células que tém maior potencial metastatico sdo as do centro ou da periferia
do tumor. Portanto, a quantificacdo da densidade de vasos linfaticos
neoformados peritumorais e a correlacdo das densidades intra e
peritumorais se fazem necessarias para uma melhor compreensao do

envolvimento dos vasos linfaticos neoformados no desenvolvimento de

metastase tanto linfatica quanto hematogénica.
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Tanto a neoformagdo de vasos linfaticos quanto a progresséo
espacial da célula até os mesmos, sao fendbmenos intimamente relacionados
aos processos biomoleculares matriciais. O tecido tumoral causa
desequilibrio nas fibras da matriz'®"'%'%  resultando em acUmulo ou
diminuicdo  destes componentes®  caracterizando um  fenétipo

invasivo, 110111

. Novas e fortes evidéncias indicam que uma interacao bem
mais complexa entre as moléculas constitucionais e funcionais das células
tumorais e do endotélio linfatico é necessaria para o desenvolvimento de
metastase linfatica'®®. Portanto, talvez néo seja o nimero de vasos linfaticos
intra ou peritumorais, mas sua relagdo com estruturas da matriz que
justifiquem o fendtipo invasivo, responsavel pelo aparecimento de
metastases linfaticas e hematogénicas.

Ao término do prazo para a conclusdo do projeto, nao houve tempo
suficiente para a quantificacdo do fenébmeno de linfangiogénese peritumoral.
Sugerimos que o estudo da linfangiogénese prossiga com a quantificagao da
area peritumoral e sua relagdo com as areas intratumoral, com a dupla
imunomarcagao LYVE-1/podoplanina e com o uso de outros anticorpos
contra VEGF-C e VEGFR-3 na tentativa de melhor entender esse fenbmeno
contribuindo assim, com um melhor entendimento do processo de
desenvolvimento de metastase linfatica e hematogénica em pacientes
portadores de carcindides tipicos.

Outro fenbmeno que talvez explique a auséncia de diferenca entre os

grupos sem e com metastase linfatica e a densidade de vasos linfaticos

neoformados na area central do parénquima tumoral seja a alteragéo
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histologica e funcional do linfonodo acometido. Neste trabalho ndo foi
quantificada a densidade de vasos linfaticos dos linfonodos ressecados sem
e com metastase, porém, a sua quantificagdo é o préximo passo natural
para a melhor compreensao de uma eventual participagcdo desses neovasos
e a predisposi¢ao do paciente a sofrer de metastase linfatica. Porém, pelo
fato de haver mais de um milhar de linfonodos dissecados na nossa
casuistica, a analise de todos os especimens exigiria um aparato logistico

que fugiria ao escopo do presente projeto.
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7.2

Houve imunoexpressdo do LYVE-1 em tumores carcinodides
tipicos broncopulmonares. Houve imunoexpressao do VEGF-C
e do VEGFR-3 em tumores carcindides tipicos
broncopulmonares porém, nao foi possivel encontrar um

controle interno negativo.

N&o houve diferenga na imunoexpressdo do imunomarcadores
LYVE-1 entre os grupos de pacientes com e sem metastase

(linfatica ou hematogénica).

Foi possivel predizer o risco individual de metastase linfatica
em fung¢do do diametro do tumor primario.

Foi possivel predizer o risco individual de metastase
hematogénica em fungcdo do diametro e da localizagao
periferica do tumor primario.

Nado foi possivel predizer o risco individual de metastase
hematogénica ou linfatica em fungdo da imunoexpressao do

LYVE-1
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Apéndice 2 — Tabela 3: Regresséo logistica para prever o “M” operatorio

Variaveis na equagdo B S.E. Wald df  Sig. Exp(B) 95% C.I. para Exp(R)

Inferior Superior
Etapa SEXO(1) .032 576 .003 1 955  1.033 .334 3.196
1
IDADE .024 .018 1.784 1 182 1.024 .989 1.061
CENTRAL x PERIF (1) .360 .668 .291 1 590 1434 .387 5.313
DIAMETRO .044 016 7.203 1 .007 1.045 1.012 1.079
N OPERATORIO .862 3 .835
N OPERATORIO (1) -.223 1.158 .037 1 .848 .800 .083 7.742
N OPERATORIO (2) 792 903 .768 1 .381  2.207 .376 12.961
N OPERATORIO (3) -2.976 22.247 .018 1 .894  .051 .000 44100841
92653361
00.000
Constant -5.063 1.030 24,163 1 .000 .006
Etapa IDADE .024 .018 1.924 1 165  1.025 .990 1.060
2
CENTPERI(1) .359 .668 .289 1 591 1.432 .387 5.309
DIAMETRO .044 016 7.219 1 .007 1.045 1.012 1.079
NOPERAT .904 3 .824
NOPERAT(1) -221 1157 .036 1 .849  .802 .083 7.741
NOPERAT(2) .800 .889 811 1 368  2.227 .390 12.711
NOPERAT(3) -2.989 22.246 .018 1 .893 .050 .000 43426763
31902458
00.000
Constant -5.062 1.030 24136 1 .000 .006
Etapa IDADE .024 .017 1.910 1 167 1.024 .990 1.059
3
CENTPERI(1) 428 .660 421 1 517 1534 421 5.591
DIAMETRO .045 .016 7.651 1 .006 1.046 1.013 1.079
Constant -5.027 1.008 24.861 1 .000 .007
Etapa IDADE .027  .017 2.726 1 .099 1.028 .995 1.062
4
DIAMETRO .041  .015 7.610 1 .006 1.042 1.012 1.072

Constant -4.951 .994 24818 1 .000 .007
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Apéndice 3 — Tabela 4: Regresséo logistica para prever o “NM” conjunto

Variadveis na R S.E. Wald df  Sig. ExpR)  95.0% C.l.for EXP(R)
equagao
Inferior Superior
Etapa 1 SEXO(1) 314 .396 .628 1 428  1.369 .629 2,978
IDADE .010 .012 .707 1 400 1.010 .987 1.034
CENTPERI(1)  .701 448 2.448 1 118 2.016 .838 4.850
DIAMETRO .034 .012 8.103 1 .004 1.035 1.011 1.060
Constant -3.209 .661 23.554 1 .000 .040
Etapa 2 IDADE .012 .012 1.053 1 305 1.012 .989 1.036
CENTPERI(1)  .696 448 2.409 1 121 2.006 .833 4.832
DIAMETRO .034 .012 8.187 1 .004 1.035 1.011 1.060
Constant -3.163 .658 23111 1 .000 .042
Etapa 3 CENTPERI(1)  .849 422 4.042 1 .044  2.337 1.022 5.348
DIAMETRO .037 .012 9.430 1 .002 1.037 1.013 1.062
Constant -2.700 465 33.695 1 .000 .067
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Apéndice 4 — Tabela 5: Piumor

Contagem de cels tumorais
n Campos Ptumor
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 91 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 971
3 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 93 | 100 | 993
4 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 96 | 85 | 100 | 100 | 971
5 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 970
6 100 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 93 | 100 | 100 | 100 | 989
7 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 92 | 100 | 100 | 992
8 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
9 100 | 100 | 90 | 100 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 970
10 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
11 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
12 | 100 | 90 | 86 | 100 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 956
14 | 100 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 91 | 100 | 100 | 986
15 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 995
16 | 100 | 100 | 100 | 99 | 95 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 984
17 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
18 | 100 | 100 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 90 | 100 | 86 | 972
19 | 100 | 96 | 100 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 986
20 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 100 | 96 | 986
21 | 100 | 96 | 87 | 100 | 100 | 100 | 86 | 100 | 100 | 90 | 959
22 | 100 | 100 | 100|100 | 80 | 85 | 100 | 90 | 100 | 100 | 955
23 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 986
24 80 |100| 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 975
26 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
27 | 100 | 86 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 986
28 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 980
29 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 985
30 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 990
31 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 96 | 100 | 996
33 | 100 | 100 | 80 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 100 | 96 | 972
34 | 100 | 100 | 100|100 | 95 | 100| 91 | 86 | 90 | 97 | 959
35 96 86 | 90 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 968
36 | 100 | 100 | 90 | 100 | 100 | 90 | 100 | 90 | 100 | 100 | 970
37 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
38 80 (100 | 95 | 100 | 86 | 100|100 | 91 | 100 | 100 | 952
39 | 100 | 100 | 100 | 90 | 90 | 100 | 84 | 100 | 100 | 100 | 964
40 | 100 | 100 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 980
41 96 85 | 100 | 90 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 95 | 962
42 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 86 | 100 | 90 | 966
43 96 |100| 99 |100| 96 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 971
44 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
45 80 86 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 966
46 | 100 | 100 | 90 | 85 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 98 | 969
47 | 100 | 90 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 980
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Contagem de cels tumorais
n CampOS I:)tumor
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

48 | 100 | 100 | 90 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 980
49 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 990
50 | 100 | 100 | 96 | 100 | 98 | 100 | 100 | 90 | 100 | 100 | 984
51 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
52 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 100 | 990
53 80 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 970
54 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 990
55 89 |100| 91 | 100|100 | 100 | 97 | 100 | 100 | 100 | 977
56 | 100 | 100 | 90 | 100 | 87 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 972
57 | 100 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 995
59 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
60 | 100 | 87 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 94 | 100 | 971
62 | 100 | 100 | 96 | 100 | 98 | 89 | 100 | 90 | 100 | 100 | 973
63 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 91 | 100 | 100 | 100 | 100 | 987
65 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 80 | 100 | 980
66 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 995
67 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 93 | 100 | 993
68 88 |100| 91 | 100|100 | 100 | 99 | 100 | 100 | 100 | 978
69 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 80 | 100 | 95 | 100 | 100 | 975
71 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
72 | 100 | 93 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 993
73 | 100 | 86 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 982
74 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 991
76 | 100 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 986
77 98 | 100 | 100 | 80 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 974
78 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 80 | 100 | 975
79 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
81 90 | 100|100 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 100 | 986
82 | 100 | 100 | 100 | 99 | 100 | 97 | 100 | 100 | 100 | 100 | 996
83 | 100 | 96 | 90 | 100 | 100 | 86 | 95 | 100 | 100 | 100 | 967
85 | 100 | 100 | 90 | 95 | 100 | 100 | 100 | 93 | 100 | 100 | 978
86 | 100 | 80 | 100 | 97 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 100 | 967
87 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 990
88 | 100 | 80 | 100 | 90 | 100 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 950
91 86 |100| 90 | 90 | 100 | 85 | 100 | 100 | 100 | 100 | 951
92 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 100 | 95 | 986
94 | 100 | 100 | 100 | 100 | 87 | 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 977
95 | 100 | 90 | 100|100 | 80 | 96 | 87 | 85 | 100 | 100 | 938
96 90 (100|100 | 99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 80 | 100 | 969
97 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
98 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 96 | 89 | 100 | 100 | 980
99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 93 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 993
100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1000
101 | 95 93 | 100|100 | 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 983
102 | 100 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 93 | 988
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Contagem de cels tumorais
n CampOS I:)tumor
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

103 | 100 | 96 | 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 991
104 | 100 | 100 | 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 99 | 100 | 100 | 995
105 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 96 | 100 | 90 | 100 | 100 | 986
107 | 100 | 100 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 980
108 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 91 | 100 | 100 | 100 | 100 | 981
109 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 80 | 95 | 100 | 975
110 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 87 | 100 | 987
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Apéndice 5 — Tabela 6: Pymor, Pi e IPI

Contagem LYVE - 1 - Vasos
n Campos Pumor | Pi IPI
1/2|3/4|5|6|7|8]9]10

2 2|/2|0/0({0|0|0|0O|1| O| 971 | 5 | 5.149330587
3 o|0|j0O|0O|0O|0O|0O|O|O| O] 993 | O 0
4 0/|0|0|0|0|0|0O|1|0O| Of 971 | 1 | 1.029866117
5 0/0|0|1|0|2|0|0|0| O] 970 | 3 | 3.092783505
6 |0|0|0|0|0|0|1|0|0| O| 989 | 1 |1.011122346
7 |0|0|0O|O|O0O|O|O|O|1] O| 992 | 1 |1.008064516
8 |0|0O|0O|0O|O|O|O|0O|0O| O|1000]| O 0
9 0O|0|0|0|2|0|0|0O|0O| O] 970 | 2 2.06185567
10 (1/0|0|0|0O|O|0O|0O|1]| O|1000]| 2 2
11 (0j0|0|0O|O|0O|0O|1]|0| O]1000] 1 1
12 |0({1]2|0|0|2|0|0|0| O 956 | 5 |5.230125523
14 |0({0|1|0|0|0O|0O|0|0| Of| 986 | 1 |1.014198783
15 |0(0|1|1|0|0|0|0O|1]| O 995 | 3 | 3.015075377
16 |0{0|0|1|1(0|0|0|1]| O] 984 | 3 | 3.048780488
17 |0|0|0|0O|0O|1|0|0|0O| O]1000] 1 1
18 |0|{0|1|0|0|0O|0|0O|0O| O] 972 | 1 | 1.028806584
19 |0|0|0|0|0O|O|O|O0O|0O|] O| 986 | O 0
20 |0|/0|0|0|1|0|0|0|0| Of| 986 | 1 |1.014198783
21 |0/0[1/0|0|0|2|0|0| O 959 | 3 |3.128258603
22 |0/0(0|0|0|1|1|0|0| O| 955 | 2 |2.094240838
23 |0|/0(0|0|2|0|0|0|0| O| 986 | 2 | 2.028397566
24 |1/0(1/0|0|0|0f|0|0| O 975 | 2 |2.051282051
26 |0/0|0|0|0O|O|0O|0O|1| O|1000] 1 1
27 |0|/0[0|1|0|0|0|0|0| O| 986 | 1 |1.014198783
28 |[0/0[0|0|0|0|1{0|0| Of 980 | 1 |1.020408163
29 |[0/0(0|0|0|0|1|0|0| O| 985 | 1 |1.015228426
30 |0/0(0|0|1|0|O|O|1] O| 990 | 2 2.02020202
31 |0/0(0|0|0|0|O|O|0O] 0|99 | O 0
33 |0/0(2|0|0|0|1{0|0| O 972 | 3 |3.086419753
34 |0/0[0|0|2|0|0|2|1| 1| 959 | 6 |6.256517205
35 |0/1(0|0|1|2|0|1|0| O| 968 | 5 |5.165289256
36 |0/0|0|0|0|1/0|0|0| O| 970 | 1 |1.030927835
37 |0|2|0|0|0|0O|O|O|0O| O|1000]| 2 2
38 |1/0(2(0|1|0|0|1]0| 0| 952 |5 5.25210084
39 |0/0(0|2|1|0|1|0|1|] O| 964 | 5 |5.186721992
40 |1({0|0|0|3|0|2|1|1]| O] 980 | 8 |8.163265306
41 |2(3|0|1|0|0|1]|0|1] O] 962 | 8 |8.316008316
42 |0(0|0|0O|O|O|1|1]|0]| 1] 966 | 3 | 3.105590062
43 |1({0|0|0|0|3|1|0|0]| O] 971 | 5 |5.149330587
44 |0(0|0|0O|O|O|O|0O|0O| O|1000]| O 0
45 |1(2|0|0|0|0|0|0|2]| 1] 966 | 6 |6.211180124
46 |1|1(4|11|1]210]2]0 1| 969 | 13| 13.41589267
47 |0|2|0|1|]0|0|0|0O|0O]| O 980 | 3 3.06122449
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Contagem LYVE - 1 - Vasos
n Campos Pumor | Pi IPI
112]|3|4|5]/6|7]8|9]10
48 |[0|0|1|(0|0|j0O|l0O]j0O]O 1| 980 2 | 2.040816327
49 |0|0|0O|0O|0O|0O|0O|O]O 0| 990 0 0
50 |1/0|0|0(2|0]|0|2]0 0| 984 5 | 5.081300813
51 |0j0O|O|OfO|O|1|0O]O 1|1000| 2 2
52 |0j0|0|0Of1]|]0]|0|2]0 0| 990 3 3.03030303
53 |1/0|2|1({0|0|0|0]|O 1| 970 5 | 5.154639175
54 |0j1|0|0f1]0|0|0]O 0| 990 2 2.02020202
55 |2/0|0|0f(0|0O|0O|0O]|O 0| 977 | 2 | 2.047082907
56 |0j0|0|0f1]|]0|]0|0]1 0] 972 2 | 2.057613169
57 |1170|0|0(0|2|0|0]|1 3] 995 7 | 7.035175879
50 |0j0|1|0f1]|]0|0|0O]O 01000 | 2 2
60 (0|3|0|0|0|O|1]0]1 0| 971 5 | 5.149330587
62 (0|0|0|0O|2|2|0]1]0 0| 973 5 | 5.138746146
63 ([0|0|O0|O|0O|O|O|O0O]O 0| 987 | O 0
65 (0|0|O0|O|0O|O|1]|0]O 0| 980 1 | 1.020408163
66 (2|0|0|0O|0|0O|0O]O0O]O 0| 995 2 | 2.010050251
67 (1|0|0|0O|0|O|0O]O0O]O 0| 993 1 | 1.007049345
68 (2|1|1|(0|0|0|0O]1]0O 0| 978 5 15.112474438
69 (0|0|O0O|O|0O|1|0]0]O 0| 975 1 | 1.025641026
71 (0|0|0|2|0|0|0O]O0]O 01000 | 2 2
72 (0|2|0|1j0|1|0]0]O 0| 993 | 4 | 4.028197382
73 (1]0|0|0|0|O|0O]1]0O 0| 982 2 | 2.036659878
74 (0|0|0|1|0|0|1]0]0O 0] 991 2 | 2.018163471
76 (0|0|0|lO|0O|O|O]|O0O]O 0| 986 | O 0
77 (0|0|0|3|0|0|0]O0]O 0| 974 | 3 | 3.080082136
78 (0|0|2|0|0|0|1]0]O0 0| 975 3 | 3.076923077
79 (1|0|0|0Oj0O|O|0O]O0O]|1 01000 | 2 2
80 |[0|0|0O|O|O|O|O]jO]O 11000 | 1 1
81 |1|0|0|0|0O|2|0]0]O0 0| 986 | 3 | 3.042596349
82 |0|0|0Of|0O|O|O|O]O]O 0] 996 | O 0
83 |[0|1(3|0|0|2|1]0]0 1| 967 | 8 | 8.273009307
8 |1|0(|2(1|0|1|0]0]2 0| 978 | 7 | 7.157464213
86 |0|2(0|0|0|0O|0|O0|1 0| 967 | 3 3.10237849
87 |0|0|(0O]|0O|O|O|0O|O|1 0| 990 1 1.01010101
88 |0|2|0(1|0|0|0]j0]O 0| 950 3 | 3.157894737
91 |[3|0(1(1(2|0|2]0]0 1| 951 |10 | 10.51524711
92 |[0|0|l0Of|0O|O|1|0O]jO0O]O 1| 986 | 2 | 2.028397566
94 |0|0|1(0|2|2|0]0]O0 1| 977 | 6 | 6.141248721
95 |[0|0|0O|0O|O|O|O]jO]O 1| 938 1 | 1.066098081
9% |1|0(0f1|0|0|0]|0]2 0| 969 | 4 | 4.127966976
97 |(0|j1|(0(0|O0O|j0O|O]1]0O 01000 | 2 2
98 |[0|0|0Of0O|O|O|1]1]0 0| 980 2 | 2.040816327
99 |1|0|0Of0O|1|/0|l0O]j0O]O 0| 993 2 | 2.014098691
100 |0|0(0O|0O|O|0O|0O|O|1 0]1000| 1 1
101 |1|1|0(1|2|0|0|1]|1 0| 983 7 | 7.121057986
102 |1|]0(0|0|1|0]0]0O]|O 1| 988 | 3 | 3.036437247

Continua...



Apéndices

Contagem LYVE-1 - Vasos

n Campos Pwmor | Pi IPI
112|3(4|5|6|7[8]|9]10

103 |0|0(1|]0|0f1]0]|0|O 0] 991 2 | 2.018163471
104 |0|1(0|0|0O|0O]|0O]|1]|O 0| 995 2 | 2.010050251
105 0|0(0|0|0O|0O|0O|1|1 0| 986 | 2 | 2.028397566
107 |0|0(1]0|0f1]0]|0]|O0 0| 980 2 | 2.040816327
108 0|0(0O|0O|1|0]|0]|0O|O 0] 981 1 |1.019367992
109 |0|0(0|0|0O|0O|0|2]|1 0| 975 3 | 3.076923077
110 |0|1({0|0|O0|0|0]|0O|O 0| 987 1 ]1.013171226




