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RESUMO

O Cancer de Pulmao (CP) é uma neoplasia de grande prevaléncia no mundo e
apresenta taxas crescentes de incidéncia. Acomete principalmente homens entre 40
a 70 anos, sendo responsavel por 1/3 dos 6bitos por cancer. Os fatores etiolégicos
frequentemente associados a esta patologia sdo o tabagismo, as exposi¢des
industriais ao asbesto, uranio, niquel, arsénico, assim como poluentes atmosféricos
como o gas radénio. Representa um grande desafio para os oncologistas,
especialmente pela pequena taxa de sobrevida dos pacientes, em torno de 5 a 10%
ap6s 5 anos do diagnoéstico. A complexidade de padrées morfolégicos e pouca
diferenciagdo representam desafios para o diagnéstico do CP. Dentre as estratégias
introduzidas para auxiliar no reconhecimento dos tipos histolégicos do CP, a imuno-
histoquimica (IHQ) vem se destacando no estudo histogenético destes tumores. O
objetivo dessa pesquisa foi o estudo retrospectivo de 244 casos de CP, procedentes
do Hospital Especializado Otavio Mangabeira, diagnosticados em bi6épsias brénquica
e transbronquica no Servico de Histopatologia do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz, no periodo compreendido entre 1986 e 2004. Todos os casos foram
revisados de acordo com a classificacdo de cancer de pulmao da OMS (2004),
sendo os diagnésticos da presente investigagdo confrontados com os diagnosticos
iniciais. Os tumores definidos como carcinomas pouco diferenciados ou
indiferenciados (n=67) e as neoplasias definidas como casos dificeis para a
avaliagdo diagnéstica pelo HE (n=34) (divergéncia diagnéstica), foram submetidos a
IHQ. Esta foi realizada através do sistema Envision™ e utilizando o seguinte painel
minimo de marcadores antigénicos: CKAE1/AE3, CK8, CK34BE12, CK7, CK20,
SPA, CROMOGRANINA A e TTF-1. A freqiiéncia dos diferentes tipos neoplasicos
nos 244 casos analisados foi: carcinoma escamocelular, 36,9% (n=90);
adenocarcinoma, 27,0% (n=66); carcinoma neuroendécrino de pequenas células,
11,9% (n=29); tumor carcindide, 8,6% (n=21); linfoma/sarcoma, 2,4% (n=6);
carcinoma neuroendécrino de grandes células, 0,4% (n=1); carcinoma
adenoescamoso, 0,4% (n=1), permaneceram com o diagnéstico de carcinoma n&o
pequenas células pouco diferenciado, 5,7% (n=14) dos casos e 2,4% (n=6)
continuaram como neoplasia maligna indiferenciada. A 1HQ definiu
histogeneticamente 93,1% (n=94) dos casos examinados e 6,9% (n=7) deixaram de
ser avaliados por auséncia de tecido tumoral nas secgdes (exiglidade de material).
A modificagdo do diagnéstico entre a analise histologica e andlise dos 101 casos
através da IHQ, apresentou uma concordancia negativa de 71,3% e concordancia
positiva de 28,7%. A avaliagdo geral de todos os tumores (244 casos) na 12 andlise
(HE) e as neoplasias classificadas na 22 andlise em HE+IHQ resultaram em uma
concordancia negativa de 27,5% e concordancia positiva de 72,5%. Concluimos que
a IHQ é um bom método complementar para o diagnéstico de cancer de pulméo; o
painel minimo de marcadores antigénicos utilizados foi capaz de definir
histogeneticamente 93,1% dos casos submetidos a IHQ; o diagnodstico preciso e
rigoroso do cancer de pulmao ndo prescinde do exame convencional em HE para a
escolha dos marcadores antigénicos a serem utilizados na interpretagdo diagnéstica
final.

Palavras chave: cancer de pulmao; diagnéstico; imuno-histoquimica; definigao
histogenética tumoral.



Abstract

Lung cancer (LC) is one of the neoplasias mostly prevalent worldwide and it shows
increasing rates of incidence. It attacks mainly men between the ages of 40 and 70,
and it has being responsible for 1/3 of all deaths caused by cancer. The most
important etiological factors associated with this kind of pathology are cigarrete
smocking and industrial expositions to asbestos, uranium, nickel, arsenic and
atmospheric pollutants as radon gas. It presents a great challenge for oncologists,
especially due to the low five years survival rate after diagnosis. Complex
morphological patterns and also lack of differentiation in many cases poses as
difficulties for the diagnosis of LC. Among the strategies introduced to help the
recognition of different histological types of LC, the immunohistochemistry (IHC)
appears as one of the most important methods in the histological diagnosis of these
tumors. The main objective of this research was to perform a retrospective study of
244 cases of LC, coming from the Otavio Mangabeira Thoracic Hospital through the
analysis of bronchial and transbronquial biopsies during the period of 1986-2004, at
the Histopathological Service, Gongalo Moniz Research Center. All of the cases were
revised according to the LC classification of WHO (2004) and the diagnosis of this
investigation were confronted with the first ones that are present in our files. The
criteria for sending the cases for IHC were tumors defined as indifferentiated/poorly
differentiated cases (n=67) and the ones considered as difficult cases for evaluation
on HE stain only (divergent diagnosis, n=34). The immunohistochemical study was
done using the Envision system™ and making use of the followings antigenic
markers: CKAE1/AE3, CK8, CK34BE12, CK7, CK20, SPA CHROMOGRANIN A and
TTF-1. The frequency of the different neoplasic types in the 244 analysed cases
were: squamous cell carcinoma, 36,9% (n=90); adenocarcinoma, 27% (n=66); small
cells neuroendocrine carcinoma, 11,9% (n=29) carcinoid tumor, 8,6% (n=21);
linfomas/sarcomas, 2,4% (n=6); large cell neuroendocrine carcinoma, 0,4% (n=1),
adenosquamous carcinoma, 0,4% (n=1). 5,7% of the tumors (n=14) remained as
non-small poorly differentiated cell carcinoma and 0,8% of cases (n=2) remained as
indifferentiated malignant tumor. The IHC was able to histogenetically define 93,1%
(n=94) of the cases analysed by this technique and 6,9% (n=7) could not be
evaluated due the lack of tumoral material on the slides. The diagnosis change
between the HE stain and the IHC analysis of the 101 cases showed a negative
concordance of 71,3% and a positive concordance of 28,7%. The evaluation of all
244 cases comparing the first analysis in HE stain and the second one including HE
+ IHC disclosed a positive concordance of 72,5% and a negative one of 27,5%. We
concluded that the IHC is a good auxiliary method for the LC diagnosis; the minimum
set of antigenic markers used in this study was to precisely define the histogenesis of
93,1% of the cases evaluated by IHC; the precise e rigorous diagnosis of LC can not
rule out the conventional HE satain exam in order to select the main diagnosis
possibilities and than choose the antigenic markers to be used in the final diagnostic
conclusion.

Keywords: Lung cancer; diagnosis; immunohistochemistry; tumoral histogenetic
definition.
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1 INTRODUGAO

Desde o inicio do século XIX até as primeiras décadas do século XX, o cancer
de pulmado (CP) era considerado como uma entidade rara. Acontece que sua
incidéncia vem aumentando de tal forma que hoje, esse aumento € de 3% ao ano,
sendo entdo considerado como a neoplasia maligna visceral de maior prevaléncia e
mortalidade no mundo. Acomete ambos sexos entre 40 e os 70 anos de idade
principalmente, € a primeira causa de morte por neoplasias malignas no sexo
masculino em muitos paises industrializados. A ocorréncia entre as mulheres €
crescente, tornando-se inclusive um problema de saude publica, uitrapassando o
carcinoma de mama como principal causa de morte, aproximando-se da ocorréncia
em homens, apresentando taxas crescentes de incidéncia e prevaléncia,
representando 13% dos novos casos anuais de cancer em todo o mundo,
correspondendo a cerca de um milhdo de novos diagnésticos (LANDIS et al., 1998;
COTRAN et al., 2000; ZAMBONI, 2002; SASCO, 2003; SOTTO MAYOR, 2006).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA) foi estimado para o ano
de 2008, no Brasil, 17.810 novos casos de CP em homens e 9.460 casos em
mulheres. Esses valores correspondem a um risco proximo de 19/100.000 nos
homens e 10/100.000 nas mulheres, sem considerar os tumores de pele nao
melanoma. No Brasil, o cancer de pulmdo em homens, é o terceiro mais freqilente
nas regides Nordeste (9/100.000) e Norte (8/100.000), enquanto que em mulheres, é
o quinto mais frequente na regido Nordeste (5/100.000).

Flanders et al. (2003) enfatizaram uma associagéo estatistica entre a freqiiéncia de
cancer de pulméo, quantidade diaria de consumo de cigarros, duragdo do habito e forma
de utilizar o tabaco. Outros carcin6genos quimicos estdo associados a ocorréncia do CP
como as exposi¢cdes industriais ao asbesto, uranio, niquel, cromatos, carvdo, gas
mostarda, arsénico, berilio, ferro; outros poluentes atmosféricos podem se tornar
importantes, no aumento da incidéncia e prevaléncia deste cancer, principalmente o
raddnio (WITHROW et al., 2003; PINKERTON et al., 2004).

A neoplasia puimonar geraimente é assintomatica durante sua evolugéo,

embora, uma grande parte dos pacientes apresenta manifestagdes clinicas,
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provenientes do tumor no momento do diagnéstico, de forma que, a doenga ja se

encontra avangada e com poucas opg¢des de tratamento (ZAMBONI, 2002).

Diversos tumores benignos e malignos podem acometer o pulmao, destes, 90
a 95% s&o carcinomas broncogénicos e os demais sdo neoplasias mesoteliais e
mesenquimais entre outros (COTRAN et al., 2000). O carcinoma broncogénico tem
se tornado um grande desafio para os oncologistas, especialmente pela pequena
taxa de sobrevida dos pacientes, em torno de 5 a 10% apés 5 anos, mesmo com os
avancos tecnolégicos e terapéuticos (GINSBERG et al., 1997).

Para Marson et al. (2002) mais de 90% dos carcinomas de pulmédo estdo
compreendidos em adenocarcinomas (30-40%), carcinomas escamocelulares (30%),
carcinomas de pequenas células (20-25%) e carcinomas de grandes células (10-
20%).

Alguns autores tém demonstrado existir associagéo entre o tipo histoloégico do
CP, comportamento clinico, indicagao terapéutica e prognostico. Capelozzi (2001),
por exemplo, demonstrou que o tratamento cirurgico para o carcinoma de pequenas
células tem um prognoéstico desfavoravel devido a grande disseminacgéo das células
tumorais deste tipo histoldégico. Desta forma, a classificagdo do tipo histolégico do
CP tornou-se fundamental para auxiliar o protocolo terapéutico, bem como, contribuir
para o conhecimento da evolugdo clinica destes tumores, incluindo suas

complicagdes.

O diagndstico dos tipos comuns de carcinomas de pulmao, geralmente, nao é
dificil, exceg¢do feita aos tumores poucos diferenciados. A classificagdo &
essencialmente baseada em critérios histolégicos definidos pela ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE (OMS).

A classificagdo proposta pela Organizagdo Mundial de Saltde (OMS),
modificada em 2004, é utilizada atualmente para o cancer de pulmio e é baseada
em seu aspecto histopatologico de forma que, o carcinoma broncogénico derivado
predominantemente do epitélio bréonquico, pode ser classificado em

adenocarcinoma, carcinoma de grandes células, carcinoma de pequenas células,
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carcinoma de células escamosas, carcinoma adenoescamoso, tumor carcindide e

carcinoma com elementos pleomorficos e sarcomatbdides (OMS, 2004).

O objetivo dos sistemas classificatérios &€ permitir o estabelecimento de
diagnosticos consistentes entre os patologistas, a partir da analise microscopica, ja
que parte das dificuldades em diagnosticar com exatidao carcinomas de pulmao, em
uma das sete categorias, mais importantes, vem das combinag¢des de padrbes
morfolégicos de muitos tumores (ALBERTI et al., 1986) e da complexa morfologia
pulmonar que nem sempre permite a identificagdo do tipo histologico tumoral,
através do exame histopatolégico convencional (CAREY, 1994). Rogli et al. (1985),
em um estudo de 100 casos de cancer de pulmao obtidos de bidpsia excisional,
observaram que em apenas 34% das lesdes avaliadas, um unico tipo celular foi

identificado.

Na tentativa de estabelecer critérios mais especificos no reconhecimento dos
tipos celulares do CP, foram langadas estratégias tecnoldgicas como a microscopia
eletrénica (ME) e a imuno-histoquimica (IHQ). Entretanto, dificuldades técnicas e
custos operacionais limitam a ampla utilizagdo destas metodologias na identificagéo
histogenética do CP, na rotina diagnéstica.

A imuno-histoquimica representa uma poderosa ferramenta diagnéstica em
tumores pulmonares, na detecgao de marcadores epiteliais, mesenquimais, linféides,
melanociticos, neuroenddcrinos hormonais €  moleculares, permitindo
frequentemente, a definigdo histogenética tumoral (TRAVIS et al, 1999,
CAPELOZZI, 2001).

Embora o exame anatomopatologico de bidpsias e a citopatologia do escarro
sejam suficientes para diagnosticar cancer de pulmédo, as dificuldades sao
freqlientes, especialmente no que diz respeito ao diagnéstico diferencial. Com o
advento da imuno-histoquimica tem-se agora um meétodo diagnéstico avangado e
que pode, através da pesquisa de marcadores tumorais diversos, permitir um
diagnéstico histogenético preciso da neoplasia pulmonar, contribuindo para uma

melhor avaliagdo e tratamento desta patologia.
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Assim sendo, a avaliagcdo retrospectiva de neoplasias pulmonares
diagnosticadas, através do exame anatomopatolégico convencional e utilizando a
imuno-histoquimica, podera trazer importantes informagdes sobre o céancer de
pulmao, a exemplo dos tipos histolégicos mais freqiientes, especiaimente no Estado
da Bahia. Ao mesmo tempo, informagdes clinicas recuperadas de prontuarios dos
pacientes do Hospital Especializado Octavio Mangabeira (HEOM), incluidos na
amostra deste estudo, podera contribuir para estabelecer o perfil epidemiolégico da
populagcdo acometida por cancer de pulmdo no Estado da Bahia, possibilitando
identificar e associar possiveis aspectos etiologicos, relacionados a cada tipo
histolégico dos CP, em nosso estado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

O Cancer ou carcinoma pulmonar (CP) é uma neoplasia maligna de grande
prevaléncia, sendo a principal causa de morte por cancer em ambos os sexos
(Uehara et al.,, 2001; Brambrilia, 2002; Santos, 2005), a 3 mais comum em
mulheres, depois do colon e cancer de mama (SANTOS et al.,, 2005). Acomete
cérca de 1,2 milhdes de pacientes/ano (Ahmedin et al., 2007) e representa cerca de
5% das mortes em geral (UEHARA et al., 2001).

Em 2000, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) estimou que cérca de 22.4
milhées de pessoas estariam vivendo com cancer, 10 milhdes de novos casos
seriam diagnosticados, dentre os quais, 53% aconteceriam nos paises em
desenvolvimento e 6,2 milhdes de 6bitos ocorreriam em todo mundo decorrentes de
neoplasias malignas ou suas complicagdes, o0 que reflete o aumento de
aproximadamente 23% nas taxas de incidéncia e mortalidade em relagdo a um
estudo similar realizado na década de 90 (PARKIN et al., 2001).

A American Cancer Society (ACS) estimou que mais de 1,4 milhdes de novos
casos de caéncer seriam diagnosticados em 2006 nos Estados Unidos, e mais de
564.000 americanos iriam morrer de cancer. Apesar dos esforgos visando
essencialmente a detecgdo precoce e tratamento do cancer do pulméo, sua elevada
taxa de mortalidade tem persistido por varias décadas. As taxas de mortalidade do
cancer de pulmao entre os homens diminuiram 1,3% por ano no periodo de 1990 a
1994 e 2,0% por ano entre 1994 e 2004.

Apesar de ainda elevada, a prevaléncia de CP tem diminuido e, segundo os
autores supracitados, devido a diminuigdo do consumo de cigarros nos ultimos 30
anos (PARKIN, 2005; JEMAL et al., 2008)

Em mulheres e jovens, entretanto, apesar de ja ter sido considerado pouco
frequiente, em cinco décadas houve um aumento de 550%. Nestes grupos (Gigliott et
al., 1999; Uehara et al., 2000), o aumento do consumo de tabaco e o fumo passivo
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sdo considerados fatores preponderantes. Apesar dos avangos diagnésticos e
terapéuticos, o CP permanece como uma doenga altamente letal, apresentando uma
taxa de sobrevida global em torno de cinco anos (BECKLES et al., 2003; SILVA JR,
2006).

Cayuela et al. (2008) apontaram que, as taxas de mortalidade por cancer do
pulm&o entre as mulheres da Unido Européia (UE) com idade compreendida entre
20 a 44 anos, depois de crescer em 2,8% entre 1970 a 1991, comecaram a cair em
3,6%. Isto significa que medidas eficazes podem ser tomadas para reduzir o nimero
de mulheres que fumam, de forma que a epidemia do céncer do puimao na UE

poderia ser colocada sob controle e ndo atingiria os niveis observados nos EUA.

No Brasil, a sua incidéncia é de mais de 25 mil pacientes/ano, com um risco
estimado de 19/100.000 nos homens e 10/100.000 nas mulheres. Segundo o
Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2008), o CP ocorreu em 17.810 homens e 9.460
mulheres. Guimardes (2007) demonstrou que a taxa de mortalidade entre os
homens aumentou de 10,64 para 13,07 6bitos/100.000 e em mulheres, de 3,04 para
5,37 6bitos/100.000 entre os anos de 1979 e 2004.

Considerando-se as regides do pais, em homens, o CP é o segundo mais
freqliente nas regides Sul (36/100.000), Sudeste (22/100.000) e Centro-Oeste
(16/100.000) e o terceiro nas regides Nordeste (9/100.000) e Norte (8/100.000). Para
as mulheres, &€ o quarto mais freqiiente nas regides Sul (16/100.000), Sudeste
(11/100.000), Centro-Oeste (9/100.000) e Norte (5/100.000), e o quinto mais
frequente na regido Nordeste (5/100.000) (INCA, 2008).

2.2 Aspectos etiopatogénicos

Durante a evolugdo bioldgica, as mudangas promovidas pela quebra dos
mecanismos de defesas, principalmente as que ocorrem via organizagédo histo-
anatémica, podem levar a maior susceptibilidade no processo de carcinogénese
pulmonar, sendo resuitado da agdo dos agentes mutagénicos que modificam as
estruturas ou expressdes de determinados genes que regulam a proliferagao, a
diferenciagdo e a morte celular (FONG et al., 2003).
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Estas alteragbes possibilitam a reprodugéo de clones de células que podem
dar origem ao desenvolvimento de neoplasias, de forma que, a carcinogénese
comega com a exposi¢cdo do epitélio a um agente agressor, resultando em dano

genético, usualmente associado a lesdo celular crénica.

As alteragbes mutagénicas e ndo mutagénicas ou epigenéticas na célula
favorecem a alteragbes morfolégicas, levando a transformacdo metaplasica do
epitélio cilindrico ciliado e mucoso em epitélio mais resistente, conseqiientemente,
em se tratando do aparelho respiratério, levando ao impedimento da aderéncia de
material particulado ao muco e dificuldade na sua eliminagdo. Este material
particulado retido expde o epitélio respiratorio a agéo carcinogénica. Ao persistir o
estimulo, o epitélio que sofreu a metaplasia pode adquirir entédo, caracteristicas de
imaturidade (displasia) e uma maior agressividade, podendo ocorrer a transformagao
em carcinoma ‘in situ” e posterior invasdao estromal, possibilitando a origem do
carcinoma, especialmente o de células escamosas e do carcinoma de pequenas
células (KERR, 2001; FONG et al., 2003; MIRANDA et al.,, 2003, WANG et al,,
2006).

A associagdo entre o tabagismo e o cancer de puimao ja é bem estabelecida.
Shopland (1995) ressaltou que, nos Estados Unidos, a mortalidade por este tipo de
cancer obedece a um padrao comportamental em relagdo ao tabagismo e exposi¢cao
a fumacga. O risco para desenvolver CP aumenta com doses crescentes de fumo,
quantidade da inalagdo, teor de alcatrdo e a qualidade do fabricante de cigarros
(GOMES, 2002; SOTTO-MAYOR, 2006; NAVARRO, 2007).

Flanders et al. (2003) constataram uma associagao estatistica entre frequéncia
de CP e quantidade diaria de consumo de cigarros, duragdo do habito, precocidade,
grau de inalagéo do tabaco e do contelido de nicotina, de forma que o risco diminui
em proporgao direta, ao nimero de anos de abandono do habito de fumar.

Alberg et al. (2007) relataram sobre o estudo classico de coorte de Hirayama
(1981), realizado pelo Instituto de Pesquisa do Centro Nacional do Céancer em
Toéquio, que a mortalidade por carcinoma broncogénico em mulheres nao fumantes,

casadas com homens fumantes foi quase o dobro daquelas em que os maridos eram
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n&o fumantes. Ao mesmo tempo, Wunsch-Fitho et at. (2002), em um estudo de caso
controle, mostraram o risco elevado de céncer de pulmao entre as pessoas com

histdrico familiar para este tipo de tumor. Quando fumantes e com antecedentes
familiares, estes autores relataram um risco de 2 a 3 vezes maior de desenvolver CP
que individuos que sé fumavam.

A Intemnational Agency of Research in the Céancer (IARC), em 1979 estimou
que os carcinégenos e promotores tumorais inalados da fumaga do cigarro, séo
responsaveis por cerca de 90% dos casos de cancer de pulmdo em homens e por
cerca de 78% dos casos em mulheres. Mais de 4000 compostos quimicos ativos
estdo presentes na fumacga do cigarro e, dentre esses, mais de 43 carcinégenos
foram identificados, a exemplo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (3,4-
benzopireno, metilfenantreno, entre outros), as aminas aromaticas e as
nitrosaminas. Esses hidrocarbonetos sdo considerados os de maior poder
carcinogénico, produzindo alteragdes no genoma, durante sua metabolizagcdo via
enzima hidrocarbono-hidroxilase-P450. A metabolizagdo desses produtos ocorre
principalmente no figado, podendo també&m ocorrer nos pulmdes e rins e déo origem
a didis-epdxidos, produtos intermediarios altamente lesivos para o DNA. A exemplo
da nicotina, cerca de 70%, é metabolizada em cotinina, sendo o citocromo P450 2A6
responsavel por 90% desta conversdo. Essas substancias provocam mutagdes e
alteragdes na expresséo dos genes, ativando os oncogenes, os responsaveis pelo
desenvolvimento do cancer e anulando os anti-oncogenes, os supressores tumorais
(MOREIRA et al,, 2001; ALBERG et al., 2007).

De acordo com Peilizio et al. (2006) e Pankiewicz et al. (2007), a longa
exposicdo do epitélio das vias aéreas a diferentes agentes carcinégenos do fumo
pode levar a lesbes pré-invasivas em 90-95% dos pacientes, as quais podem ser
reversiveis com a suspensdo do habito de fumar. Dacic (2008), em um estudo com
tecidos obtidos de broncoscopia e biépsias de pacientes com displasia brénquica,
demonstrou que cerca de 25% das lesGes displasicas progrediu para carcinoma
invasivo em um periodo médio de 36 meses e 50% dos carcinomas ‘in situ”
progrediram para carcinoma invasivo em um tempo médio de 30 meses.

Outros agentes carcindgenos ja descritos séo o asbesto, o arsénico, berilio, bis
(clorometil) éter, cadmio, cloreto de vinil, cromo VI, niquel, radénio, silica, carvéao,
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fuligem e vapor de acidos fortes contendo acido sulfirico (UEHARA et al., 2000;
MIRANDA et al., 2003; ZAMBONI, 2004; PINKERTON et al., 2004).

Kerr (2001); Zamboni (2002); Withrow et al. (2003) demonstraram que os
poluentes atmosféricos, também podem desempenhar algum papel no aumento da
incidéncia e prevaléncia deste cancer, principalmente o radénio, um gas radioativo
derivado da degradagao de uranio, presente no interior de solo e rochas. Esta

substancia € um risco potencial a satde dos trabalhadores de minas de uranio.

A exposigdo ocupacional a determinados elementos quimicos como a silica,
presentes nos processos de extragdo e beneficiamento de rochas e pedras, na
mineragdo de ouro e pedras preciosas, conduzem os trabalhadores a silicose,
doenga que predispde o desenvolvimento de cancer de pulmao (risco relativo
aproximado de 4) (ZAMBONI, 2002; BARBOZA et al., 2008).

2.3 Aspectos clinicos

De acordo com Porta et al. (1986) os sintomas respiratérios no cancer de

pulmao, tém uma grande repercussao na qualidade de vida dos doentes.

Geralmente, os sintomas iniciais sao inespecificos, como a tosse, a hemoptise
e se devem ao crescimento intrabronquial do tumor, outros, refletem a invaséo dos
espacos e de estruturas adjacentes ao pulmao como mediastino (disfonia, sindrome
da veia cava). Os tumores de localizagdo central provocam sinais como tosse,
sibilos, estridores (roncos), hemoptise, dispnéia e sintomas como dor toracica,
causados por obstrugdo endobronquial. Ja os tumores de localizagao periférica, em
geral sdo assintomaticos.

Dos efeitos locais, a tosse € o mais comum (45 a 75%). No carcinoma
bronquioloalveolar, por exemplo, pode ocorrer com grandes volumes de secrecéo
mucdide. Em seguida contamos com a hemoptise cuja incidéncia esta entre 27 a
57%. A dor toracica esta presente em 27 a 49% dos casos de neoplasia de pulmao,
é freqientemente intermitente e do lado do tumor. A dispnéia esta presente em

aproximadamente 37% da populagdo com CP, provocada por obstrugdo de grandes
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vias aéreas, intrinseca e extrinseca. Em 18% dos pacientes, ocorre rouquiddo como
primeiro sinal, principaimente por paralisia da corda vocal esquerda, devido a
localizacao e trajeto do nervo laringeo-recorrente esquerdo. Em torno de 7% dos
pacientes com cancer de puimao exibem derrame pleural neoplasico, que séo
exudatos sero-sanguinolentos, comumente, associados com adenocarcinomas.
Outras causas de derrames pleurais em pacientes com neoplasia de puimao séo
devidas a metastases, obstrugao linfatica, pneumonite pés-obstrutiva ou atelectasia
e infarto pulmonar (MOREIRA et al., 1997).

Associadas a sinais e sintomas especificos, encontramos as sindromes de:
Pancoast-Tobias, que ocorre nos casos de tumor dos Ilobos superiores,
caracterizada por dor, sendo mais freqiientes em carcinomas néao pequenas céiulas,
especialmente do tipo escamoso e que exibem crescimento lento. A sindrome de
Claude Bernard Horner coexiste com a sindrome de Pancoast, se apresenta com
destruicao 6ssea e a atrofia de musculos da mao. A sindrome da compressao da
Veia Cava Superior (SVCS), pode ser causada pelo tumor primario ou pelas

adenomegalias, favorece a obstrugéo do fluxo sangilineo na veia cava superior.

2.3.1 Diagnéstico clinico

O carcinoma broncogénico tem se tornado um grande desafio para os
oncologistas, especialmente pela pequena taxa de sobrevida dos pacientes, em
torno de 5 a 10% apés 5 anos, 0 que se deve ao fato da evolugdo da doenga ser
lenta e assintomatica e levar ao diagnostico tardio, mesmo com os avangos
tecnologicos e terapéuticos. Em relagdo as outras neoplasias, tem havido
relativamente poucas mudangas na sobrevida, a despeito da intensa investigagao na
detecgdo precoce e de novos métodos de radioterapia, cirurgia e novas drogas
quimioterapicas (GINSBERG et al.,, 1997; UEHARA et al.,, 1998, UEHARA et al.,
2000).

Para Moreira et al. (1997) a maior parte dos diagnésticos de carcinoma
bronquico acontece quando a doenga se encontra avancada locaimente ou ja
disseminada, uma vez que tumores iniciais ndo costumam produzir sinais/ sintomas

que justifiquem a investigacdo mais especifica, de forma que, mais de 90% dos
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doentes com cancer do puimao, sdo sintomaticos no momento do diagnéstico e a

presencga de sintomas evidencia um mau prognostico.

O diagnostico tecidual de neoplasias pulmonares malignas € essencial para
determinar o tipo histolégico e estadiamento do paciente, fatores estes que guiam o
tratamento adequado. Outros estados clinicos como as doengas cardiovasculares,
pulmonares, hematolégicas, além de perda de peso e fatores relacionados ao tumor
como a localizagdo, invasdo nos 6rgdos, nbédulos ou extensdo da doenga
influenciam sobremaneira a escolha terapéutica (ZAMBONI, 1998; KOMAKI, 1998).

Grande nimero de pacientes se apresenta ao médico em estagio avangado da
doenca e apenas entre 15 a 20% dos pacientes com carcinoma brénquico tém
doenca localizada. Em aproximadamente 25% dos casos, a neoplasia se encontra
também nos linfonodos regionais e, em 55% ou mais, o tumor ja se apresenta com
metastases a distancia (CAPELOZZI, 1998; CAPELOZZI, 2001; CAPELOZZI, 2005).

Diversas estratégias tém sido discutidas e utilizadas para identificar
precocemente o cancer de pulméo, a exemplo dos estudos “screening’, realizados
em populagdes de alto risco para este tipo de cancer, como fumantes e em

trabalhadores submetidos a exposicdo ocupacional de determinadas substancias
(KAZEROONI, 2005).

Os resultados destes programas de triagem para detecgao precoce do CP sao
controversos na literatura. Os primeiros dados da década de 70, utilizando o exame
citopatolégico do escarro e a radiografia do térax, ndo mostraram resultados
satisfatérios. Recentemente na década de 2000, alguns trabalhos japoneses
mostraram melhores resultados, mas mesmo assim, ndo definitivos. Atualmente
novos estudos estdo sendo feitos usando a tomografia computadorizada como
ferramenta diagnéstica, mas os resultados estdo ainda sendo publicados e
submetidos & apreciagao geral.

Segundo Fernandez et al. (2002) a classificacdo do estadiamento clinico,
universalmente aceita e adaptavel a quase todos os tumores soélidos, € a

recomendada pela Unido Internacional contra o Cancer (UICC) e pelo Comité da
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Associagdo Americana em Cancer (CAAC). Esta classificagao foi criada por Denoix

em 1946 e suas regras foram reconhecidas para o cancer do pulmao.

Recomendada para descrever a extensdao anatémica da doenga, o
estadiamento se baseia em algumas caracterisitcas especificas do tumor, como a
posigdo do tumor primario, o tamanho e o grau de extensao local do tumor primario
(T), presenca ou auséncia de metastases em linfonodos regionais comprometidos
(N) e a presenga ou auséncia de metastases a distancia(M), que por conta do
avanco tecnoldégico dos métodos de diagnéstico, sdo importantes para orientar o
tratamento e estimar o prognéstico. Esse sistema de estadiamento clinico-patolégico
€ conhecido como TNM.

Trigueros et al. (2007) salientaram que a sobrevivéncia global dos pacientes
com carcinoma broncogénico, ndo mudou de forma substancial, apesar dos avangos
da medicina e da inclusao de novos tratamentos nestas trés ultimas décadas. E
muito importante o diagnostico precoce, uma vez que o indice de mortalidade é
devido ao fato da maioria dos casos ser diagnosticado em estado avangado de
desenvolvimento e disseminagao tumorais (PANKIEWICZ et al., 2007).

2.3.2 Técnicas diagndsticas usuais

O Cancer do pulméao é reconhecido por apresentar um comportamento variavel
devido aos seus diversos tipos histoldgicos, de forma que, torna-se fundamental
conhecer o tipo morfolégico e a extensdo anatdbmica da doenga para indicar o

tratamento adequado e prever o progndstico de cada caso (FERNANDEZ et al,,
2002).

Gledhil et al. (1997); Fernandez, Jatene, Zamboni et al. (2002) apresentaram
como os métodos mais utilizados para o diagnéstico do cancer do puimao, exames
radiolégicos, a citologia do escarro, a broncoscopia, a pungiao aspirativa
transtoracica e a toracoscopia com biépsia, entre outros.

2.3.2.1 Radiografia de Térax
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Barros et al. (2006), descreveram que a suspeita da doenga é dado, na maioria
dos casos, pela radiografia de térax, o qual é considerado um exame de facil
execucdo e de custo relativamente baixo. Embora a sua baixa resolucso dificulte a
deteccéo de alteragcbes minimas e precoces, para tumores maiores a sensibilidade
esta em torno de 70% e especificidade em torno de 90%. E imprescindivel para
selecionar, o procedimento mais adequado de obtengéo de amostra citohistoldgica

como: a broncoscopia com bidpsia brénquica (BB) ou bidpsia transbronquica (BTB)

2.3.2.2.Tomografia computadorizada - TC

E o método mais usado no diagnéstico por imagem do céncer de pulmao.
Permite a detecc@o de lesGes pulmonares, sua localizagéo, extenséo e progressao.
Indicado para o estudo inicial, bem como para controlar a evolugdo e a presenca de
alteragdes das lesdes (tamanho e volume). Utiliza-se contraste iodado endovenoso,
para diferenciar as lesdes benignas e malignas. A sensibilidade do método & de 98%
e a especificidade de 58%. O valor preditivo positivo € de 68% e o negativo de 96%
(SHURE e ASTARITA, 1983; GASPARINI, 1997).

2.3.2.3 Citologia do escarro

E o unico método de diagnéstico ndo invasivo disponivel para confirmar o
diagnostico de cancer de pulméo e esta indicada para os casos onde ha contra
indicagbes para a broncoscopia, a exemplo de hipoxemia, o sangramento, a
instabilidade cardiovascular (GLEDHIL et al., 1997; FERNANDEZ et al., 2002).

Ja em 1971, Oswald et al. relataram que em aproximadamente 40% dos
pacientes portadores de cancer do pulmao, uma Unica amostra de escarro poderia
apresentar positividade e que este nimero aumenta para 56%, 69% e 85%, dos
pacientes nas 2* 3* e 4 amostras, respectivamente.

Frost et al. (1984) relataram, que a eficiéncia da citologia do escarro é
influenciado pela localizagdo, tamanho e tipo histolégico do tumor. Os melhores
resultados, com sensibilidade em torno de 70%, sao obtidos quando os tumores séo
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grandes e centrais como 0s carcinomas escamosos, representados na maioria das

neoplasias pulmonares.

2.3.2.4 Broncoscopia

De acordo com Zamboni (2001) e Soler et al. (2004) é o principal exame na
avaliagdo diagnodstica e estadiamento de pacientes com CP e, segundo estes
autores, a técnica é de facil realizagado, seguro e com boa tolerancia pelos pacientes
e fornece informagdes sobre a localizagdo do tumor. (LORENZONI, 2001;
BUGALHO, 2008).

Através desta técnica, &€ possivel obter espécimes de bidpsias brdnquicas,
biépsias transbronquicas, quando as lesdes estdo localizadas além da vista do
endoscopista e material para citologia (MONTEIRO, 1995; ZAMBONI, 2001;
ZAMBONI, 2004; BUGALHO, 2008).

2.3.2.5 Puncao-bidpsia percutanea com agulha fina (PAAF)

A PAAF foi descrita pela primeira vez em 1883 como um método para o
diagnéstico das pneumonias e, em 1886, utilizada para auxiliar o diagndstico de
tumores pulmonares (Fernandez, Jatene, Zamboni et al., 2002). O desenvolvimento
de agulhas finas, intensificador de imagens e técnicas citolégicas diminuiu os riscos
de pneumotorax e, atualmente é considerado por alguns, o procedimento de escolha
para tumores periféricos dos pulmdes (ZAMBONI et al., 2003; ZAMBONI, 2004).

A sensibilidade desta técnica varia de 70 a 100%, depende da localizagdo e do
tamanho da lesdo, sendo maior nos tumores maiores que 3 cm. Dentre as contra-
indicagdes para a PAAF estao tosse incontrolavel, lesao central e o risco aumentado
de hemorragia pés pungado (CARAZZAI et al., 2006).

2.3.2.6 Biopsia aspirativa por agulha grossa ou PAG ou core needle biopsy

Esta técnica é util para o diagndstico das massas tumorais e € realizada com

auxilio de uma agulha de calibre grosso, guiada com ultra-som. A agulha permite
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retirar fragmentos de alguns milimetros de diametro e alguns centimetros em
comprimento, o que permite a analise do mesmo através do HE convencional, da
imuno-histoquimica e da microscopia eletrénica, aumentando a especificidade
diagnostica (ZAMBONI, 2003; IRION et al., 2006). Na presente casuisitica, este tipo
de biopsia foi excluido em razao do nimero muito pequeno de casos.

2.3.2.7 Bidpsia cirurgica

Através desta técnica, é possivel obter espécimes cirirgicos maiores e esta
indicada quando os métodos anteriormente citados nado foram suficientes para o
diagnéstico. A principal vantagem deste procedimento é a remogéo de fragmentos
em um ou mais segmentos pulmonares, além disso, acrescenta-se a possibilidade
de realizar biopsia pleural e pericardica e dos linfonodos mediastinais. Estes tipos de

biépsia podem ser realizados por via toracoscdopica (GLASPOLE, 2001).

2.4 Classificagio histopatologica

A classificagdo histoldgica uniforme dos tumores é de grande importéncia por
que facilita a comunicagdo entre os patologistas e os demais profissionais envolvidos
no diagnostico e tratamento do paciente. (LYDA, 2000; KERR, 2001; SOTTO-
MAYOR, 2006).

A primeira classificagdo aprovada pela OMS é datada de 1967 com o titulo de
Histological Typing of Lung Tumors e foi baseada na descricdo histologica de
Kreyberg (1962). Na década passada, inimeras contribuigbes para reavaliar a
classificagdo microscopica, foram trazidas pela Microscopia Eletronica (ME) e pela
Imuno-histoquimica (IHQ), além de estudos sobre anormalidades genéticas do
cancer de puimao (FRANKLIN, 2000; CARVALHO, 2004, CARVALHO, 2006).

De acordo com Brambilla et al. (2002) mudangas foram promovidas na
classificagdo em comparagdo com a 22 edicdo (OMS, 1981). Em 1994 foi proposto
por um conjunto de patologistas que formam a Infernacional Association for the
Study of Lung Cancer (IASLC), uma subclassificacdo dos carcinomas de pulmao de
pequenas células. Em 1999, uma terceira reformulagao foi publicada, adotada por
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patologistas de 14 paises, incluindo americanos, japoneses € europeus,
coordenados por Dr. Willian Travis, do Instituto de Patologia das Forgas Armadas de
Washington, o Armed Forces Institute of Pathology (AFIP).

Essa contribuicdo ficou conhecida como: World Health Organization/
International Association for The Study of Lung Cancer - Histological Classification of
Lung and Pleural Tumours, Classificagdo Histologica dos Tumores Pulmonares e
Pleurais da WHO/IASLC. Neste sistema, fundamentado na reprodutibilidade
(variabilidade minima interobservador), significado clinico, simplicidade, a
minimizagdo do numero de lesdes nao classificadas, foi incluida a descricao de
lesbes pré-invasivas epiderméides, precursoras do carcinoma escamocelular, a
displasia escamosa e o carcinoma “in situ” (CIS); de lesbes precursoras do
adenocarcinoma, a hiperplasia adenomatosa atipica (AAH) e a de carcinéide, a
hiperplasia difusa neuroendécrina idiopatica (DIPNECH). Outra alteragéo observada
foi a redefinicido do carcinoma bronchioloalveolar, restrita a tumores nao-invasivos;
além de significativa evolugdo nos conceitos da classificagdo de tumores
neuroendoécrinos de puimao (COLBY et al., 1994; COLBY et al., 1997; BRAMBILLA,
2001).

Estudos conduzidos por patologistas “experts” continuam para o
esclarecimento dos problemas importantes de classificagdo, em particular, no que se
refere as lesdes pré-invasivas, carcinomas de tamanhos extremamentes pequenos,
encontrados durante o “screening” de céncer, ja que muitos tumores exibem
combinagdes de padrées morfologicos.

No Brasil, a classificagéo histolégica mais utilizada para o cancer do pulmao é
a da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), atualmente, tem-se a 4%edigéo,
publicada em 2004 e que foi adotada no presente estudo. Esta classificacdo tem a
colaboragéo do Intemational Agency for Research on Cancer (IARC) e é conhecida
como World Health Organization Classification of Tumours — Pathology/Genetics —
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Tumours of the Lung, Pleura, Thymus and Heart, que se encontra de forma reduzida,

apresentando somente os tumores malignos no Quadro 1.

Segundo Sotto-Mayor em 2006, esta classificagdo aborda os critérios da
morfologia neuroenddcrina, caracteristica nuclear, presenga ou auséncia de necrose,
contagem mitética e avaliagdo imuno-histoquimica, conferindo a classificagédo dos
mais freqlientes tipos de tumores neuroendécrinos (carcinéide, carcindide atipico,
carcinomas neuroenddcrinos de pequenas células e grandes células). Importante
ainda, o fato de que a maioria dos carcinomas broénquicos pode ser classificada
através da sua aparéncia na microscopia o6tica, o que permite a esta classificagéo

ser validada internacionalmente.
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Quadro 1- Classificacdo de Tumores. Patologia e Genética de Tumores de Puiméo,
Pleura, Timo e Coragdo (OMS, 2004) - Forma simplificada.

TUMORES EPITELIAIS MALIGNOS

CARCINOMA ESCAMOCELULAR
Gt . PAPILAR :
i o CELULAS DE CLARA
o PEQUENAS CELULAS
Q BASALO!DE L

.ADENQCARCINOMA g
SUBTIPO MlSTO
o ~ACINAR .
PAPiLAR

o AT[PICO

2.4.1 Principais tipos histopatoldgicos de cancer do pulmao

Zamboni (2001) classifica os carcinomas broncogénicos sob a 6tica da
abordagem clinico-terapéutica, estadiamento e tratamento em dois grandes grupos,
com diferentes comportamentos biolégicos e progndsticos: o grupo do carcinoma
pulmonar ndo pequenas células (CPNPC) e o dos carcinomas puimonares de
pequenas células (CPPC). O primeiro corresponde 80 a 85% dos casos desta
neoplasia pulmonar e forma um grupo heterogéneo composto de quatro principais
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tipos histologicos distintos: o carcinoma epiderméide, o adenocarcinoma, o tumor
carcinbdide e o carcinoma indiferenciado de grandes células. O grupo do carcinoma
de pulmao de pequenas células (CPPC), representado por 10 a 15% dos casos e
com caracteristicas neuroendécrinas predominantes, destacando-se o carcinoma
indiferenciado de pequenas células, com trés subtipos celulares: o linfocitdide (oat
cell), o intermedidrio e o combinado/oat cell (células pequenas + carcinoma
epiderméide ou adenocarcinoma) (HIRSCH, 1989; CAPELOZZI, 2001; SILVA JR,
2004).

Marson et al. (2004) apontaram em seus estudos, que mais de 90% dos
carcinomas de pulmao estdo compreendidos entre os adenocarcinomas (30-40%),
carcinomas escamocelular (30%), carcinomas de pequenas células (20-25%) e
carcinomas de grandes células (10-20%). Sao considerados tipos tumorais
especificos, os carcinomas de células escamosas, os adenocarcinomas, 0s
carcinomas de pequenas células e os tumores carcindides, enquanto os carcinomas

de grandes células apresentam-se como um diagndstico da excluséo.

Oliveira (2002), Silva Jr (2006) e Bahrami (2008) destacaram, que em um
pequeno nuimero de casos s&o representados por tumores pouco diferenciados ou
indiferenciados, relacionando-os a bidépsias muito pequenas que envolvem pequenas
amostras de tecidos dificeis para definicdo diagnéstica na forma convencional.
Nesses casos, estudos adicionais, especialmente a imuno-histoquimica, podem

permitir um diagnostico mais preciso.

A seguir apresentamos as caracteristicas morfoldégicas dos principais
carcinomas broncogénicos, adequados a classificagdo da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) de 2004.

2.4.1.1 Carcinoma de pulmio nhiao pequenas células ou CPNPC

A) Carcinoma de células escamosas (CCE), Carcinoma escamoso, Carcinoma
espinocelular ou Carcinoma epiderméide.

Macroscopicamente s&o tumores centrais esbranquicados ou acinzentados,
podendo apresentar pigmentacdo focal de carbono. Apresentam-se como uma
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massa firme, intraluminal ou pode estar infiltrando brénquios e/ou ociuindo o lumem,
resultando em atelectasia. Uma minoria ocorre na periferia do pulmao. Esse tumor
pode seguir dois padrdes: o intraepitelial, “in situ”, sem invasdo subepitelial e o

endobronquico, de crescimento polipldide.

Maiolino et al. (2001) e Moreira et al. (2001) descreveram que este tumor,
quando bem diferenciado, apresentam macigos, trabéculas ef/ou pequenos
aglomerados de células poligonais ou escamosas com nucleo redondo ou ovalado, 1
ou 2 nucléolos bem evidentes, citoplasma geralmente abundante e eosinofilico e
pontes intercelulares evidentes, tipicamente organizadas em cordfes; as areas
centrais desses macigos sdo ocupadas por células que formam densas lamelas
eosinofilicas concéntricas, caracterizadas como “pérolas de queratina” (pérolas

cérneas) e minima atividade mitética e pleomorfismo nuclear sdo descritos.

Quando moderadamente diferenciado, apresentam “pérolas de queratina”
ocasionais, pobres definicdes de pontes intercelulares e moderada atividade mitética
com hipercromatismo nuclear; e em pouco diferenciado, quando mostra pouca
diferenciagdo escamosa, mas com acentuada atividade mitética, pleomorfismo
nuclear e hipercromatismo, as pontes intercelulares podem ser focais e de dificil
identificacdo (MAIOLINO et al., 2001).

Na maioria dos casos de carcinoma escamocelular pouco diferenciado a
microscopia o6tica, a origem da diferenciagdo escamosa, ndo pode ser distinguida e
sdo geralmente classificados como carcinoma de grande célula ou carcinoma nao
pequenas células pouco diferenciado (CAGLE, 1995). Nesses casos a IHQ pode
definir o diagnéstico.

B) Adenocarcinoma

Macroscopicamente, € um tumor acinzentado, podendo ter fibrose central,
areas de cavitagdes, hemorragia e material gelatinoso.

Moreira et al. (2001) descreveram os adenocarcinomas como tumores sélidos,
cujas células caracterizam-se pela formagdo ou esbogo de estrutura glandular e
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pode conter muco intracelular. Quando pouco diferenciados, as células podem se
arranjar em padrao de “anel de sinete”, com material citoplasmatico claro, positivo
para Alcian Blue, Mucicarmin e PAS.

Podem ainda, microscopicamente, apresentar padrdes definidos: acinar, papilar
e solido com produgdo de muco, segundo a classificagdo OMS (2004), sem
relevancia clinica. Freqlentemente, existe uma mistura desses padroes e outras
morfologias menos freqientes, com formagdes glandulares, estruturas papilares e
varios tipos de estagios de diferenciagdo celular (CAGLE, 1995; BRAMBILLA, 2002;
CARVALHO et al., 2008).

¢ Carcinoma bronquioloalveolar ou CBA

O CBA é uma variante do adenocarcinoma e se apresenta como uma
neoplasia bem diferenciada. Representa entre de 2% a 3% dos tumores primarios de
pulméao e ocorrem em brénquios periféricos e septos alveolares, estendendo-se para
0 espaco aéreo distal, preservando e usando a estrutura do pulmao como estroma
(crescimento lepidico). A OMS (2004) considera este tumor como um
adenocarcinoma “in situ”, sem invasao estromal, vascular ou pleural (CAGLE, 1995;
LIU et al., 2000; JAMNIK et al., 2008).

Microscopicamente, as células sao cubdides-colunares, citoplasma eosinofilico,
com ou sem mucina. Possuem nucleos irregulares hipercrébmicos, as vezes com
aspecto “hobnail” e nucléolos evidentes. Tem crescimento de padréo lepidico entre
as paredes alveolares.

C) Carcinoma pulmonar de grandes células indiferenciado (CGC)

Macroscopicamente € uma massa amolecida grande, rosada, raramente
cavitada e com areas centrais de necrose, usualmente periférica, mas que pode
envolver grandes brénquios centrais. Frequentemente invade pleura e estruturas
adjacentes.

A OMS (2004) reclassifica os carcinomas de pulmao, classificados em 1999
como carcinomas de grandes células. Introduz-se uma variante desses carcinomas,
o carcinoma neuroendoécrino de grandes células (CNGC). As caracteristicas clinico-
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biolégicas se assemelham aos carcinomas de pequenas células, no entanto os
carcinomas neuroendodcrinos de grandes células sdo classificados como carcinomas
nao pequenas células, portanto, ndo ha um consenso sobre a estratégia de

tratamento desses tumores.

Histologicamente é um tumor epitelial indiferenciado ou pouco diferenciado e o
diagnostico € feito por exclusédo, depois de observados os critérios morfologicos,
para o diagnostico dos outros tipos histolégicos do CP. Em geral, as células séo
grandes, poligonais, com nicleos irregulares, nucléolos proeminentes, e cromatina
vesicular e estdo frequentemente agrupadas em ninhos.

Os CNGC formam macigos irregulares de células grandes, lembrando um
quebra-cabega, ao lado de extensa necrose coagulativa e amoldamento nuclear e
possuem diferenciagdo neuroendécrina (positivo pela IHQ), com freqiientes mitoses
e caracteristicas celulares de carcinoma nao pequenas células, ou seja, células em
ninhos ou rosetas ou empaligadas, estrutura organédide e elevado indice mitético,
presenca de necrose, relagdo nucleo/citoplasma (N/C) alta.

Segundo lyoda et al. (2007), a diferenciagdo neuroendécrina estd na
positividade das células tumorais para marcadores neuroendécrinos como a
Chromogranina A e a Synaptofisina, CD 56 ou a presengca de granulos
neuroenddcrinos detectados pela microscopia eletrénica (ME).

D) Tumor carcinéide

Inicialmente denominados de adenomas brénquicos (Guzman-Toro et al.,
2007), os tumores carcinbdides fazem parte do grupo de tumores neuroenddcrinos,
ao lado do carcinoma de pequenas células e do carcinoma neuroenddcrino de
grandes células (YOUROSSIAN, 2002). Sao neoplasias malignas que compreendem
entre 1 a 2% dos tumores malignos de pulmdo. Em 1914, Gosset e Masson

observaram que os tumores carcindides se originavam de células granulares do
intestino conhecidas como células de Kulchitsky (THOMAS JR. et al., 2001).
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Histopatologicamente, estes tumores variam de bem a pouco diferenciados e
caracterizam-se por agrupamentos de células poligonais pequenas, com ntcleos
arredondados, dispostos em corddes que podem adquirir configuragéo glandular ou

alveolar e podem se interpor os septos vasculares. Mitoses s&o pouco frequentes.

Em 1981, a classificagdo OMS classificou os tumores carcinéides em tipicos e
atipicos, sendo que estes Ultimos apresentavam alta atividade mit6tica e podiam
apresentar necrose. A classificagdo OMS (1999), baseada nos trabalhos de Travis e
Sobin utilizaram a combinagao de atividade mitética (mais de 2 mitoses em 2 mm?de
tumor viavel, equivalendo a mais de 2 mitoses em 10 campos de grande aumento,

e/ou presenca de necrose para separar os tipicos dos atipicos.

A OMS (2004) considera estes tumores como parte de um espectro de
neoplasias malignas, entre os carcinomas neuroenddécrinos de grandes células e
carcinomas de pequenas células. Sdo tumores de pequena a média malignidade,
com prognéstico melhor que todos os outros carcinomas de pulmao. O prognéstico
dos tumores carcindides tipicos € bom, mais de 87% dos pacientes sobrevivem por
10 anos. Diferentemente dos atipicos, que apresenta de 25 a 69% dos pacientes
com sobrevida de 5 anos (THOMAS JR. et al., 2001).

E) Carcinomas adenoescamoso ou combinado

Macroscopicamente, sua localizagdo é periférica podendo conter cicatrizes.
Histologicamente apresentam componentes de carcinoma epidermébide e
adenocarcinoma, formado ao menos, por mais de 10% de cada tipo de tumor.

2.4.1.2 Carcinoma de pulméo de pequenas células (CPPC)

Em geral diagnosticados tardiamente e em estagio avangado, o CPPC
desenvolvem-se predominantemente nas regiées central e intermediaria do pulméao.
Possui crescimento rapido e € agressivo, com grande capacidade de invasao
vascular, comprometendo grandes extensdes do tecido pulmonar e alta capacidade
de disseminagdo para figado, cérebro, osso e peritbnio. Apesar destas
caracteristicas, apresentam uma elevada sensibilidade aos agentes quimioterapicos
e radioterapicos (HIRSCH, 1988; JUNKER et al., 2000; ZAMBONI, 2001).
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Histopatologicamente & caracterizado por células em macicos, ninhos, cordées
elou infiltrados difusos, arredondadas, outras vezes fusiformes, pequenas, de
citoplasma escasso, bordas ndo definidas, nucleos ovais, redondos ou fusiformes,
semelhantes a graos de aveia, “oat cell’, cromatina granular fina e difusamente
distribuida, os nucléolos sdo raros e pequenos e as mitoses sado frequentes
(JUNKER et al., 2000; WHO, 2004; SILVA JR. et al., 2006; MORAM et al., 2009). Na
microscopia eletronica, observam-se granulos citoplasmaticos neurossecretores.
Cerca de 75% dos CPPC e 20% a 25% dos CPNPC tém fenétipo neuroendécrino
definido com a expressdao de dois ou mais marcadores pela técnica de imuno-
histoquimica (CARNEY, 1986; SILVA JR. et al., 2006).

2.5 MARCADORES DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS DE CANCER DO
PULMAO

2.5.1 IMUNO-HISTOQUIMICA

O papel da Imuno-histoquimica é, com freqiiéncia, de grande importancia para
o diagnéstico histogenético dos tumores de pulmao, inclusive na definicdo se o
tumor é primario ou metastatico.

Embora a classificagdo dessas neoplasias seja possivel, na maioria dos casos,
através de critérios somente histolégicos, acontece que nos que apresentam
aspectos pouco diferenciados ou indiferenciados a coloragao de rotina, ou naqueles
cujas amostras teciduais sdo exiguas e limitadas muitas vezes por artefatos
provocados por esmagamento tissular, os que apresentam necrose tumoral extensa
ou ainda por uma limitagao ocasionada por sobreposi¢do de aspectos morfologicos,
necessitam de ser submetidos as técnicas imunohistoquimicas para confirmacgéao do
diagnostico histopatologico (ALVES, 1999; LYDA, 2000; BARRA, 2006).

Ha muitas neoplasias de diferentes origens, metastaticas, que séao
morfologicamente semelhantes a neoplasias primarias de pulmdo e pleura, o que
aumenta a importancia da imunohistoquimica como um efetivo meio para a distingdo

entre eles, tornando-a uma poderosa ferramenta diagnéstica para detecgao de
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marcadores epiteliais, mesenquimais, linféides, melanociticos, neuroendécrinos
hormonais, etc (TRAVIS et al., 1999; CAPELOZZI, 2001).

Zhang et al. (2005) enfatizaram a necessidade de distingdo morfolégica precisa
entre carcinoma de pequenas células e carcinoma escamocelular pouco diferenciado
por sua importancia critica terapéutica, que pode ser limitada por artefatos de
esmagamento, necrose tumoral, representagao limitada do tumor e a sobreposigao

de caracteristicas morfologicas.

Prahl (2003) mostrou que a vantagem de se utilizar a técnica de
imunohistoquimica esta em sua alta sensibilidade e especificidade, a diversidade de
métodos, acrescentando-se a possibilidade de utilizagdo de microscopio de luz
comum. Esta técnica permite detectar moléculas (antigenos) teciduais baseados no
reconhecimento do antigeno por um anticorpo primario (monoclonal ou policlonal)
associado a diferentes processos de visualizagdo (marcados com enzimas e
substancias cromoégenas). Assinala-se o emprego recente de polimeros
amplificadores da reagao contribuindo para o aumento da sensibilidade da técnica.
Além disso, a utilizagao de diversos métodos de recuperagdo antigénica, de forma
que as alteragbes sofridas pelos tecidos sejam revertidas, a exemplo do
aquecimento as altas temperaturas, tratamento com solugées acidas ou alcalinas ou
ainda o uso de detergentes e digestao enzimatica, tem contribuido muito para a
eficacia do método (RAMOS-VARA e BEISSENHERZ, 2000; RAMOS-VARA e
MILLER, 2006; YAMASHITA, 2007).

Jagirdar (2008) se refere como, a técnica empregada para colaborar na
separagao de Carcinomas de pulmao de pequenas células (CPPC) e Carcinomas de
pulmao nao pequenas células (CPNPC) e Carcindides, particularmente em bidpsias

com amostras pequenas e limitadas por artefatos.

Os marcadores teciduais sdo componentes celulares que definem alteragbes
celulares e moleculares presentes em células normais e nas neoplasicas. Podemos
citar como exemplo, os marcadores de diversas citoqueratinas (CKs) e do fator de
transcricdo da tiréide (TTF-1) que podem ser uteis no diagnéstico de tumores
puimonares primarios, metastases de carcinomas para pulmao, carcinomas extra
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pulmonares loco-regionais infitrando o pulméo e no diagnéstico de neoplasias
indiferenciadas. A analise desses marcadores epiteliais pode contribuir para a
definigao histogenética do tumor (COHEN et al., 1997).

Por outro lado, como nao existem marcadores 100% sensiveis ou especificos
para cada tumor, a combinagao de varios marcadores relevantes € fundamental para
a obtencdo do diagnoéstico correto. Assinala-se que, nem sempre a IHQ podera
definir o diagnéstico, podendo, nesses casos, sugerir diferentes possibilidades

diagnosticas que deverao ser investigadas pelos clinicos.

A interpretagdo de qualquer coloragado positiva ou de sua auséncia deve ser
guiada por estudos morfolégicos do tumor, empregando-se os devidos controles e
deve ser avaliado por patologista qualificado e experiente dentro do contexto dos

achados clinicos e laboratoriais do paciente e de outros testes diagnésticos.

Em seguida, faremos uma breve descricdo dos aspectos mais relevantes dos
marcadores selecionados para a formag¢ao do nosso painel.

2.5.1.1 Marcadores de Diferenciacdo Epitelial
o Citoqueratinas (CKs)
a) CK AE1/AE3 ou CK AE1AE3 (PAN-k)

Sao proteinas pan citoqueratinas, soliveis em agua, de PM entre 40 a 70 kDa
que formam o citoesqueleto de células epiteliais. E um “pool” (mistura) de 2
anticorpos monoclonais obtidos por imunizagdo de camundongos com queratinas
humanas, seu padrao é citoplasmatico ou perinuclear. Reconhecem um epitopo
comum a todos os membros das CKs tipo Il ou basicas e as correspondentes CKs
tipo | ou acidas, empregadas na demonstragdo da natureza epitelial de tumores
morfologicamente indiferenciados.

O anticorpo AE1 reage com o determinante antigénico presente na maioria das

citoqueratinas da subfamila A, que incluem as CKs 10,13,14,15,16 e 19 e nao reage
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com as CKs 12,17,e 18. O anticorpo AE3 reage com o determinante antigénico
presente na maioria das citoqueratinas da subfamila B, que incluem as CKs
1,2,3,4,5,6,7 e 8 (BROERS et al.,1987, BROERS et al., 1988)

b) CK 7

E uma citoqueratina de 54 kDa, de peso intermediario, segundo a classificagéo
de Moll, pertencente a subfamilia B neutro- basica, expressa principalmente em
epitélios simples, na maioria dos epitélios glandulares e em epitélio transicional,
intermediario e no subconjunto de adenocarcinomas em varios 6rgaos, incluindo
pulméao; geralmente ndo marcam para carcinoma escamocelular de pulméo, dessa
forma pode ser um marcador preferencialmente especifico para células de

adenocarcinoma, seu padrao € citoplasmatico.

A fenotipagem CK 20/CK 7 de adenocarcinomas €& uma ferramenta util de
diagnéstico, se baseia em algoritmos probabilisticos e de abordagens e de uma
detalhada base de dados. Embora CK 7/CK 20 sejam filamentos intermediarios, sao
localizados em diferentes células epiteliais. A CK 7 esta tipicamente localizada em
epitélio de pulmao e mama, enquanto a CK 20 € comum em epitélio de trato
intestinal (SU et al., 2006). Su et al. (2006) e Park et al. (2007) referem que alguns
marcadores sao benéficos para a diferenciagdo de tumores primarios a exemplo da
combinagdo das citoqueratinas CKs 7/20 empregadas para diagnostico das varias

origens do adenocarcinoma metastatico.
c)CKs8

E uma proteina de citoesqueleto (filamentos intermediarios) de diferenciagdo
de células epiteliais, caracteristica de epitélio simples de acinos e ductos
glandulares, ausente nos epitélios escamosos e em tecido neoplasico de origem
epitelial. Geralmente as citoqueratinas de baixo peso molecular, 40 a 54 kDa, estdo
distribuidas em epitélio ndo escamoso, enquanto as de alto peso molecular, 48 a 67
kDa, estao expressas em epitélio escamoso estratificado.
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d) CK 20

Pertence a classe de proteinas de filamentos intermediarios a qual gera
citoesqueleto em quase todas as células, forma polipeptideos de alto peso, 46 kDa,
tipicamente acida, de padrao citoplasmatico. Expressa normalmente no epitélio
coldnico e carcinoma colorretal, util quando usada em conjunto com a citoqueratina

7, para determinag&o de sitio primario de carcinoma metastatico.

Zou et al. (2003), utilizaram um painel formado pelos anticorpos TTF-1, SP-B,
CK7 e CK20 para discriminacdo entre adenocarcinomas de pulmao primario e
metastatico, obtiveram resposta positiva para CK7 em todos os adenocarcinomas
pulmonares primarios. A imunomarcagao positiva e a especificidade da combinagao
CK7/CK20 em discriminar entre adenocarcinoma primario e metastatico foram
respectivamente 79% e 94%. Su et al. (2006), confirmaram que a expressao de CK7,
CK20 e TTF-1 sado imunomarcadores Uuteis para o diagnéstico de tumores
pulmonares e diagnéstico diferencial entre adenocarcinoma pulmonar primario e

adenocarcinomas metastaticos para o pulmao.
e) CK 34BE12

Identifica citoqueratinas de aproximadamente 57 kDa a 66 kDa, reconhece um
conjunto de citoqueratinas, as CK 1, 5, 10, 14, segundo Moll (68, 58, 56, 50 kDa
respectivamente). E uma citoqueratina de alto peso molecular, expressa no
complexo epitélio estratificado do puiméo, identificado nas células basais e
parabasais dos brénquios normais € em tumores, a sua expressdao & restrita
principalmente a carcinomas escamosos e carcinomas basalbdides, sendo que em
adenocarcinomas e carcinomas neuroenddécrinos de alto grau sdo quase sempre
negativos, seu padrao ¢ citoplasmatico, ndo reage com hepatécitos, células acinares
pancreaticas, tubos proximais renais ou glandulares do endométrio (BRAMBRILLA,
2002; ROSSI et al., 2004).

f) CK 5/6
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Formado por 2 tipos de citoqueratinas, a CK 5 é tipo basica, de aito peso
molecular de 58 kDa. S&do expressas nas camadas basal, intermediaria, superficial
de epitélio estratificado, em epitélio escamoso proliferativo, epitélio de transigéao,
células mesoteliais e mesoteliomas. A CK 6 se expressa -na epiderme e em
situagbes em que ocorre hiperproliferacdo, como em tumores epiteliais, s&o

conhecidas como citoqueratinas hiperproliferativas (ALMEIDA JR, 2004).

Segundo Marson et al. (2004) as CK 5/6 sdo marcadores sensiveis e
especificos de carcinoma escamoso de pulméo, chegando a positividade de 100%
carcinomas. As CK 5/6 podem ser vistas em tumores epidérmicos benignos e
malignos e de origem mucoescamosa e mioepiteliais. E considerada como marcador
especifico para mesotelioma e usada na identificacdo de carcinomas escamosos,
carcinomas transicionais e mesoteliomas. E usada no diagnéstico diferencial entre
carcinoma escamoso pouco diferenciado e adenocarcinoma, expressando
positividade em mesoteliomas, carcinomas de células escamosas, células
transicionais, diferentemente de adenocarcinomas. Seu padrao é citoplasmatico.
Ordonez (1998); Tot (2001) demonstraram que a imunomarcagao para CK 5/6 é dtil
no diagnéstico diferencial entre mesoteliomas pleurais e adenocarcinomas

metastaticos de pleura.

2.5.1.2 Marcadores tumorais especificos; de diferenciacao citoplasmatica ou

de membrana e fatores de transcrigao nuclear.

Segundo Barra (2006) os marcadores citoplasmaticos ou de membranas sao
proteinas de células com diferenciagdo terminal, cuja expressdo € inversamente
proporcional ao grau de diferenciagdo e que pode estar presente em uma pequena
parte da populagdo celular do tumor, a exemplo de apoproteina A do surfactante
(SPA), enquanto os marcadores de fatores de transcrigcdo nuclear sao proteinas com
estrutura modular Gnica, composta de ligagbes com o DNA e com dominios de
regulagao (ativagéo) da transcrigao.
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a) SPA

De alta especificidade e moderada sensibilidade para distingdo entre tumores
primarios e secundarios de pulméo. E um marcador de padréo citoplasmatico e de
membrana, expressado pelos pneumocitos [l e em uma parcela de carcinoma néo
pequenas células do pulmao, sendo sua expressdo inversamente proporcional ao

grau de diferenciagao.

Das proteinas especificas (A, B, C e D) do sistema surfactante pulmonar, a de
maior concentragéo € a proteina A surfactante (SP-A). Participante da etiologia das
doengas pulmonares atua na defesa do pulméao contra infecgbes e inflamagées, é
essencial para a fungdo pulmonar normal. Jiang et al. (2005) se referem ao SP-A,
como um marcador de diferenciagdo unica de células epiteliais alveolares
pulmonares (pneumécitos tipo 1l), presente em todo o estado neoplasico e que
reconhece algumas células de Clara possibilitando fazer diferenciagdo entre a
maioria dos mesoteliomas e adenocarcinomas pulmonares.

b) TTF-1

Identificada em 1989 como uma proteina nuclear tecido especifica, membro da
familia do gene NKx?, de 40 kD que regula o desenvolvimento, crescimento celular e
diferenciagdo na tiredide, pulmdo e de algumas areas de mama, contendo
homodominio para fatores de transcrigdo nuclear.

De acordo com Park et al. (2007) a proteina TTF-1 & um fator de transcrigao
nuclear da tiredide que ativam genes da transcrigdo da tiroglobulina e
thyroperoxidase em células foliculares da tirebide. Segundo Marson et al. (2002) é
altamente especifico e sensivel, presente em células foliculares de tire6ide, nos
nicleos das células epiteliais das vias respiratérias e em células epiteliais de
alvéolos. Rossi et al. (2004) relataram que em tumores pulmonares, o marcador
TTF-1 €& essencialmente expresso em adenocarcinomas, em tumores
neuroendécrinos de grandes células e em carcinomas de pequenas células, sendo
pouco freqiiente em carcinoma escamocelular. No carcinoma de pulm&o néo

pequenas células, apresentam alta especificidade para adenocarcinoma metastatico
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e carcinoma primario (TOT, 2001; MARSON et al.,, 2002; NEDA, et al., 2006;
JAGIRDAR et al., 2008).

2.5.1.3 Marcadores de Diferenciagao Neuroendodcrina - Produtos de secre¢ao

das células neoplasicas.

Tumores neuroenddcrinos formam um grupo diverso de neoplasias que
geraimente expressam, multiplos marcadores para diferenciagcdo neuroendécrina.
Tais marcadores demonstram ser de grande utilizagdo, sdo caracterizados como
granulos densos no citoplasma celular e pela produgdo de varios hormonios e
neuropeptideos. Os tumores neuroendocrinos puros sao identificados como de
linhagem epitelial e com caracteristicas neurais, enquanto que outras neoplasias
muito indiferenciadas mostram diferenciagdo neuroendécrina “oculta”. Os chamados
tumores carcindides tipicos e atipicos sao representantes dos carcinomas

neuroendocrinos bem e moderadamente diferenciados (BARRA, 2006).

Capelozzi (2001) se refere a marcadores neuroendocrinos como Os que
definem 75% dos carcinomas de pulmao de pequenas células e 20-25% dos
carcinomas de pulmao ndo pequenas células. Para Barra (2006), os marcadores de
diferenciagdo neuroendécrina em neoplasias epiteliais como as proteinas
neuroendédcrinas especificas cromogranina A e sinaptofisina, sdo caracteristicas dos
carcinomas neuroendocrinos independente do sitio anatémico. Sendo o grupo das
cromograninas A e B, proteinas da matriz celular associadas a granulos
neuroeddcrinos, a utilizagdo somente do marcador para cromogranina A, pode
resultar em uma marcacao negativa, o que nao exclui a possibilidade, de uma
neoplasia neuroendocrina, principalmente nos tumores menos diferenciados,
positivos para cromogranina B (BARRA, 20086).

a) Chromogranin A (Cg A)

E uma proteina pré-hormonio com PM 48 kDa, cujo gene codifica 439
aminodcidos, localiza-se no cromossoma 14, possui peptideos potenciaimente ativos
e biologicamente derivam da cromogranina “vasostatin”, “cromostatin”, presente em
situagdo de metastase e em neoplasias primarias com caracteristicas histologicas

sugestivas de uma diferenciacdo neuroendécrina. Esta presente em granulos
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secretorios de células enddcrinas e neurbénios e seu padrdo € citoplasmatico
granular.

Segundo Jansen et ai. (1990) a cromogranina foi originalmente isolada de
granulos de cromafim, granulos da medula adrenal e tem sido encontrada expressa
em uma variedade de tecidos humanos normais e neoplasicos que produzem
hormédnio polipeptideo, estd associada a co-secre¢do de uma ampla variedade de
horménios, provavelmente participa do processo secretor.

O uso da CgA como marcador neuroendécrino, de um modo geral , esta
limitado a neoplasias contendo granulos secretérios, no caso dos carcinomas de
pequenas células. E detectada em 25 a 40% dos carcinomas de pequenas células e
em 5% dos carcinomas de nao pequenas células. Jansen et al. (1990)
demonstraram a necessidade de outros marcadores neuroendécrinos com maior
sensibilidade e especificidade e concluiu que a sinaptofisina foi mais sensivel e
especifico marcador de diferenciagdo neuroendécrina, quando comparado a
cromogranina.
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3 OBJETIVOS

3.1GERAL

Este trabalho tem como finalidade apresentar um estudo retrospectivo do CP,
diagnosticados no Servigo de Histopatologia (SH) do Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz (CPqGM, FIOCRUZ, BAHIA), entre os periodos de 1986 a 2004, comparando
os diagnosticos morfolégicos iniciais com aqueles obtidos com a presente

investigagao, acrescentando-se a imuno-histoquimica.

3.2 ESPECIFICOS

- ldentificar os casos de cancer de pulmao existentes no SH do CPqGM, entre os
anos de 1986 a 2004;

- Rever as laminas histologicas de bidpsias pulmonares (biépsias bréonquicas / BB e
biépsia transbronquicas / BTB), com diagnéstico de neoplasia pulmonar, neste
periodo;

- Classificar histogeneticamente as neoplasias pulmonares, através de painel imuno-
histoquimico minimo proposto, baseado nos tipos histoloégicos do CP, de acordo com
a classificagdo da OMS (2004);

- Comparar os diagnésticos histomorfolégicos iniciais com aqueles obtidos com a
segunda analise, sem e com imuno-histoquimica para marcadores de neoplasias
pulmonares;

- Listar os principais aspectos clinicos e epidemiolégicos correspondentes aos

pacientes com diagnéstico de CP, neste periodo.
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4 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento da pesquisa e Casuistica

O presente trabalho trata-se de um estudo analitico, retrospectivo com

delineamento transversali, histolégico e imuno-histoquimico.

Foi realizado um levantamento de casos encaminhados ao SH do CPqGM, no
periodo de 1986 a 2004. Deste total, foram agrupados os casos que correspondiam
a patologias pulmonares e, neste grupo, identificados aqueles correspondentes a
neoplasias pulmonares, diagnosticados em BB e BTB.

Este trabalho contou com a participagdo direta do Hospital Especializado
Otavio Mangabeira (HEOM). Este hospital € uma entidade terciaria do Sistema Unico
de Saude (SUS), vinculada ao estado da Bahia, voltada para o atendimento de
doencas toracicas.

Apenas casos do HEOM foram incluidos nesta amostra. Indisponibilidade do
bloco de parafina e exiguidade do material corresponderam aos critérios de

exclusao.

4.2 Consideragées Eticas

O protocolo de pesquisa deste trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisas com seres Humanos do CPqGM e obteve parecer favoravel (n° 75/2005).

4.3 Métodos

4.3.1 Avaliagdo Morfologica

Para a revisdo histolégica, cortes de 4um foram obtidos dos casos incluidos
nesta amostra e corados através da técnica de Hematoxilina e Eosina (H/E). A
analise foi realizada em microscopia de luz convencional utilizando um microscépio

Olympus BX51 por um unico patologista experiente e segundo a classificacéao
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atualizada de cancer de pulmao da OMS (2004), conforme descrito no Quadro 1.
Cabe ressaltar, que este avaliador nao teve conhecimento dos laudos prévios dos

casos incluidos na amostra (estudo cego).
Apoés a reavaliagdo histologica, foi realizada analise comparativa entre a
conclusao histolégica na ocasido do primeiro diagnéstico e o da segunda andlise e

calculado o indice de concordancia Kappa (Tabela 1).

Tabela 1: Interpretagao dos valores de Kappa.

Kappa Concordancia
>0,8 Quase perfeita
0,6 -0,79 Grande
0,4-0,59 Moderada
0,2-0,39 Leve
0-0,19 Pobre
<0 Ausente

4.3.2 Encaminhamento dos casos para a IHQ e definigao histogenética

Os casos nos quais nao foi possivel pelo exame histolégico em HE,
estabelecer uma classificagdo diagnéstica na ocasido da segunda analise, aqueles
em que nao houve concordancia entre as duas avaliagbes: os denominados de
carcinomas pouco diferenciados/ indiferenciados e aqueles casos considerados de
diagnostico dificil, mas com suspeitas diagnosticas divergentes, foram submetidos a
exame imuno-histoquimico, conforme descrito abaixo, utilizando o sistema
EnVision™ (DAKO Corporation, Carpinteria, USA). Esses casos perfazem um total
de 101.

Foram obtidos cortes histolégicos de 4um do material emblocado em parafina e
estendidos sobre lAminas previamente tratadas e silanizadas. A desparafinizacédo
dos cortes foi realizada com dois banhos de xilol com duragéo de 10 minutos cada e

a hidratagdo do material com alcool etilico absoluto e em concentragbes
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decrescentes, em quatro tempos de 5 minutos. As laminas foram lavadas em agua

corrente e destilada e seguiram para a recuperagado antigénica, utilizando um

tampao citrato, na concentragéo de 0,01M e pH 6,0 por 30 minutos, em calor amido

a 96°C (banho-maria). Os cortes foram submetidos a solugdo bloqueadora de

peroxidase enddgena (peroxido de hidrogénio a 3%, em metanol), por 10 minutos

em TA.

Baseado em dados da literatura e experiéncia do patologista, foi definido um

painel minimo de anticorpos, capaz de estabelecer e diferenciar os grupos

histolégicos das neoplasias pulmonares mais freqilentes. Os clones, diluigdes e

marca comercial dos anticorpos estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados na pesquisa.

ANTICORPO

Fabricante Diluicao

Clone

Reatividade

CKAE1AE3

CK8

CK 34 BE12

CK 5/6

CK 20

CK7

SPA

TTFA1

Chromogranin A

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

1:200

1:100

1:200

1:200

1:50

1:200

1:400

1:200

1:400

AE1/AE3

35BH11

34BE12

D5/16B4

Ks20.8

OV-TL
12/30

PE 10

8G7G3N

DAK-A3

Pool de CK utiizado para demonstragdo da
natureza epitelial de tumores, geralmente os
carcinomas sao positivos para CKAE1/ AE 2.

CK baixo PM, caracteristica de epitélios simples de
acinos e ductos glandulares, ausente em epitélios
€scamosos.

CK de alto PM, caracteristicas de epitélio escamoso
e ductais, s&0 negativas em epitélios simples.

CK de alto PM, basica, expressas em epitélios,
células mesoteliais sdo positivas para carcinomas
£SCamosos.

CK de alto PM, sao positivas para carcinomas do
tubo digestivo, de grande utilidade quando usada
em conjunto com a CK 7 na determinagéo de sitio
primario de carcinoma metastatico.

CK baixo PM, utilizada na distingdo de
determinados grupos de  adenocarcinomas,
carcinomas de ovario, puimdo, mama, geralmente
s&0 negativos para carcinoma de tubo digestivo,
prostata.

Marcador diferencial de células epiteliais alveolares
de pulméao (pneumocito 11) reconhece células Clara
em adenocarcinomas. Evidencia surfactante
pulmonar, positiva nos adenocarcinomas
pulmonares.

Fator de transcrigdo da tiredide, expresso em
tumores do pulmé&o e da tire6ide, em pneumdcitos
tipo Il e células Clara.

Proteina componente dos granulos secretorios,
células enddcrinas e neurdnios, de grande utilidade
na deteccéo de tumores de diferenciagéo
neuroendécrina.
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Para determinar as melhores diluicbes dos anticorpos primarios pesquisados,
foram realizados estudos pilotos, levando em consideragdo as diluicdes sugeridas
pelo fabricante e as utilizadas na rotina do Laboratério de Imuno-histoquimica do
CPqGM.

Os anticorpos primarios utilizados neste estudo foram diluidos em solugédo de
Tris-HCL 0,05mol/L, com 0,1% de Tween e proteinas redutoras de background
(COD. S3022, DAKO Corporation, Carpinteria, USA) e incubados em camara umida,
em temperatura ambiente durante 60 minutos.

As reagdes imuno-histoquimicas foram reveladas com a incubagao dos cortes
com o cromégeno DAB (3,3’ Diaminobenzidina), na diluicao de 20pL/mL do tampéo
de cromégeno, por 5 minutos, sendo a reagdo interrompida no momento ideal, com
lavagens sucessivas em agua destilada. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Harris por cérca de 30 segundos, lavados em agua corrente e
destilada, sendo desidratadas em etanol absoluto, diafanizadas em xilol € montados

com laminulas em Balsamo do Canada.

Para o controle negativo das reagdes, o anticorpo primario foi substituido por
soro albumina bovina diluida em PBS. Os controles positivos dos antigenos
pesquisados, incluidos na analise IHQ, equivalem a casos selecionados e
previamente diagnosticados durante as avaliagées de IHQ na rotina do laboratério,
bem como aos controles internos.

4.4 Analise dos Dados

As laminas submetidas a rea¢gdes imuno-histoquimicas foram analisadas em
microscopia oOptica. A leitura de todos os casos foi executada pelo pesquisador
orientador em conjunto com a orientanda e as observagdes anotadas em planitha

para posterior avaliagao estatistica.

A intensidade da imunorreatividade dos marcadores foi graduada em ausente
(-); raras células positivas (+/-); discreta (+); moderada (++) ou intensa (+++); de

acordo com a Tabela 3.
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Tabela 3: Imunorreatividade dos marcadores formadores do painel.

Graduagao Imunorreatividade

() Ausente

(+/-) Raras células positivas (< 5% células coradas)
(1+) Discreta (< 25% das células coradas)

(2+) Moderada (26% - 50% das células coradas)
(3+4) Intensa (>50% das células coradas)

Os dados foram compilados em planilhas de programa Excel e submetidos a
analise estatistica para o calculo de indice Kappa, utilizando o programa operacional
BioEstat versdao 4.0. Os dados gerados serviram de base para as analises das
frequiéncias de concordéancias positiva e negativa em relagdo a 1? analise HE x 22
analise HE; 12 andlise HE x 22 analise HE+ IHQ e o estudo somente dos casos com
IHQ, HE x IHQ. Além disso, analisou-se o papel dos marcadores imuno-
histoquimicos na definicdo histogenética dos casos rotulados no HE como

neoplasias malignas indiferenciadas / carcinomas pouco diferenciados.
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5 RESULTADOS

5.1 Casuistica

Durante o periodo de 2006 e 2007, foi realizado o levantamento de casos de
neoplasias de pulmao nos arquivos do Servigo de Histopatologia (SH) do CPqGM
(FIOCRUZ-Ba), entre os anos de 1986 a 2004.

Foi identificada a totalidade geral de casos, a totalidade de casos de
procedéncia pulmonar, o total de casos de neoplasias de pulméao e o total de casos
de neoplasias de puimao obtidos por biépsias brénquica e transbrénquica, conforme
descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Total de exames anatomopatolégicos, casos de neoplasias pulmonares e
bidpsias pulmonares, encaminhados ao CPqGM entre 1986 a 2004.

Ano Ex. AP total Ex. AP pulmonar Ex. AP neoplasia de pulméo Ex. AP neoplasia de
(BB/BTB/PC) puiméo (BB/BTB)

1986 1430 24 5 5
1987 1594 17 8 5
1988 1287 0 0 0
1989 1452 0 0 0
1990 1792 47 13 7
1991 15631 62 22 14
1992 543 0 0 0
1993 1315 89 36 27
1994 1242 25 10 6
1995 1167 10 0 0
1996 985 11 0 0
1997 1273 23 8 5
1998 562 1 0 0
1999 561 1 0 0
2000 1047 61 22 20
2001 1204 51 20 17
2002 2206 208 65 57
2003 2599 200 55 43
2004 1226 126 40 38
Total 25016 956 304 244

Legendas: Ex. AP: Exame anatomopatolégico; BB: bi6psias bronquicas; BTB: bidpsias
transbrénquicas; PC: Pegas cirirgicas
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No periodo que correspondeu ao estudo (1986-2004), o SH recebeu 25016
casos para exame anatomopatolégico, correspondendo a 956 casos de doencas
pulmonares (3,8%) que foram encaminhados através de bidpsias brénquicas (BB),

biépsias transbrénquicas (BTB) e pegas cirtrgicas (PC).

Neoplasias pulmonares corresponderam a 1,2% (n=304) do total de casos no
periodo (Tabela 5). Entretanto, deste total de neoplasias pulmonares, 34 foram
excluidas do estudo, devido a indisponibilidade no arquivo do SH/CPqGM,
exiglidade do material para analise histolégica, além de 26 de pecgas cirdrgicas.
Desta forma, foram incluidos nesta casuistica, 244 casos obtidos através de
217(88,9%) amostras de BB e 27(11,1%) de BTB.

Tabela 5: Levantamento de casos de cancer de pulmdo do SH/CPqGM/FIOCRUZ,
entre 1986-2004.

Periodo 1986-2004 Nuamero de casos Porcentagem (%)
Total de exames AP 25016 100
BB/BTB/PC Total 956 3,80
BB/BTB/PC pulmonar 304 1,20
BB/BTB 244 0,97

Legendas: a) AP: anatomopatolégico; PC: Pega Cirtrgica; BB: Biépsia Bronquica; BTB:
Bi6psia Transbronquica;

b) 34 casos foram excluidos do estudo pela indisponibilidade e/ou exigilidade de material

c) 26 casos de pegas cirurgicas foram retirados do estudo

5.2 Dados Epidemiolégicos

O sexo masculino contribuiu com 66,4 % dos casos (n=162) e o feminino com
33,6 % (n=82). Foi possivel obter a idade de 224 (91,8%) pacientes. A idade média,
neste grupo correspondeu a 59,5 anos com desvio-padrdo de 11,8 anos. A

distribuicao dos pacientes, por faixa etaria, esta descrita na Figura 1.
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040 arcs 41-70 anos Meis de 70 anos

Figura 1: Distribuicdo dos pacientes por faixa etaria.

Do total de pacientes incluidos nesta amostra, 152 casos (62,3%)
apresentaram informagdes clinicas. Em 40,1% (n=61) foi relatado o tabagismo; tosse
em 23,0% (n=35); perda de peso em 22,4% (n=34); dor toracica em 19,7% (n=30);
atelectasia em 18,4% (n=28); dispnéia em 15,1% (n=23); hemoptise em 13,2%

(n=20) e febre em 5,3% (n=8), conforme mostra a Figura 2.

0 Tabagismo

® Tosse

1 Perda de Peso
0 Dor Toracica

O Atelectasia

0 Dispnéia

m Hemoptise

0O Febre

Figura 2: Principais informagdes clinicas.

5.3 Analise Morfolégica

Inicialmente, os diagnosticos histomorfolégicos dos casos selecionados foram
listados, considerando os laudos no momento do diagnéstico e agrupados, segundo
os principios diagnésticos da classificagdo da OMS (2004). Verificou-se um
predominio do carcinoma escamocelular em 45,1% (n=110) seguido de
adenocarcinoma em 19,7 % (n=48). Os mesmos casos foram re-avaliados por um
examinador (estudo cego) que reclassificou-os segundo os principais diagnésticos
da classificagdo da OMS (2004), obtendo-se os seguintes resultados: 31,1% (n=76)

de carcinomas escamocelular, 20,9% (n=51) de adenocarcinomas. A freqiéncia
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especifica de cada subtipo histolégico de neoplasia pulmonar, considerando o
diagnéstico inicial (12 andlise em HE) e o diagndstico da revisdo (22 analise em HE),

encontra-se na Tabela 6.

Tabela 6: Subtipos histologicos das neoplasias malignas pulmonares no periodo de

1986 a 2004, considerando o diagndstico inicial e o diagnéstico da revisao.

Tipo histolégico (HE) n (%) Diagnéstico inicial n (%) Diagn6stico da revisdo
12 andlise (HE) 22 analise (HE)
Carcinoma escamocelular 110 (45,1) 76 (31,1)
Adenocarcinoma 48 (19,7) 51 (20,9)
Carcinoma de pequenas células 31(12,7) 32 (13,1)
Carcinoma pouco diferenciado / 31(12,7) 10 (4,1)
indiferenciado
Carcinoma n&o pequenas células pouco 7(2,9) 48 (19,7)
diferenciado
Neoplasia maligna indiferenciada 5(2,0) 17 (7,0)
Sarcoma/ Linfoma 4 (1,6) 2(0,8)
Tumor carcindide 3(1,2) 3(1,2)
Carcinoma de grandes células 2(0,8) 0(0)
Adenoma 2(0,8) 0(0)
Carcinoma bronquioloalveolar 1(0,4) 5(2,0)
TOTAL 244 (100) 244 (100)

Na 12 avaliagdo em HE dos tumores, 75% (n=183) apresentaram informac¢des
quanto a diferenciagdo histolégica, de forma que: 7,1% (n=13), eram bem
diferenciados; 26,8% (n=49), moderadamente diferenciados; 50,8% (n=83), pouco
diferenciados e 15,3% (n=28), anaplasicos. A 22 avaliagdo em HE dos tumores
contribuiu com 92,2% (n=225) das informagdes quanto a diferenciagéo histolégica,
definindo como: 9,3%, (n=21) bem diferenciados; 13,8% (n=31), moderadamente
diferenciados; 54,7% (n=123) pouco diferenciados e 22,2% (n=50) anaplasicos. Para
os demais subtipos histoldgicos, os referidos dados estao descritos na Tabela 7.
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Tabela 7: Tipos histologicos e graus de diferenciagdo celular na 12 e 22 avaliagdo em

HE.

Tipos histologicos (HE)

Graus de diferenciagéo celular: 12 / 22 avaliagdo em HE

bem diferenciado | moderadamente pouco diferenciado | anaplasico
diferenciado

Carcinoma escamocelular 13 /21 41/25 38/28 0/0
Adenocarcinoma 0/0 8/6 27/37 0/0
Carcinoma n&o pequenas 0/0 0/0 7/48 0/0
células
Carcinoma de pequenas 0/0 0/0 1/0 6/31
céluias
Carcinoma pouco 0/0 0/0 18/10 13/0
diferenciado / indiferenciado
Neopiasia indiferenciada 0/0 0/0 0/0 5117
Outros 0/0 0/0 2/0 4/2
TOTAL 13721 49/31 93/123 28/50

A 12 avaliacaio em HE reconheceu 17,6%

(n=43) carcinomas pouco

diferenciados ou indiferenciados (carcinoma ndo pequenas células pouco

diferenciado, carcinoma pouco diferenciado/indiferenciado e neoplasia maligna
indiferenciada), enquanto que a 22 avaliagdo em HE reconheceu, 30,7% (n=75)
deste mesmo grupo. Considerando o primeiro diagnéstico, 36,1% (n=88)
apresentaram discordancia nos resultados, obtendo-se um indice Kappa= 0.2571;
concordancia leve.

Em relagdo ao primeiro diagnéstico em HE, houve discordancia,
principalmente nos seguintes grupos: carcinoma escamocelular em 46,6% (n=41),
adenocarcinoma em 13,6% (n=12) e em carcinoma pouco diferenciado/
indiferenciado/ neoplasia indiferenciada 28,4% (n=25). A frequéncia de discordancia
nos demais grupos de tumores esta representada na Tabela 8.
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Tabela 8: Freqiéncia de discordancia entre primeira e segunda analise em HE,

segundo os grupos tumorais.

Tipos Histolégicos n %

Carcinoma escamocelular 41 46.6
Adenocarcinoma 12 13,6
Carcinoma pouco diferenciado ou indiferenciado 25 28,4
Carcinoma de grandes células 1 1.1

Tumor carcindide 2 2,3
Carcinoma de pequenas células 4 4.5
Linfoma e Sarcoma 3 3,4
TOTAL 88 100

Neste estudo, calculamos a variagdo interobservador da analise histologica, em dois

momentos distintos, apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Variagdo interobservador da analise histolégica em HE (12 andlise e 22

analise).
244 Casos Segunda andlise (HE)
Concordancia Concordancia
Primeira Analise Positiva (%) Negativa (%)
(HE)
156 (63,9)* 88 (36,1)

* Indice de Cohen’s kappa= 0,257 1(leve)

5.4 Analise Imuno-histoquimica

Cento e um tumores (41,4%) do total de casos foram indicados para definigao
histogenética através da IHQ. Neste grupo, 62 (61,4%) correspondiam a casos onde
houve discordancia entre o primeiro diagnéstico e analise posterior e 39 (38,6%)
casos, identificados como de dificil definicido histogenética através de anélise

convencional em HE.

Deste total encaminhado a 1HQ, 66,3% (n=67) dos tumores correspondem
aos definidos como carcinomas pouco diferenciados ou indiferenciados (carcinoma

ndo pequenas células pouco diferenciado, carcinoma pouco diferenciado/
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indiferenciado e neoplasia indiferenciada) e 33,7% (n=34) das demais neoplasias,
definidas como casos dificeis de avaliagdo diagnéstica pelo HE, mas, com as
seguintes suspeitas diagndsticas ainda no HE: carcinoma escamocelular, 13,9%
(n=14); adenocarcinomas, 7,9% (n=8); carcinoma anaplasico de pequenas células,
8,9% (n=9); tumor carcindide, 1% (n=1); carcinoma bronquioloalveolar, 1% (n=1);
sarcoma, 1% (n=1). Os tumores encaminhados a analise IHQ apés a 22 avaliagdo

em HE s&o apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Freqiéncia das suspeitas diagnésticas de todos os tumores
encaminhados a analise através da IHQ, ap6s a 22 avaliagdo em HE.

Tipo histolégico (HE) n (%)
Carcinoma nao pequenas células pouco diferenciado 42 (41,6)
Carcinoma escamocelular 14 (13,9)
Neoplasia indiferenciada 13 (12,9)
Carcinoma pouco diferenciado / indiferenciado 12 (11,9)
Carcinoma anaplasico de pequenas células 9(8,9)
Adenocarcinoma 8 (7,9)
Tumor carcindide 1(1)
Carcinoma bronquioloalveolar 1(1)
Sarcoma 1(1)
Total 101(100)

5.4.1 Imunomarcacgéo

Considerando o painel de marcadores, apresentamos os resultados da
imunomarcacao e as respectivas freqiéncias, conforme a Tabela 11.
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Tabela11: Frequéncia de positividade dos marcadores imuno-histoquimicos e subtipos histoldgicos das neoplasias de pulmao,
estudadas em BB e BTB.

Classificacao CK AE,/AE; CK8 CK34BE12 CK7 CK20 CK5/6 CgA TTF-1 SPA
% % % % % % % % %
Carcinoma escamoceluiar 17/30 5/30 27/30 1/30 0/30 17/30 1/30 0/30 0/30
56,7 16,7 90,0 33 0 56,7 3,3 0 0
Adenocarcinoma 156/21 12/21 4/21 15/21 0/21 0/21 0/21 1/21 4/21
71,4 57,1 19,0 71,4 0 0 0 48 19,0
Tumor carcinéide 4/19 8/19 7119 3/19 119 2/19 16/19 0/19 0/19
21,1 421 36,8 15,8 53 10,5 84,2 0 0
Carcinoma neuroendécrino de 317 217 017 0/7 0/7 077 317 o7 017
pequenas células 429 28,6 0 0 0 0 42,9 0 0
Carcinoma neuroendocrino de 0N 17 01 1 01 01 171 on 0/1
grandes células 0 100 0 100 0 0 100 0 0
Carcinoma Adenoescamoso 171 17 1M 17 0/1 01 0/1 0N 1171
100 100 100 100 0 0 0 0 100
Carcinoma nao pequenas 6/8 3/8 2/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
células pouco diferenciado 75,0 37,6 250 0 0 0 0 0 0

Nota: CK AE,/AE;= pan citoqueratinas AE; e AE;; CK 8 = citoqueratina 8; CK 34BE12 = citoqueratina 348E12; CK 7 = citoqueratina; CK 20 =
citoqueratina 20; CK 5/6 = citoqueratina 5 e citoqueratina 6; TTF-1 = fator de transcrigao da tiredide; SP-A = proteina surfactante A.
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Para considerar estes diagnosticos, cada grupo de tumor, foi submetido ao

painel proposto no estudo e apresentou as seguintes caracteristicas quanto a

imunomarcacao:

a ) Marcadores de diferenciag¢éo epitelial / Citoqueratinas

CK AE1/AE3 - A imunoreatividade para esta citoqueratina esteve presente em
17 de 30 (56,7%) dos casos de carcinoma escamocelular, em 15 de 21
(71,4%) dos casos de adenocarcinoma; em 4 de 19 (21,1%) dos casos de
tumor carcinéide; em 3 de 7 (42,9%) dos casos de carcinoma neuroend6crnino
de pequenas células. Este marcador foi reativo para o unico caso de
carcinoma adenoescamoso, enquanto no caso de carcinoma neuroendécrino
de grandes células ndo foi observado reatividade. Os casos identificados
como carcinoma nédo pequenas células pouco diferenciado, apresentaram
imunoreatividade em 6 de 8 (75%) dos casos.

CK 8 — Esta citoqueratina apresentou imunoreatividade em 12 de 21 (67,1%)
dos casos de adenocarcinoma; em 8 de 19 (42,1%) dos casos de tfumor
carcindide; em 5 de 30 (16,7%) dos casos de carcinoma escamocelular; em 2
de 7 (28,6%) dos casos de carcinoma neuroendécrino de pequenas células;
em 3 de 8 (37,5%) dos casos de carcinoma ndo pequenas células pouco
diferenciado. Nos isolados casos de carcinoma neuroendécrino de grandes
células e carcinoma adenoescamoso, também observamos marcagao.

CK 34BE 12 - A imunoreatividade foi observada em 27 de 30 (90%) dos casos
de carcinoma escamocelular; em 7 de 19 (36,8%) dos casos de tumores
carcindides; em 4 de 21 (19,0%) dos casos de adenocarcinoma, em 2 de 8
(25%) dos casos de carcinoma ndo pequenas células pouco diferenciado.
Nao foi observado imunoreatividade em nenhum dos casos de carcinomas
neuroendécrino de pequenas células. No UuUnico caso de carcinoma

adenoescamoso, foi observado marcagao para esta citoqueratina.

CK 7 - Observamos reatividade para esta citoqueratina, em 15 de 21
(71,43%) dos casos de adenocarcinoma; em 3 de 19 (15,8%) dos casos de
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tumor carcinéide; em 1 de 30 (3,3%) dos casos de carcinoma escamocelular,
em 1 de 1 (100%) dos casos de carcinoma neuroendécrino de grande células
e adenoescamoso; nNos casos de carcinoma neuroenddcrino de pequenas
células e carcinoma ndo pequenas células pouco diferenciado, nao foi

observado reatividade.

CK 20 - Somente em 1 de 19 (5,3%) casos de fumor carcindide, apresentou
imunoreatividade. Nas demais neoplasias foi negativa.

CK 5/6 - Em 17 de 30 (56,7%) dos casos de carcinoma escamocelular,
apresentaram imunoreatividade e em 2 de 19 (10,5%) dos casos de tumor

carcinéide. Nas demais neoplasias, nao observamos reatividade.

b) Marcadores tumorais especificos; de diferenciacdo citoplasmatica ou de

membrana e fatores de transcri¢éo nuclear.

TTF-1 - Foi apresentada imunoreatividade somente em 1 de 21 dos casos
(4,8%) de adenocarcinoma, sendo negativa nos demais tumores.

SPA - Foi apresentada imunoreatividade em 4 de 21(19,0%) dos casos de
adenocarcinoma e em um unico caso de adenoescamoso e negativa nas

outras neoplasias.

c) Marcadores neuroendécrinos / Produtos de secregao das células neoplasicas.

e Chromogranin A ( CgA) - A imunoreatividade estave presente em 16 de 19

(84,2%) dos casos de tumores carcinédides, em 3 de 7 (42,9%) dos casos
de carcinomas neuroendécrinos de pequenas células e, particularmente,

em um unico caso de carcinoma escamocelular (3,3%).

Apos a andlise imuno-histoquimica, os 101 tumores foram classificados

histogeneticamente e distribuidos como: carcinoma escamocelular, 29,7% (n=30);

adenocarcinoma, 20,8% (n=21); tumor carcindide, 18,8% (n=19); carcinoma

neuroendocrino de pequenas células, 6,9% (n=7); carcinoma neuroendécrino de



66

grandes células, 1,0% (n=1); carcinoma adenoescamoso, 1,0% (n=1)
linfoma/sarcoma, 4,9% (n=5). Mesmo apés a IHQ, olto casos (7,9%) permaneceram
com o diagnéstico de carcinoma ndo pequenas células pouco diferenciado e 2,0%
(n=2) continuaram como neoplasia maligna indiferenciada. Foi possivel definir
histogeneticamente 93,1% % (n=94) dos casos e 6,9% (n=7) deixaram de ser
avaliados por auséncia de tecido tumoral nas secgdes (exigiidade de material). Os

resultados acima descritos podem ser observados na Tabela 12.

Tabela 12: Freqiiéncia dos subtipos histolégicos das neoplasias apés analise imuno-
histoquimica, confrontando com as suspeitas diagnésticas.

Suspeitas diagnésticas na 22 anélise (HE)

Tipos histolégicos Carcinoma pouco Outras suspeitas | TOTAL / IHQ (%)
diferenciado/ diagnésticas (%)

indiferenciado (%)
Carcinoma escamocelular 16 (13,9) 14 (15,8) 30 (29,7)
Adenocarcinoma 13 (12,9) 8 (7,9) 21 (20,8)
Tumor carcindide 15 (14,8) 4 (4,0) 19 (18,8)
Carcinoma neuroendécrino de 2(2,0) 5 (4,9) 7 (6,9)
pequenas células
Carcinoma neuroendécrino de 1(1,0) 0(0) 1(1,0)
grandes células
Carcinoma ndo pequenas 7(6,9) 1(1,0) 8 (7,9)
células pouco diferenciado/
indiferenciado
Carcinoma adenoescamoso 1(1,0) 0(0) 1(1,0)
Neoplasia indiferenciada 2 (2,0) 0(0) 2(2,0)
Linfoma/ sarcoma 5(4,9) 0 (0) 5 (4,9)
Falta tecido tumoral 54,9 2(2,0) 7 (6,9)
TOTAL 67 34 101(100)

Em relagdo aos casos de carcinomas pouco diferenciados / indiferenciados que

foram submetidos a IHQ, os resultados apresentaram as seguintes distribuigSes
histogenéticas: carcinoma escamocelular, 13,9% (n=16); adenocarcinoma, 12,9%
(n=13); tumor carcinéide, 14,8 % (n=15); carcinoma neuroendécrino de pequenas
células, 2,0% (n=2); carcinoma neuroendécrino de grandes células, 1,0% (n=1);
carcinoma adenoescamoso, 1,0% (n=1); linfoma/ sarcoma, 4,9% (n=5); carcinoma
ndao pequenas células pouco diferenciado, 6,9% (n=7); neoplasia maligna
indiferenciada, 2,0% (n=2) e em 4,9% (n=5), nao foi observado tumor nas laminas
para avaliagdo. Esses resultados estao demonstrados no Quadro 2.
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Quadro 2: Modificagdo no Diagnéstico apés IHQ

- CARCINOMA POUCO DIFERENCIADO ou INDlFERENCIADO ‘67 (86, 3%)

- “‘:;Carcmoma escamocelular 16 (13 9%)

; pAdenacarcmoma 13 (12 9%)

Tumor carcméide 15 ( 14 8%)

',é—ef‘_:Carcinoma neuroendécnno de pequenas‘ .
‘células 2 @, 9%) ‘ \

= 'Carcinoma neuroendécnno de grandes o
»células 1 1, 0%) L .

- ”‘..;j‘:Car:;inama néo pequenas células pouco‘ E
1 7 (6 9%) '

: ‘Carcmoma adenoescamoso 1 (1;,()%)‘

e ‘ ‘Outras neoplasms 5 (4 9%)

- :’;Neoplasm mahgna mdrferenmad 2’;(2 a%) .

‘ * — "~'Falta detumor nas secg:ées histaléglcas 5 -

Quanto aos 34 tumores restantes, constituidos por casos dificeis para definigéo
histogenética no HE (mas com diferentes suspeitas diagnésticas), foram observadas
as seguintes frequéncias: carcinoma escamocelular, 15,8% (n=14); adenocarcinoma,
7,9% (n=8); tumor carcinodide, 4,0% (n=4); carcinoma neuroenddcrino de pequenas
células, 4,9% (n=5); carcinoma ndo pequenas células pouco diferenciado, 1,0%
(n=1) e em 2,0% (n=2), nao foi possivel avaliagdo por falta de tumor nas secgdes
(Tabela 12).

Foi possivel verificar a modificagdo do diagndstico entre a analise histologica e
andlise através da IHQ, conforme Tabela 13.
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Tabela 13: Modificagdo do diagnéstico entre a andlise histologica e analise através
da IHQ, de cancer de puimao.

101 Casos Segunda anélise (HE+IHQ)
Concordancia Concordancia
Segunda analise Positiva (%) Negativa (%)
(HE)
29 (28,7)* 72 (71,3)

* Indice de Cohen’s kappa= 0,287 1(leve)

Comparamos finalmente, a avaliagdo dos tumores, classificados na 22 analise
em HE através da IHQ conjuntamente com todos os demais casos e obtivemos os

resultados apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Variagdo entre a analise baseada na histologia e a analise histoldgica
associada a IHQ no total de casos estudados

244 Casos Segunda analise (HE+IHQ)
Concordancia Concordancia
o e
Primeira Anlise Positiva (%) Negativa (%)
(HE) 177 (72,5)* 67 (27.,5)

* Indice de Cohen’s kappa= 0,7254 (Grande)

Finalizamos os resultados, apresentando a freqiiéncia de cada subtipo
histoldégico de neoplasia pulmonar, considerando as 12 e 22 analises em HE e a

analise acrescida de HE+IHQ, representadas na Tabela 15.
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Tabela 15: Subtipos histolégicos das neoplasias malignas pulmonares no periodo de
1986 a 2004, considerando o 1° e 2° diagnésticos em HE e a analise HE+IHQ

Tipo histolégico (HE) n (%) n (%) n (%)
Diagnéstico inicial Diagnéstico 22 Diagnéstico
analise (HE) HE + IHQ
Carcinoma escamocelular 110 (45,1) 76 (31,1) 90 (36,9)
Adenocarcinoma 48 (19,7) 51 (20,9) 66 (27,0)
Carcinoma de pequenas células 31 (12,7) 32 (13,1) 29 (11,9)
Carcinoma pouco diferenciado / 31(12,7) 10 (4,1) 1(0,4)
indiferenciado
Carcinoma nao pequenas células 7 (2,9) 48 (19,7) 14 (5,7)
pouco diferenciado
Neoplasia maligna indiferenciada 5 (2,0) 17 (7,0) 6 (2,4)
Sarcoma/ Linfoma 4 (1,6) 2(0,8) 6 (2,4)
Tumor carcinédide 3(1,2) 3(1,2) 21(8,6)
Carcinoma de grandes células 2(0,8) 0 (0) 1(0,4)
Adenoma 2(0,8) 0(0) 0(0)
Carcinoma bronquioloalveolar 1(0,4) 5 (2,0) 2(0,8)
Carcinoma adenoescamoso 0 (0) 0(0) 1(0,4)
Falta tecido tumoral 0 (0) 0 (0) 7 (2,9)
TOTAL 244 (100) 244 (100) 244 (100)

As figuras de 3 a 7 ilustram cada subtipo tumoral, bem como o painel imuno-

histogimico para definigdo histogenética e auxilio diagndstico.



Figura 3: Aspectos morfoldgicos e imuno-histoquimicos de algumas neoplasias
pulmonares. (A) Macigos de células epiteliais de tamanho médio e grande,
atipicas, infiltrando francamente a lamina prépria da mucosa bronquiolar (HE,
100X). (B) Detalhe da foto anterior salientando o padrao pouco diferenciado do
tipo celular neoplasico (HE, 400X). (C) Imunomarcagdo positiva para
CK34BE12, multifocal, padrdao citoplasmatico (EnVision™, 400X). (D)
Imunomarcagao fortemente positiva para CK5/6, difuso, padrao citoplasmatico
(EnVision™, 400X).

Diagnéstico final: Carcinoma escamocelular

Nota: Marcadores negativos: CKAE1/AE3, CK8, CK7, CK20, SPA, TTF-1 e Cromogranina A.
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Figura 4: Aspectos morfolégicos e imuno-histoquimicos de algumas neoplasias
pulmonares. (A e B) Macicos irregulares de células neoplasicas epiteliais multo
atipicas infiltrando a lamina prépria de mucosa bronquiolar (HE, 400X). (C)
Imunomarcagéao positiva para CKAE1/AE3, difuso, citoplasmatico (EnVision™,
200X). (D) Imunomarcagdo positiva para CK7, difuso, padrao citoplasmatico
(EnVision™, 400X). (E) Imunomarcagdo positiva para SPA, difuso, padrdo
citoplasmatico (EnVision™, 200X). (F) Imunomarcagédo positiva para TTF-1,
difuso, padrao nuclear (EnVision™, 400X).

Diagnéstico final: Adenocarcinoma.

Nota: Marcadores negativos: CK8, CK343E12, CK20, CK5/6 e Cromogranina A
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Figura 5: Aspectos morfolégicos e imuno-histoquimicos de algumas
neoplasias pulmonares. (A) Mucosa bronquiolar com metaplasia escamosa
do epitélio de revestimento e, na ldmina prépria, neoplasia infiltrante
formada por macigos irregulares de ceélulas epiteliais (HE, 200X). (B)
Detalhe da foto anterior mostrando atiplas nucleares e a variagdo do
tamanho dos macigos tumorais (HE, 400x). (C) Detalhe do tipo celular
neoplasico, salientando-se o citoplasma roseo relativamente evidente (HE,
400X). (D) Imunomarcagao positiva para Cromogranina A no citoplasma das
células tumorais, padréo granular (EnVision™, 400X).

Diagnéstico final: Tumor carcindide

Nota: Marcadores negativos: CKAE1/AE3, CK8, CK348E12, CK7, CK20, CK5/6, TTF-1 e SPA
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Figura 6: Aspectos morfolégicos e imuno-histoquimicos de algumas neoplasias
pulmonares. (A) Mucosa bronquiolar exibindo células tumorais bastante
atipicas, de tamanho médio e grande infiltrando a lamina prépria (HE, 400X).
(B) Detalhe da foto anterior, salientando-se a atipia celular (HE, 400X). (C)
Imunomarcagéo positiva para CK7, focal, citoplasmatico (EnVision™, 400X). (D
e E) Imunomarcagao positiva para CK8, multifocal, citoplasmatico (EnVision™,
400X). (F) Imunomarcagdo positiva para Cromogranina A, multifocal,
citoplasmatico (EnVision™ 400X).

Diagnéstico final: Carcinoma anaplasico de grandes células
neuroenddcrino

Nota: Marcadores negativos: CKAE1/AE3, CK34BE12, CK20, CK5/6, TTF-1 e SPA
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Figura 7: Aspectos morfolégicos e imuno-histoquimicos de algumas neoplasias
pulmonares. (A) Mucosa bronquiolar exibindo na lamina proépria, infiltragédo
neoplasica formada por macigos irregulares de células pequenas apresentando
artefatos decorrentes de esmagamento tecidual (HE, 200X). (B) Visdo
panoramica da neoplasia maligna de células pequenas infiltrando o tecido
conjuntivo da mucosa (HE, 100X). (C) Imunomarcagdo positiva para
CKAE1/AE3, multifocal, citoplasmatico (EnVision™, 400X). (B) Imunomarcagéo
positiva para Cromogranina A, multifocal, citoplasmatico (EnVision™, 400X).

Dianéstico final: Carcinoma anaplasico de pequenas células
neuroendécrino

Nota: Marcadores negativos: CK8, CK34BE12, CK5/6, CK7, CK20, SPA e TTF-1
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6 DISCUSSAO

Segundo Carey (1994), a complexa morfologia do CP, nem sempre permite a
sua identificagdo histogenética diagnédstica através da analise histopatolégica
convencional, muito embora a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) preconize que
a classificagdo dos tumores pode ser essencialmente baseada em critérios

morfolégicos.

Apesar do diagnéstico dos tipos comuns de carcinomas de pulmdo néo
apresentar maiores complexidades, as dificuldades se apresentam nos casos
poucos diferenciados ou no que diz respeito ao diagnéstico diferencial, nas
situagbes advindas das combinagbes de padrdes morfolégicos de varios tumores
(ALBERTI et al., 1986; MARSON et al., 2004).

Na tentativa de estabelecer critérios mais especificos para o reconhecimento
dos tipos histolégicos do CP, a pesquisa de diversos marcadores tumorais, a partir
de técnica de imuno-histoquimica, pode permitir um diagndstico histogenético rapido
e mais preciso da neoplasia pulmonar, contribuindo para uma melhor avaliagdo e
tratamento dos doentes acometidos por esta patologia. Mesmo levando em
consideracgao as dificuldades técnicas e os custos operacionais, que limitam a ampla
utilizagdo desta metodologia na identificagdo histogenética tumoral, podemos
acrescentar a esta analise, o fato de que, cada vez mais sao solicitados diagnésticos
precisos sobre quantidades cada vez menores de tecidos e o patologista esta tendo
que se adaptar a essas novas condigdes (TRAVIS et al., 1999; CAPELOZZI|, 2001).

Sob estes aspectos considerados relevantes, nos propomos a fazer um estudo
retrospectivo do CP, diagnosticados em bidpsias brénquicas e bidpsias
transbrénquicas, no Servigo de Histopatologia (SH) do Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz (CPqGM/FIOCRUZ/BAHIA), entre os periodos de 1986 a 2004, todas elas
procedentes do HEOM, unidade hospitalar do Estado e referéncia para tratamento
de doencas respiratérias/ toracicas.

Neste estudo, revisamos todos os casos de cancer de pulméo, confrontando-os
com os diagnésticos iniciais. Aqueles em que ndo foi possivel uma defini¢do
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histogenética clara, como nos poucos diferenciados ou indiferenciados, ou os que
apresentaram combinagdes de padrdées morfolégicos, ou quando houve divergéncia

com o diagnéstico inicial, submetemos esses casos a técnica de imuno-histoquimica.

O Servigo de Histopatologia (SH) recebeu no periodo citado, 25016 casos para
exame anatomopatolégico. Desses, 3,8% (n=956) corresponderam a doencas
pulmonares e 1,2% (n=304) a neoplasias pulmonares. Os casos que apresentaram
indisponibilidade e/ou exiglidade do material (0,13%; n=34) e as pecgas cirurgicas
(0,10%; n=26), foram excluidas do estudo. Portanto, nossa casuistica consta de 244
casos, 88,9% (n= 217) foram encaminhados através de amostras colhidas por BB e
11,1% (n=27) colhidas como BTB. A nossa mostragem (BB e BTB) apresenta-se de
acordo com os estudos de Lorenzoni, (2001); Zamboni, (2001) e Fernandez et al.
(2002). Os autores comentam que o principal exame endoscopico para a avaliagdo
diagnéstica de pacientes com cancer do pulmao, é a broncoscopia (rigida e flexivel).
Zamboni, (2001) e Soler et al. (2004) acrescentaram que a broncofibroscopia,
associada a biopsias bronquica e transbrénquica, é capaz de revelar cerca de 70%
dos carcinomas do pulméao.

No levantamento efetuado, nas fichas de registro dos pacientes, em relagéo as
principais manifestagées clinicas presentes, nossos resultados contemplam as
informacgdes contidas em apenas 62,3% dos casos (n=152). Esse fato mostra a
dificuldade na avaliagdo de dados clinicos epidemiolégicos em estudos

retrospectivos.

Os sinais e sintomas apresentados no estudo como: hemoptise, dispnéia e a
dor toracica, apresentam freqiéncias inferiores aos encontrados por Barros et al.
(2006). Os autores comentam que na populagdo com céncer de pulmao, a
hemoptise & o sinal que estd presente em 27 a 57%, a dispnéia em
aproximadamente 37% e a dor toracica em 27 a 49%, para este sintoma, Jamnik et
al., (2008) apontam uma freqiiéncia bem mais elevada (60%).

Em relacéo a tosse, a freqiéncia encontrada esta de acordo com os descritos
por Barros et al. (2006) e que aparece como o mais comum (45 a 75%). Jamnik et al.
(2008) relatam que este sinal € o de maior presenga (80%), enquanto para Novaes
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(2008) é um sinal inespecifico, embora em maior freqii€ncia, € comum em fumantes
e em diferentes doengas respiratorias.

A literatura nos mostra que, os sintomas respiratérios no cancer de pulmao tém
uma grande repercussao na qualidade de vida dos doentes, apesar de ser uma
doenga de evolugdo lenta, assintomatica no inicio e tardiamente diagnosticada.
Moreira et al. (1997), comentam que os tumores iniciais, nao costumam produzir
sinais/sintomas que justifiquem a investigagdo e quando esses sdo apresentados,
geralmente evidenciam um mau prognoéstico, tendo em vista o estagio avangado dos

Ccasos.

Nossos resultados, ainda em relagdo aos sinais e sintomas, seguem os
comentarios de Beckies et al. (2003). Para esses autores, os tumores de localizagédo
central, a exemplo dos carcinomas epiderméides e de pequenas células, geralmente
provocam sinais como tosse, sibilos, roncos, hemoptise, dispnéia e sintomas como a
dor toracica, causada por obstrugao ou compressdo do tumor. Acrescentando os
comentarios de Silva Jr et al. (2004), de que esses tumores sao etiolégicamente
relacionados ao tabagismo, poluicdo e infecgbes brénquicas repetitivas, podemos
caracterizar o risco de se desenvolver o cancer de pulmao através do tabagismo. Os
nossos resultados apontam a presenga de tabagismo em 40,1% (n=61) dos casos.

Porta et al. (1986) relatam que tumores de localizagdo periférica, como os
adenocarcinomas, geralmente sao assintomaticos. Em nosso estudo, sua freqgiiéncia
foi de 19,7 % (n=48). Zamboni (2001) se refere ao aumento da incidéncia do
adenocarcinoma como uma decorréncia do tabagismo, especialmente de alteragbes
na composi¢ao do cigarro, a exemplo dos menores teores de alcatrao e nicotina.
Embora a associagdao com o tabagismo neste caso seja de menor importancia, Isso
pode ser explicado, pelo fato da fumacga poder alcangar as porgées mais periféricas
dos pulmées, favorecendo o aumento da freqiiéncia deste tipo histolégico.

Em nosso estudo, encontramos uma maior prevaléncia do cancer de pulméo
entre individuos do sexo masculino, contribuindo com 66,4 % dos casos (n=162) e o
feminino com 33,6 % (n=82) e a idade média do grupo estudado correspondeu a
59,5 anos. Os achados de Beckles et al. (2003) e Alberg e Samet (2003) apontam o
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surgimento de tumores em torno de 60 anos de idade, com mais freqliéncia no sexo
masculino e em grandes fumantes. De forma semelhante aos achados por Parente
et al. (2007) que relatam uma frequéncia elevada de cancer de pulm&o em homens
(81,8%) do que em mulheres (18,27%), sendo a média da idade de 64,5 e a

ocorréncia acontece em 70% de fumantes ou ex-fumantes.

A relagdo homem/mulher encontrada no estudo foi de 1,98, discretamente
maior que a apontada pelo Instituto Nacional de Cancer (1,21) em 2008. Alberg e
Samet (2003) citam que, esta relagdo no século passado era de 10:1. A este fato,
podemos atribuir que o aumento da incidéncia nas mulheres € devido a mudanga de
habitos, com a introdugéo do tabagismo neste grupo. De acordo com estas revisdes
e segundo Flanders et al. (2003), o consumo de cigarros, tornou-se o principal fator
de risco para o cancer de pulmao, principalmente pela exposicao e a inalagdo dos
produtos carcinégenos contidos na fumaga, acrescentados a poluicido tabagistica
ambiental.

A avaliagao histolégica em HE do nosso material € baseada na classificagao da
OMS (2004). Essa classificagdo divide as neoplasias com base na aparéncia
histopatolégica, formada por quatro grandes grupos: carcinomas de pequenas
células, adenocarcinomas, carcinomas epiderméide ou escamocelular e carcinomas
indiferenciados de grandes células. Geralmente os trés ultimos tipos sao agrupados
como carcinomas ndo pequenas células, segundo os estudos de Hirsch, (1989);
Capelozzi, (2001); Zamboni, (2001); Carvalho, (2004); Silva Jr, (2004) e Rossi et al.
(2004).

Acrescentamos também a esta avaliagdo, o uso da classificagdo utilizada na
pratica clinica, que segundo Zamboni (2001), classifica os carcinomas
broncogénicos sob a ética da abordagem terapéutica, estadiamento e tratamento.
Carvalho (2004) e Rossi et al. (2004) comentam, que a classificagéo clinica, apesar
de simples, é aceitavel, € adequada para a conduta terapéutica do paciente. Essa
classificagdo divide as neoplasias de pulmao em dois grupos histolégicos, de
diferentes comportamentos bioldégicos e progndsticos: carcinoma de pulmdo nao
pequenas células (CPNPC) e carcinoma de pulmao de pequenas células (CPPC).
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Esse ultimo tipo histolégico, quando diagnosticado, implica no tratamento

quimioterapico imediato.

Nossos achados na 12 avaliagdo em HE classificaram 75% (n=183) dos casos
quanto a diferenciagdo histolégica, assim distribuidos: bem diferenciados, 7,1%,
(n=13); moderadamente diferenciados, 26,8% (n=49); pouco diferenciados, 50,8%
(n=93)e 15,3% (n=28), anaplasicos (Tabela 7).

Percebe-se um percentual significativo de CEC pouco diferenciado e de
adenocarcinoma pouco diferenciado diagnosticados, tanto na 1? como na 22
andlises. Este fato pode trazer dificuldades para a definigdo histogenética dessas
neoplasias, baseada apenas no HE. Este aspecto é reforgado pela presenga de
13,9% de CEC e de 7,9% de casos de dificil avaliagdo histogenética com tais
diagnésticos e que foram submetidos ao estudo IHQ (Tabela 7).

Na 22 avaliagdo dos tumores em HE, quanto a diferenciagéo histolégica, foram
revelados 92,2% (n=225) dos casos, com as seguintes freqiéncias: bem
diferenciados, 9,3%, (n=21); moderadamente diferenciados, 13,8% (n=31); pouco
diferenciados, 54,7% (n=123) e anaplasicos, 22,2% (n=50) (Tabela 7).

Verifica-se, em ambas avaliagbes, a alta freqiéncia de tumores pouco
diferenciados ou anaplasicos, trazendo dificuldades para a definicdo histogenética
neoplasica.

Ao analisarmos os resultados da 12 avaliagdo em HE, em relagdo a definicao
histogenética dos carcinomas pouco diferenciados ou indiferenciados, observamos a
frequiéncia de 17,6% (n=43), enquanto que na 22 avaliagdo em HE, este valor foi de
30,7% (n=75), para esses tumores (Tabela 7).

Percebe-se, entdo, um aumento de 13,1% (n=32) no diagndstico de carcinoma
pouco diferenciado/ indiferenciado. Esse fato, talvez sugira, uma aplicacdo mais
uniforme e precisa dos critérios morfolégicos no diagnéstico dos tumores na 22
avaliagdo, o que foi realizado por um Unico patologista. Na primeira analise, varios

patologistas estiveram envolvidos.
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Uma outra razdo para essa discordancia entre a 12 e a 22 andlise, &€ que nos
casos mais antigos, quando ainda ndo havia disponibilidade da imuno-histoquimica,
existia uma maior tendéncia dos patologistas para definir os tipos histolégicos no HE

ou quando muito, com alguma coloragao especial para muco.

Como parte do estudo coube a comparagao entre a andlise inicial em HE e a
analise do presente estudo, segundo os critérios da OMS (2004). Calculamos o
indice Kappa de Concordancia e o valor encontrado de 0,2571 correspondeu a uma
concordancia leve. A discordancia ocorreu principalmente nos grupos dos
carcinomas escamocelulares em 46,6% (n=41); adenocarcinomas em 13,6% (n=12);
carcinomas pouco diferenciados ou indiferenciados em 28,4% (n=25) e em outras
neoplasias, 11,4% (n=10) (Tabela 8).

Isto pode significar que, na rotina diagnéstica, um percentual significativo dos
casos pode oferecer dificuldade para o diagnéstico preciso, sendo importante a
realizacdo da IHQ. Reconhecemos, entdo, a necessidade da realizagdo de um
diagnéstico, mais preciso, através da aplicagdo de marcadores imuno-histoquimicos.
Ressaltamos que, de acordo com a literatura, a auséncia de uma identificagao
histogenética tumoral clara € decorrente do grau de pouca diferenciagcdo ou
indiferenciagdo. Esta dificuldade pode também estar relacionada ao tamanho
limitado da amostra (Rossi et al., 2004), concordando com os estudos de Oliveira
(2002), Silva Jr (2006) e Bahrami et al. (2008) sobre os diagnésticos dos tumores
indiferenciados ou pouco diferenciados. Além disso, pequenas amostras de tecidos
limitadas por artefatos de esmagamento sdo dificeis para avaliagao diagnéstica na
forma convencional e que pode induzir a erros de interpretagdo diagnéstica.

Motivados por essas dificuldades, decorrentes da interpretagdo dos tumores
pouco diferenciados ou naqueles com sobreposicéo de caracteristicas morfoloégicas
de diversos tumores e, ainda nos indiferenciados, nos propusemos ao estudo imuno-
histoquimico desses casos em especial. De acordo com os estudos de Jagirdar
(2008), Beasley (2008) e Sica (2008), o emprego da referida técnica pode colaborar
na separacao de Carcinoma de pequenas células (CPC), Carcinoma nao pequenas
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células (CNPC) e Carcindide, particularmente em bidpsias com amostras pequenas
e limitadas por artefatos.

Selecionamos da nossa casuistica, 41,4% (n=101) tumores, para a analise
imuno-histoquimica. Nessa amostragem, incluimos os casos de divergéncia entre a
1° e o 2° diagnésticos no HE em 61,4% (n=62) e aos casos de dificil definicdo
histogenética através de analise convencional em HE, considerando os pouco
diferenciados ou indiferenciados em 38,6% (n=39). Essa nova amostragem é
composta de 66,3% (n=67) de tumores definidos como carcinomas pouco
diferenciados ou indiferenciados. Os demais 33,7% (n=34) correspondem aos casos

dificeis para definicdo no HE com suspeitas diagnésticas de outras neoplasias.

Para o diagnostico diferencial dessas neoplasias pulmonares, elegemos um
painel imuno-histoquimico minimo, composto pelos seguintes marcadores: CK
AE1AE3, CK 8, CK 34 BE12, CK 5/6, CK 20, CK 7, SPA, TTF-1 e Cromogranina A.
Esse painel minimo tem poder para identificar a grande maioria das neoplasias
primarias de pulmao, distinguir carcinomas neuroendécrinos de outros tipos de

carcinomas, e também de identificar neoplasia pulmonar metastatica.

A escolha do painel imuno-histoquimico minimo, baseou-se nas caracteristicas
peculiares dos marcadores antigénicos em diagnosticar os tipos mais prevalentes de
cancer de pulmao relatados na literatura, tendo em vista a sua aplicagdo dentro da
nossa realidade diagnéstica, conforme Tabela 2.

A IHQ possibilitou definir histogeneticamente, 93,1% (n=94) dos 101 casos.
Deixaram de ser avaliados 6,9% (n=7) desses casos, por auséncia de tecido tumoral
nas secgoes. Assim, o estudo imuno-histoquimico ndo pode ser realizado, nos casos
indicados, por falta de material nos blocos parafinizados. Os resultados desta analise
apontam, 71,3% (n=72) casos discordantes, sendo 61,4% (n=62) pertencentes aos
carcinomas pouco diferenciados/ indiferenciados e 9,9% (n=10) de outras
neoplasias.
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Percebe-se que dos 101 tumores indicados para a IHQ, 93,1 % (n=94) tiveram
uma definicdo histogenética. Esse desempenho demonstra muito bem a importancia

da IHQ na definicao histogenética tumoral, especialmente no cancer de pulmao.

Em relagdo aos tumores considerados como carcinomas pouco diferenciados
ou indiferenciados (carcinoma ndo pequenas células pouco diferencaido, carcinoma
pouco diferenciado / indiferenciado, neoplasia indiferenciada) e utilizando a
classificagdo OMS, 2004, a aplicacdo do painel de anticorpos, foi capaz de re-
classificar histogeneticamente, 92,5% (n=62) dessas neoplasias. Manteve-se a
classificagao de carcinoma pouco diferenciado / indiferenciado em 11,3 (n=7) desses
tumores. A avaliagao ficou prejudicada por falta de tecido tumoral em 7,5% (n=5) dos

casos (Figura 4).

O painel imuno-histoquimico utilizado é capaz de discernir as neoplasias
pulmonares primarias de possiveis tumores metastaticos para pulmao,
especialmente pela avaliagdo conjugada das varias citoqueratinas utilizadas e pela
presenga no painel de algunas marcadores mais especificos de cancer de pulmao.
Por outro lado, houve uma tentativa importante dos médicos clinicos de fazer uma
correlagao clinico-laboratorial e de dados de imagem, com os aspectos morfolégicos
e imuno-histoquimicos no sentido de afastar a possibilidade de neoplasias

metastaticas.

A andlise dos varios marcadores utilizados na IHQ, verificados nos principais
tipos tumorais de CP, mostrou resultados interessantes. Faremos uma breve
avaliagdo das situagbes mais importantes e freqiientes, em relagdo aos tipos
neoplasicos.

CARCINOMA ESCAMOCELULAR, em nosso estudo, a marcacdo de maior
expressdo se deu para a citoqueratina CK 34BE712, 90% (27/30); seguida da CK
AE1/AE3 e CK 5/6, 56,67% (17/30); para CK 8, 16,7% (5/30) e para CK 7 e
Cromogranina A, 3,33% (1/30). Nao foi observada marcagdo para TTF-1, como
descreve Rossi et al. (2004).
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» A marcagao observada para CK 5/6, esta de acordo com a literatura. Segundo
Marson et al. (2004) esta citoqueratina, € um marcador sensivel e especifico
para carcinoma escamoso de pulméao, além de ser considerada como um dos
marcadores especificos para mesotelioma. Hammar (2006) comenta que sua

positividade em carcinoma escamocelular atinge mais de 90%.

> A marcagdo para CK 34BE12, observada em nossos resultado, é
concordante com os comentarios de Brambilla (2002); Rossi et al. (2004) e
Hammar (2006). Os autores comentam que sua expressdo € restrita
principalmente a carcinomas escamosos e carcinomas basaldides, podendo

em cerca de 10%, nao apresentar reatividade.

» O baixo percentual de positividade para CK 8 (16,7%) em nosso material, esta
condizente com o que é visto na literatura, pois, tal marcador, tende a ser

negativo no carcinoma escamocelular.

» A marcagao para CK 7, embora seja uma citoqueratina localizada em epitélio
do pulméao e mama, geralmente é negativa para carcinoma escamocelular de
pulmao e conforme citado na literatura, apresenta baixa reatividade. Beasley
(2008) comenta, que os CEC sao tipicamente negativos para CK 7 e CK 20,
embora um pequeno nimero de casos pode ser positivo para CK 7. Em
nosso estudo, somente 1 caso apresentou marcagdo para CK 7 (3,3%),

aspecto similar ao encontrado na literatura (HAMMAR, 2006).

> A ndo marcacgao para TTF-1 esta de acordo com o descrito por Rossi et al.
(2004), Hammar (20086), nao sendo encontrado em carcinoma escamocelular,
ou de acordo com outras séries, pode ser positivo em cerca de 26% dos CEC
(HAMMAR, 2006).

ADENOCARCINOMA, nossos resultados apontam marcagédo para CK AE1/AE3 e
CK 7, em 71,4% (15/21); para CK 8 em 57,1% (12/21), para CK 34BE12 e SPA em
19,0% (4/21), para TTF-1 em 4,8% (1/21). Nao foram observadas marcacgbes para
CK 20, CK 5/6 e Cromogranina A.
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> A fenotipagem CK 7/20 de adenocarcinomas €& uma ferramenta util de
diagnostico. A freqliente reatividade para CK 7 (71,4%), bem como a nao
marcacao para CK 20, estd de acordo com Su et al. (2006) e Park et al.
(2007) quando se referem a estes dois marcadores para diferenciagao de
tumores primarios pulmonares, a exemplo do adenocarcinoma. Zou et al.
(2003) utilizaram um painel formado pelos anticorpos TTF-1, SP-B, CK 7 e CK
20 para discriminagdao entre adenocarcinomas de pulmao primario (n=42) e
metastatico (n=30) e obtiveram positividade para CK 7 em todos os
adenocarcinomas pulmonares primarios. A imunomarcagao positiva e a
especificidade da combinagdo CK 7/CK 20 em discriminar entre
adenocarcinoma primario e metastatico foram respectivamente 79% e 94%.
Chu et al. (2000) se referem a marcagdo CK 7*/CK 20" em adenocarcinomas
de pulmao e CK 77/CK 2 0" a adenocarcinomas metastatico.

> A expressdao de CK 34BE12 é restrita principalmente a carcinomas
escamosos € carcinomas basaléides. Adenocarcinomas e carcinomas
neuroenddcrinos de alto grau sao tipicamente negativos, o que esta refletido
na baixa reatividade apresentada em nosso material (19,0%). Embora o
marcador CK 34BE12 se apresente negativo na maioria dos
adenocarcinomas, a literatura mostra que em cerca de 50% é reativo
(HAMMAR, 2006).

» O marcador TTF-1, fator de transcricdo da tireéide (TTF-1), é sensivel e
especifico, com especificidade maior para carcinoma do pulmao, carcinomas
neuroendécrinos ou nao. Rossi et al. (2004) relatam que em tumores
pulmonares, o marcador TTF-1 €& essencialmente expresso em
adenocarcinomas, em tumores neuroendécrinos de grandes células e em
carcinomas de pequenas células, ndo sendo encontrado em carcinoma
escamocelular. No nosso material, chama atencdo, a baixa expressao de
TTF-1 em adenocarcinomas (4,8%), enquanto que na literatura, a frequéncia
de positividade, oscila entre 50-70% (HAMMAR, 2006). E possivel que, este
antigeno tenha sofrido alteragéo nos seus sitios de reagéo durante a fixagao e
arquivamento prolongado.
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» O marcador CK 5/6 é usado no diagnéstico diferencial entre carcinoma
escamoso pouco diferenciado e adenocarcinoma, expressa positividade em
mesoteliomas, carcinoma de células transicionais, diferentemente de
adenocarcinomas (ORDONEZ, 1998; TOT, 2001 e MARSON et al., 2004).
Ordonez, (1998) e Tot (2001), demonstraram a aplicacdo desse marcador, no
diagnostico diferencial entre mesoteliomas pleurais e adenocarcinomas
metastaticos de pleura. A positividade se deu em todos os casos de
mesotelioma e carcinoma escamocelular de pulmdo. Os carcinomas
metastaticos de pulmado, carcinomas pouco diferenciados, também
expressaram CK 5/6 de forma focal ou fracamente, ndo havendo marcagéao
nos casos de adenocarcinomas, como €& demonstrado também em nossos
resultados, onde tal marcador foi negativo (COHEN et al.,1997).

» O marcador SPA, apresenta uma baixa reatividade, apesar da alta
especificidade e moderada sensibilidade para distingdo entre tumores
primarios e secundarios de pulmdo. De acordo com Beasley (2008), pode ser
um marcador especifico para adenocarcinoma de pulmao, chegando até a
50% de positividade, porém n&o tem a sensibilidade de um outro marcador, o
TTF-1. No nosso material, a positividade para SPA, foi baixa nos
adenocarcinomas (19,0%). A dificuldade no uso do SPA, esta no fato da sua
sensibilidade ser em torno de 63% nas neoplasias malignas primarias de
pulméo, pode apresentar positividade de 46% nos carcinomas pulmonares
metastaticos, incluindo o carcinoma de mama (JAGIRDAR, 2008).

CARCINOMA ADENOESCAMOSO, em nosso estudo, s6 tivemos um caso desse
tipo de neoplasia. Observamos imunorreatividade para os marcadores, CK
AE/AE3, CK 8, CK 348 E12, CK 7 e SPA, nao reagindo para CK 20, CK 5/,
Cromogranina A e TTF-1. Tais resultados sdo similares aos relatados nos poucos
trabalhos sobre esse tipo especifico de tumor pulmonar (HAMMAR, 2006).
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TUMORES NEUROENDOCRINOS

Segundo Beasley (2008) e a OMS (2004), os tumores neuroenddcrinos de
pulmao, incluem os carcindides, carcinomas neuroenddcrinos de grandes células e
carcinomas de pequenas células. As frequéncias, apresentadas em nossos

resultados serdao demonstradas a seguir:

a) CARCINOMAS NEUROENDOCRINO DE PEQUENAS CELULAS, apresentaram
marcagéo para CK AE1/AE3 e Chromogranin A, em 42,9% (3/7), 28,6% (2/7) para
CK 8 e para os demais nao houve marcagao.

b)TUMORES CARCINOIDES, marcaram para Chromogranin A, em 84,2%(16/19),
para CK 8 em 42,1% (8/19), para CK AE1/AE3 em 21,1% (4/19), para CK 348 E12,
em 36,8% (7/19) e para CK 7 em 15,8% (3/19), para CK 5/6 , em 10,5%. Nao foram
observadas marcagdes para TTF-1 e SPA.

c) CARCINOMAS NEUROENDOCRINO DE GRANDES CELULAS, neste Unico caso
do estudo, s6 houve marcagédo para Chromogranin A, CK7 e CK8.

Os tumores neuroendécrinos de pequenas células, frequentemente séo
positivos para citoqueratinas de baixo peso molecular e sdo negativos para
citoqueratinas de alto peso molecular. Os marcadores neuroendécrinos, sinaptofisina
e NSE sao positivos em 100% dos casos e o TTF-1, é positivo em cerca de 90-95%.
Quanto a cromogranina, sua positividade pode variar a depender da quantidade de

granulos neuroendécrinos presentes e oscila entre 25-30% (HAMMAR, 2006).

Em relagdo aos tumores neuroenddécrinos de grandes células, o marcador TTF-
1 foi negativo no nosso unico caso. Analisando este marcador neste tumor, Rossi et
al. (2004) se referem a uma tendéncia para a negatividade; por outro lado, outros
dados da literatura mostram que tal marcador pode ser positivo em torno de 60-65%

do Carcinoma neuroendécrino de grandes células (HAMMAR, 2006).

Em relagdo a marcagdo da cromogranina, nosso resultado é concordante com
o citado por Hirisch (2000), em relagdo ao carcinoma de pulmdo de pequenas
células, como seu elevado potencial na produgdo de mudltiplos marcadores

endocrinos como a Chromogranin A, Synaptofisin, NSE. Ainda referindo -se aos
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marcadores neuroendécrinos, Barra (2006), comenta que sua presenga em
neoplasias epiteliais sdo caracteristicas dos carcinomas neuroendocrinos

independente do sitio anatémico.

Beasley (2008), comenta que os tumores carcindides, se caracterizam por
expressar marcadores neuroenddcrinos como a Chromogranin A, Synaptofisin e
CD56 (NCAM). Sao tipicamente negativos para CK7 e CK20, porém, uma minoria
pode ser CK 7 positivo e raros CK 20 positivos. As citoqueratinas tém uso limitado
para este grupo de tumores. TTF-1 cora mais em carcinoma de pequenas células e
carcinoma neuroendocrino de grandes células, enquanto € negativo para a maioria

dos tumores carcinoides.

Em relagdo aos nossos casos, os tumores carcindides exibiram resultados

similares aos da literatura, considerando-se os marcadores cromograninae TTF-1.

Analisando-se os marcadores CK AE1/AE3, CK 7, CK 8 e CK 3483 E12, os
nossos percentuais de positividade, foram menores. Chama atengdo em nossos
resultados, a positividade do tumor carcindide para a CK 20 em um caso (5,3%).
Esse fato pode acontecer, muito raramente, como citado por Beasley (2008). Isso
pode ser explicado pela desrepressdo génica que ocorre nas neoplasias,

favorecendo a ativagdo andémala de genes usuais.

Os marcadores selecionados para o painel IHQ em nosso estudo, tanto os
marcadores epiteliais como os neuroendécrinos, foram de grande utilidade no
diagnéstico diferencial de tumores puimonares. Salientamos o potencial deste painel
na definicdo de tumores neuroendécrinos (Tabelas 13, 14 e 15).

A analise da Tabela 14 mostra que, quando todos os resultados da nossa
amostra foram comparados em relagdo a concordancia diagnéstica apés a IHQ,
houve uma concordancia diagnéstica positiva em 72,56% dos casos e negativa em
27,5% das amostras examinadas. Esses dados mostram um desempenho
diagnéstico melhor (concordancia diagnéstica positiva) com a IHQ, quando

comparado com os mesmos dados, mas sem a aplicagdo da IHQ (Tabela 9).

Por outro lado, estudando-se apenas os 101 casos encaminhados para a IHQ,

percebe-se uma discordancia diagnéstica em 71,3% dos casos e uma concordancia
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positiva em apenas 28,7% do material (Tabela 13), enfatizando a importancia da

IHQ, na defini¢do histogenética tumoral das neoplasias pulmonares.

Analisando a tabela 15, que trata da freqiiéncia geral dos tipos histoldgicos dos
tumores pulmonares, analisados no presente estudo, percebe-se que a distribui¢cdo
dos tipos histologicos é similar ao que ocorre em outras partes do Brasil e do mundo.
A Unica exececéo refere-se aos tumores carcindides que na nossa casuistica esteve
presente com uma freqiiéncia de 8,6%. Esse niimero é cerca de 4 vezes maior ao
que é citado na literatura de um modo geral. A explicagéo para isto, € que a nossa
casuisitca ndo representa a prevaléncia geral dos tipos histolégicos dos tumores de
pulmao no estado da Bahia, uma vez que os casos analisados foram previamente

selecionados e procede de um hospital referéncia em doengas toracicas.

Nossos resultados, como descritos na literatura, demonstram a necessidade de
uma outra ferramenta que auxilie na definicdo mais precisa do tipo de neoplasia
pulmonar, visto que, cada subtipo histolégico pode possuir conduta diferenciada de
tratamento e acompanhamento. Entretanto, ndo significa que a imuno-histoquimica
deva substituir a analise morfoldégica convencional, como o principal fator para a

classificagao desses tumores.

Pensamos que a imuno-histoquimica pode ajudar a confirmar uma tendéncia
morfolégica ou beneficiar em alguns casos, uma morfologia limitada para um
diagnostico diferencial. O diagnéstico preciso e rigoroso de uma neoplasia de
pulméao pode ser um processo complexo, e a imuno-histoquimica pode néo abordar

todas as circunstancias dai, ndo substituir a analise morfolégica convencional no HE.
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7 CONCLUSOES

- A imuno-histoquimica € um bom método complementar para o diagnéstico do

cancer de pulmé&o.

- O painel minimo de marcadores antigénicos constituidos por CKAE1/AE3, CKS8,
CK34BE12, CK7, CK20, TTF-1, CROMOGRANINA A e SPA foi capaz de definir
histogeneticamente 93,1% dos casos submetidos a imuno-histoquimica; 6,9%
desses casos nao puderam ser especificamente classificados histologicamente,

permanecendo como carcinomas pouco diferenciados.

- A freqiiencia geral dos casos de cancer pulmonar diagnosticados no material do
presente estudo (244 casos) foi carcinoma escamocelular, 36,9%; adenocarcinoma,
27%; carcinoma neuroendécrino de pequenas células, 11,9%; tumor carcindide,
8,6%; carcinoma nao pequenas células pouco diferenciado, 5,7%; neoplasia maligna
indiferenciada, 2,4%; linfoma/sarcoma, 2,4%; carcinoma bronquioloalveolar, 0,8%;
carcinoma neuroenddcrino de grandes células, 0,4%; carcinoma pouco diferenciado/
indiferenciado, 0,4%; carcinoma adenoescamoso, 0,4%; 2,9% dos casos nao
puderam ser analisados pela imuno-histoquimica devido a auséncia de tecidos nas

laminas(exigiliidade de material).

- Nossos resultados, como descritos na literatura, demonstram a necessidade de
uma ferramenta como a imuno-histoquimica, que auxilie na definicdo mais precisa
do tipo de neoplasia pulmonar, visto que, cada subtipo histolégico pode possuir

conduta diferenciada de tratamento e acompanhamento.

- A imuno-histoquimica pode ajudar a confirmar uma tendéncia morfolégica ou
beneficiar em alguns casos, uma morfologia limitada para um diagnéstico diferencial.
O diagndstico preciso e rigoroso de uma neoplasia de pulmao pode ser um processo
complexo, e a imuno-histoquimica pode ndo abordar todas as circunstancias dai,
nao substituir a analise morfolégica convencional no HE.
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