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A neoplasia pulmonar é a maior causa de Obito por cincer no hemisfério
ocidental. Apesar de toda a evolugfio na tecnologia diagnéstica e de tratamento, poucas
mudangas ocorreram na evolugio desta patologia. Os critérios prognosticos séo
insuficientes.

O aparecimento da biologia molecular ¢ a descoberta dos oncogenes mostraram

um novo caminho a Percorrer.

Analisamos neste trabalho as evolugdes de 78 pacientes com carcinoma
pulmonar nfio de pequenas células, em que o tratamento cirtrgico foi a primeira escotha e
que estavam vivos depois do primeiro més apés a cirurgia. A idade, o indice de Karnofsky,
os tipos histologicos, o tipo de cirurgia ¢ o estadiamento histolégico cirirgico foram
computados em fung#o do tempo de sobrevida.

Nos blocos parafinados de andtomo-patoldgicos foram realizadas laminas para
imuno-histoquimica ¢ pesquisados c-erbB-2, Ki-67, indice de mitose e $-HCG.

Encontrou-s¢ mediana de sobrevida de 25,9 meses. 21,8% dos pacientes
sobreviveram até cinco anos. Na anilise dos pacientes, 71,8% estavam nos estadios
avancados (II-B e ITI-A). A lobectomia foi o método cirirgico mais realizado (46,2%),
sendo a pneumonectomiz utilizada em 33 pacientes (42,3%). Em relagiio ao ftipo
histolégico, 59,0% eram carcinomas epiderméides, 34,6% eram adenocarcinomas, 5,1%

eram carcinomas indiferenciados de grande células e um caso era de carcinoma misto.

As curvas de sobrevida de Kaplan-Meier mostraram significincia somente com
relagio ao estadiamento e tipo histolégico, no havendo influéncia do tipo de cirurgia,
tratamento adjuvante (quimioterapia e radioterapia), do c-erbB-2, Ki-67, indice de mitose
ou do B-HCG.

Quando foram analisados somente os carcinomas epidermdides, o indice de

Karnofsky foi significativo estatisticamente.
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A neoplasia pulmonar é atualmente a maior causa de dbito por céncer no Brasil,
tanto em homens como em mutheres, apesar de ndo ser a doenga neopldsica mais freqiliente.
A maior incidéncia da neoplasia ocorre nos estados do sul e sudeste, com uma incidéncia da
ordem de 36,5/100.000 habitantes em 1978 (DIAZ PLASENCIA ef al., 1998). Porto
Alegre, com 60,7/100.000 no ano de 1992 € a cidade brasileira com o maior mumero
relativo da doenga (PROLLA; FLORES; DITTZ, 1986; WUNSCH, 1995).

No mundo, mais de 1.050.000 mortes anuais por cidncer de pulmio sdo
esperadas, sendo que 80% destes pacientes apresentam o tabagismo como possivel fator
etiologico (JETT; CORTESE; FONTANA , /983; LAZCANO et al., 1997). Em 1999, nos
Estados Unidos, aproximadamente 177.000 novos casos (DOWNEY, 1999) foram
diagnosticados, mas somente 25% destes casos foram submetidos a cirurgia, sem duvida o
tratamento mais eficaz, pois somente 12% dos pacientes ndo operados estardio vivos em
cinco anos (DOWNEY, 1999; HENSCHKE er al., 1999). Neste mesmo ano, nos Estados
Unidos, estima-se que ocorreram 182.000 oObitos relacionados a doenga. A neoplasia
pulmonar também & a doenga neopldsica que mais aumentou nas iltimas décadas. Nos
Estados Unidos este acréscimo foi de 184% em homens e 360% em mulheres no periodo
entre 1950 ¢ 1980 (PERERA et al., 1991), possivelmente relacionado ao aumento linear do
habito tabigico (FRAUMENI, 1991; SMIYH & GLYNN, 2000). SMIYH & GLYNN
(2000), descrevem uma pequena tendéncia de queda da incidéncia e mortalidade da
neoplasia em homens, nos Estados Unidos da América.

A sobrevida dos pacientes se situa globalmente na faixa de menos de 20% em
cinco anos, apesar de todo o avango terapéutico, dos investimentos em pesquisa (menores
que em oufros tumores) e das tentativas de diagnéstico precoce (HARPOLE et al., 1995;
MUERS et al. 1996; MERRIL et al., 1999).

Estes resultados insatisfatorios, tanto do ponto de vista do diagnéstico precoce
(PEREIRA ef al., 1991) como do tratamento, acompanhamento, detecc@o de metastases e
principalmente do prognéstico, devem-se a importantes lacunas que existem no
conhecimento dos mecanismos de tumorogénese, carcinogénese ¢ diferenciagéo
histolégica. Na tentativa de preencher estes espagos do conhecimento, a biologia molecular

estuda os eventos para criar mais logica e eficiéncia na condug#o do céncer.

Introdugdo
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Este trabalho tem por objetivo testar a relagdo entre um oncogene (c-erbB-2),
dois marcadores de atividade de divisdo celular (Ki-67 e indice mitdtico) e receptores para
B-HCG, com tumores de pulméo operados com intuito curativo, que ndio sejam carcinomas
de pequenas células. Para efeito didatico, dividiremos esta introdugdo em sub-itens:
neoplasia de pulmio, indice mitdtico, oncogenes, c-erbB-2, Ki-67 e B-HCG.

1.1. NEOPLASIA PULMONAR

Até a década de 30, a neoplasia de pulmio era considerada uma patologia rara
(JETT ef al, 1997) e sua terapéutica limitava-se a2 medicamentos sintomaticos e
radioterapia.

Em 1933, Evarts Graham realizou pela primeira vez a pneumonectomia em um
paciente portador de neoplasia pulmonar, com bom resultado, ficando assim aberto o
caminho do tratamento cirirgico desta importante patologia (GUIMARAES et al., 1984).

No Brasil, em 1943, Areski Amorim realizou a primeira ressecgio pulmonar
por neoplasia (lobectomia superior esquerda), porém o diagnéstico histolégico foi de
rabdomiossarcoma, possivelmente uma metastase (GUIMARAES et al., 1984),

1.1.1. Epidemiologia e Etiologia

A epidemiologia da neoplasia pulmonar, confunde-se com a do habito tabagico,
sem divida um fator etiologico importante, presente em 85 a 90% dos pacientes
(ZAMBON, 1994; SCHOTTENFELD, 2000).

No Brasil nfio existem estatisticas seguras, sendo os dados possivelmente
subestimados. Registros de mortalidade de 1986 mostravam indice de mortalidade de
6,27/100.000 habitantes por neoplasia pulmonar (PERERA ef al., 1991; ZAMBON, 1994)
contra 114/100.000 habitantes na Escocia, 59,3/100.000 habitantes no Uruguai e
26/100.000 habitantes no Chile (ZAMBON, 1994).

Introdugdo
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A neoplasia pulmonar é o cincer que ocasiona maior nimero de Obitos em
homens ¢ a incidéncia tem aumentado muito em mulheres, diretamente proporcional ao

aumento do tabagismo entre o sexo feminino,

Nos Estados Unidos, em 1950, somente 3% das mortes por cincer em mulheres
eram decorrentes da neoplasia pulmonar; em 1995 este indice foi de 25%. Estudos
controlados demonstram que as mutheres t8m um risco relativo maior do que os homens de
desenvolver o cincer bronquico, possivelmente devido a fatores hormonais (GUINEE et
al., 1995).

O risco relativo aumentado do desenvolvimento da neoplasia pulmonar nos
fumantes foi estabelecido cabalmente nas décadas de 50 e 60, com o trabalho de DOLL ef
al., (1958). Hoje se sabe que a fumaga do cigarro contém ao redor de 3.000 substancias
quimicas e pelo menos 40 agentes cancerigenos (MULSHINE, 1999; SCHOTTENFELD,
2000) & que o paciente nfio tabagista tem um risco 18,8 vezes menor de morrer de céncer do

que um fumante de dois magos ao dia.

Metade de todas as neoplasias pulmonares ocorrem em pacientes entre 60 e 70
anos (JAKLITSCH et al., 1999).

Em relagfio a fatores étnicos, o risco relativo do homem da raga negra morrer da
neoplasia, nos Estados Unidos, é maior do que o do homem da raga branca, porém esta
diferenca tem diminuido com o passar das décadas. Estudo realizado por BACH et al,
1999, estudando esta varidvel, concluiu que um dos fatores de maior mortalidade seria a

dificuldade de acesso ao servigo de safide e a menor indicagio de cirurgia nos pacientes

negros.

1.1.2, Histologia
O diagndstico histolégico, de vital importincia para a definicéo do tratamento
adequado e influéncia decisiva no prognéstico (MERRIL et al, 1999), ¢ baseado
inicialmente na microscopia de luz tradicional, porém muitas informagBes importantes

podem ser obtidas com a imuno-histoquimica e a microscopia eletrénica.

Introdugdo
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A classificagdo mais aceita e utilizada nos servicos mais importantes € a da
Organizagio Mundial de Satide, revisada em 1999 (TRAVIS, LINDER, MACKAY, 2000),
que divide a maioria das neoplasias primérias pulmonares em quatro tipos: carcinoma de
células escamosas (epidermdéide), adenocarcinoma, carcinoma de grandes células e
carcinoma de pequenas céhulas. Estes quatro tumores s3o divididos em subgrupos, que ndo
serdo discutidos neste trabalho (TRAVIS et al., 2000),

Os tumores podem também receber uma classificagio quanto 3 sua
diferenciacfo histoldgica. Assim, os tumores G1 seriam aqueles bem diferenciados, G2 os
moderadamente diferenciados, os G3 seriam os pouco diferenciados € G4 os totalmente
indiferenciados. As neoplasias GX sdo aquelas em que o grau de diferenciagéio nio foi
estabelecido.

Para efeito de tratamento e progndstico, a grande maioria dos autores da
literatura mundial divide os tumores broncogénicos em tumores indiferenciados de
pequenas células {CPC) e tumores ndo de pequenas células (CNPC), nos quais estariam
incluidos as neoplasias epiderméides, adenocarcinoma ¢ indiferenciado de grandes células
(GAIL ef al, 1984; CARNEY, 1989; LINNOILA, 1990; NOGUCHI et al, 1995;
PEARSON, 1999).

Esta divisdo é baseada em extensivos estudos de que os dois grupos acima
teriam células iniciais de origem diversa. O CPC seria originado de células recrutadas com
diferenciacfio neuroenddcrinas e os CNPC seriam derivados de células com fenétipo
epitelial (BERGH, 1990).

Sem deixar de lembrar os outros fumores que ocorrem no puimdo, como
sarcomas, linfomas e outros, os carcinomas de pequenas células e nfio pequenas células
respondem por mais de 98% das neoplasias malignas primdarias do pulmio (ADEBONOJO
et al., 1999; TRAVIS ef al., 2000).

Introdupéo
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1.1.3. Estadiamento

Em 1946, Denoix introduziu um sistema para a padronizagéo da descri¢do do
momento da doenga, chamada de estadio, que utilizava o tamanho ¢ a extenséo do tumor
(T), a extensdo do envolvimento locoregional dos linfonodos (N) e a presenca ou auséncia
de metastase & distancia (M). Buscando uma padronizagio na comparagéo de resultados,
tratamentos ¢ progndstico, utiliza-se critério de estadiamento padronizado pela OMS, que a
partir do trabalho de especialistas, classificou 0 momento temporal da doenga em estadios e
sub-estadios, estabelecendo como critério as caracteristicas do tumor inicial, do
acometimento dos linfonodos e da presenca de metistases (NARUKE ef al.,1997). Este
estadiamento tem sido aperfeigoado, procurando dividir os pacientes em grupos
homogéneos (LEONG e al., 1999).

Os trabalhos da comissio que estudou o novo estadiamento em 1997 (Anexo 2)
presidida pelo Dr. Clifton Mountain, revisando os prontuérios de 5319 pacientes {(LEONG
et al., 1999), estabeleceu mudangas no estadiamento anterior (MOUNTAIN, 1997),
principalmente no que se refere aos estddios iniciais. Estas mudangas visaram adequar
diferengas no prognéstico entre os pacientes com tumores de diferentes tamanhos, com
invasdio ou ndo da pleura e bronquio. Considerou-se também que os tumores tipo T3, que
invadem a parede, desde que nfio houvesse extensdio linfatica, teriam prognosticos
semelhantes a tumores tipo T2 com invaséo linfatica inicial (MOUNTAIN, 1997).

Apesar dos esforgos despendidos, quando analisamos pacientes
individualmente ou em pequenos grupos, notamos que pacientes de um mesmo estadio tém
uma evolugio da doen¢a que nfo pode ser explicada somente pelo estadiamento, que se
baseia em dados de macroscopia, microscopia e imagem. Apesar de o methor indicador
progndstico existente (AL-KATTAN et al., 1996; MERRILL, HENSON, BARNES, 1999),
o estadiamento ndo € suficiente para nos satisfazer do ponio de vista oncoldgico, cirirgico
ou clinico. Existem outros fatores, entre eles os oncogenes, indices de multiplicagbes

celulares, hormdnios, que podem ser os responsaveis por esta diferenga.
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1.2. INDICE MITOTICO

A contagem do nlmero de nicleos que apresentam metafase em relagfio ao
numero total de células, com microscopia Gtica comum, é a mais antiga ¢ comum medida
de alteragdo tecidual, porém ¢ sempre muito criticada por sua relativa subjetividade (DIEST
et al., 1992; GOING, 1993; O'LEARY & STEFFES, 1996).

O indice mit6tico, ou simplesmente o numero de mitose, ¢ utilizado no
diagnéstico de neoplasias de wtero e de alguns tipos de cincer gastrico (SILVERBERG,
1976; O'LEARY & STEFFES,1996).

Em relagéio ao prognoéstico, o indice mitdtico tem sido utilizado em vérios
tumores sélidos, principalmente de ovério, mama, ¢ tirdide (DONHUDSEN, 1986;
DONHUIJSEN et al., 1990; SIMPSON, DUTT, PAGE, 1992).

A quantificagdio ¢ interpretacdo do resultado sfo controversas. APPELMAN &
HELWEIG (1976) sugeriram que tumores com até cinco mitoses seriam benignos e acima
de 30, malignos. Entretanto, existem problemas. A faixa entre cinco e 30 é de dificil
interpretac@o e o nimero de mitoses pode variar entre os diversos tipos de tumores dos
diferentes orglos (HAAPASALO e al,, 1989; GOING, 1993; O'LEARY & STEFFES,
1996).

Métodos mais sofisticados (como por exemplo a citometria de fluxo, citometria
computadorizada) foram utilizados para tentar estabelecer uma relagiio mais clara entre a
duplicagdo celular e progndstico, porém os resultados foram discordantes e os métodos
mostraram-se caros ¢ dificeis (PUJOL et al., 1996; LEERS et al., 1997).

1.3. ONCOGENES

Em 1914, Theodor Boveri, um citologista classico, estudando organismos
marinhos, publicou um livio em que relacionava a existéncia de distiirbios em
cromossomos com ¢ desenvolvimento de anormalidades cetulares. Ele sugeriu que certos

elementos das células poderiam ser modificados, resuttando em defeitos no controle da
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proliferagfio celular normal, por influéncia do meio ambiente durante o desenvolvimento.
Com base nestes achados, Boveri sugeriu uma base cromossdmica para a alteracio
hereditaria das neoplasias. Muitas das hipoteses de Boveri foram prbvadas como verdades,
como por exemplo oncogenes, genes SUPIESSOTes, origem monoclonal, influéncia de
substancias carcinogénicas, envelhecimento e proliferagio celular no processo neoplasico

(BARRET, 1991).

Na década de 70, demonstrou-se o papel da mutagénese na formag#o do tecido
tumoral (a carcinogénese), iniciando a grande revolugdo no entendimento das neoplasias
que tem sido o estudo subcelular ou biologia molecular (WEINBERG, 1991).
Carcinogénese é um processo com multiplos estagios que envolvem fatores genéticos e
epigenéticos (HARRIS ef al., 1991; SHIELDS & HARRIS, 2000).

O reconhecimento de que os animais vertebrados superiores contém um numero
finito de genes, ¢ que a desregularizagdo entre eles pode ser o fator do inicio da
tumoregénese, revolucionou € reordenaram as estratégias de pesquisa para o diagnostico,

detecgiio precoce ¢ tratamento das neoplasias.

A evidéncia de uma base genética para o céncer humano estd cada vez mais
palpavel, por meio de muitos estudos epidemiologicos (HARRIS et al., 1991; PERERA et
al., 1991) e de mutagénese experimental, 0 que fez emergir os conceitos de gencs mutantes
(KAYE et al., 1990). Na década de 70, passou a ser freqiiente o estudo dos genes que
teriam relagfio com o desenvolvimento da neoplasia, que receberam o nome de oncogenes.
Grandes avangos foram realizados na identificagio destes genes nos Cromossomos de
pacientes, animais ¢ vegetais ¢ nos fatores que fariam cstas pequenas estruturas do

cromossomo desencadearem o crescimento anémalo do tecido canceroso (HALL, 1991).

Em algumas doengas estes oncogenes foram exaustivamente estudados, como
em alguns tipos de leucemias, neuroblastomas, tumores de cdlon, etc., com resultados nos
aspectos de identificagdio, prognéstico, resposta teraputica e identificacio de fatores
desencadeantes (CHANG & McGEE, 1987; SZABO;BIRRER; MULSHINE, 1993;
SMYTH, 1996; CALDAS & PONDER, 1997).
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No tumor maligno de pulmdo este avango foi menor, porém ndo menos
importante, principalmente no tumor neuro-endécrino de pequenas células (CARNEY,
1991).

Nos tumores da linhagem epidermoéide, adenocarcinoma e indiferenciado de
grandes células, este avango foi significantemente menor (BIRRER & MINNA, 1983;
SMYTH ef al., 1996).

As neoplasias sdo normalmente reconhecidas pela caracteristica de as células
tumorais nfio mais responderem aos mecanismos de controle de crescimento normal.
Existem muitos fatores envolvidos e a célula podera estar respondendo a alguns deles,
porém nédo a outros (MULLIGAN-KEHOE & RUSSO, 2000).

Oncogene ¢ definido como um gene capaz de causar céncer. Este conceito,
todavia, é extremamente simplificado, visto que a génese da doenga é um processo

multifatorial e com multiplas etapas.

Os genes chamados de proto-oncogenes sio genes presentes normalmente nos
Cromossomos, necessarios para uma série de fungSes fisioldgicas, como crescimento
normal ¢ regeneragfo tecidual. Entretanto, sob algumas circunstincias como estimulo
quimico, fisico, viral ou heranca genética, os proto-oncogenes podem ser alterados em
localizagdo, composigio de bases, quantidade ou fungo, transformando-se no oncogene e,
a partir deste ponto, agindo de maneira autdnoma e n3o mais obedecendo ao controle do
crescimento celular, induzindo a iransformacio maligna da célula (CLINE &
BATTIFORA, 1987).

O oncogene ativado, mesmo que somente um alelo cromossémico alterado, é

suficiente para iniciar a transformagio celular,

chamados de genes supressores (HARRIS ef al., 1991). No retinoblastoma, por exemplo,
existe uma perda da fung3o destes genes supressores, iniciando assim o descontrole do
crescimento tecidual. S8o necessarias as perdas dos dois alelos para a formagio do tumor, o
que acaba sendo um fator maior de protecdo. Por estas razdes s3o chamados de genes
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recessivos, ao contrario do proto-oncogene que é chamado de dominante, pela sua
capacidade de agir com alteragfio de somente um cromossomo (HARRIS ef al., 1991). Nos
Gltimos anos, as alteraglﬁes do genoma, sejam elas de fundo genético ou disturbios
adquiridos, tém sido cada vez mais responsabilizadas pela oncogénese humana (SZABO &
SHAW, 1997). Em neoplasias malignas das vias aéreas, observa-se a associagio de proto-
oncogenes, oncogenes, genes supressores, assim como fatores de crescimento celular,
associados a fumo e agentes virais (CHANG & McGEE, 1987, HARRIS ef al., 1991;
ANDERSON & SPANDIDOS, 1993).

Os oncogenes supressores codificam proteinas com funcbes de controle ¢
supresséo do crescimento celular (MAKELA, MATTSON, ALITALO, 1991). Aliera¢des
em seu comteido podem comprometer a fungdo supressora, permitindo o crescimento
desordenado de grupos celulares e dando inicio ao processo neopléasico (BIRRER &
MINNA, 1988; MINNA et al., 1991).

A proliferagiio celular, portanto, depende da inter-relagdio entre diversos genes,
sejam supressores ou oncogenes, além de fatores de crescimento celular, e o equilibrio
entre estes fatores sera o responsavel pela estabilidade tecidual. Aceita-se que a expressdo
maior ou menor dos diversos tipos de mecanismos pode conferir valor progndstico para a
evolucio da doenca (BIRRER & MINNA, 1988; CARNEY, 1991).

E de interesse verificar se a analise simultinea da expressdo de diversos fatores
envolvidos de forma complementar na origem dos tumores, sensibiliza a capacidade de

prevermos o progndstico e a evolugio da neoplasia pulmonar (SMIT et al., 1996).

1.4. c-erbB-2

A expressiio aumentada do oncogene c-erbB-2 tem sido demonstrada por varios
autores como um fator prognéstico negativo (KERN ef al., 1994; KERR ef al, 1994;
HARPOLE et al, 1995), principalmente nos adenocarcinomas (NEMUNAITIS ef al,
1998), mas também presente em todos os ouiros tipos de neoplasias pulmonares. Esta
alteracdo génica estd presente em 30% dos pacientes com cancer de pulmio (CLINE &
BATTIFORA, 1987; KERN ez al., 1994).
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Este proto-oncogene, também chamado de HER-2/neu, tem sido mapeado e
seqiienciado no locus cromossomial 17¢21 (SCHNEIDER et al., 1989;,YU et al, 1994),

A proteina produzida por este oncogene é uma proteina de membrana com
185.000 de peso molecular, chamada de pi85"", com atividade tirosina-kinase e
semelhante a0 receptor para o fator de crescimento epitelial (YU ef al., 1994; MUERS,
SHEVLIN, BROWN, 1996).

A amplificagio do c-erbB-2 tem sido mostrada e correlacionada com a
sobrevida em uma grande variedade de doencas neoplisicas, entre elas tumores de
glandulas salivares, mama, ovario e pulm#io (SHIRAISHI ef al., 1989; SCHNEIDER e af.,
1989; KERN ef al., 1990; YOSHINO et al., 1994; YU ef al., 1994). Elevados niveis de
p185™ foram relacionados & diminuicdo do tempo de sobrevida, presenca de linfonodos
acometidos, desarranjo do micleo celular, ao aparecimento de metdstases 3 distincia e
resisténcia a drogas quimioterdpicas (KERN ef al., 1990; KERN ef al., 1994; YU et al.,
1994).

Trabalhos de pesquisa com linhagens celulares in vitro, realizados com células
de adenocarcinomas, mostraram que nas linhagens celulares em que havia quantidades
maiores de p185™, a inoculagdo destas células em ratos foi capaz de desenvolver maior
namero de metéstase 2 distdncia quando comparado as células com concentragiio baixa de
p185™* (YOSHINO et al., 1994).

Para ocorrer a metéstase é necessario um processo complexo de passos. A
teoria existente € que quatro destes passos seriam os mais importantes: a) perda do contato
com as cflulas tumorais vizinhas; b) adesio da célula tumoral no epitélio celular; c)
secrecio pela célula tumoral de enzimas proteoliticas que degradam localmente a parede do
vaso; d) migragéo da célula tumoral para o local onde houve a destruicio do epitélio. A
proteina produzida pelo oncogene c-erbB-2 aumentaria a adesfo da célula tumoral no
endotélio vascular, amplificando assim a destruigdo do mesmo, que pode ser demonstrado
in vitro com dosagens de gelatinase IV, um produto da degradagio do endotélio (YU et al.,
1994).
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A formagfio de metdstases também requer células tumorais com aptidio para
crescer em um 1neio ambiente menos favoravel. A pl185™" aumentaria o potencial de

adaptagdo a este novo meio para a célula (YU et al., 1994).

Estudos com protefnas produzidas pelo oncogene c-erbB-2 parecem ser o
caminho de algumas pesquisas para uma vacina anti-tumoral ou sensibilizagio para
subseqliente imunoterapia, para a identificacfio de pacientes com potencial de gravidade
maior, principalmente quando relacionado ao aparecimento de metistases a distancia
(YOSHINO et al., 1994; YU ef al., 1994) e para o diagndstico precoce em pacientes de
risco, com a identificacdio da p185™* no sangue (BRANDT-RAUF ef al., 1994).

Na literatura n3o existe ainda a delimitagdo conclusiva do papel deste

importante oncogene no prognéstico da neoplasia pulmonar.

L.5. Ki-67

Ki-67 é uma proteina do nicleo presente em toda célula que estd em processo
de duplicagdo, porém ausente nas outras células. Este fato faz este marcador ser muito
usado em tumores para estimar a fragfo de crescimento que existe na populagéo celular
(VIBERTI ¢f al., 1997). Desta maneira, o Ki-67 ¢ importante na avaliagdo do prognéstico
da evolugfo clinica (SITTEL et al.,1999; STEM et al., 2000) e resposta a0 tratamento,
principalmente & quimioterapia (VIBERTI ef al, 1997, MANGILI ef al., 1998; SITTEL et
al.,1999).

A expressiio da proteina Ki-67 no homem estd associada com a proliferacfo
celular (DICTOR et al., 1999). Durante a interfase celular, o antigeno pode ser detectado
exclusivamente dentro do micleo; entretanto, na mitose, a maioria da proteina € encontrada
pa superficie dos cromossomos. Portanto, o Ki-67 estd presente durante todas as fases
ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), mas ausente na fase GO, possibilitando ser um
excelente marcador para o crescimento celular de uma populagio de células neoplasicas
(MEHDI et al., 1998).
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O uso deste marcador ndo se limita ao controle da resposta terapéutica ou
progndstico. Existem estudos que mostram a possibilidade de uso deste marcador de
proliferagdio celular no diagnéstico precoce de tumores, principalmente nas neoplasias de
mama ¢ prostata (MEHDI er al, 1998). Porém, a literatura apresenta controvérsias
(DAVIDSON et al., 2000).

Por outro lado, achamos na literatura poucos trabathos conclusivos sobre o
papel desta proteina na neoplasia pulmonar. DEMARCHI ef al. (2000) mostraram
significdncia dos niveis de Ki-67 e progndstico em adenocarcinoma de pulméo. ISHIDA ef
al. (1998) estudando 114 adenocarcinomas e pesquisando o Ki-67 pelo método imuno-
histoquimico, encontraram significincia estatistica entre o marcador ¢ pior progndstico.
MEHDI et al. (1998) encontraram resultados diferentes em significincia entre os diversos
tipos histolégicos, com maior correlagio entre os tumores epidermdides do que entre os
adenocarcinomas. Estes mesmos autores referem que o Ki-67 poderia estar relacionado a0
tempo livre de doenga, necessitando porém estudos mais extensos (MEHDI ef al., 1998).
Por cutro lado, PUJOL et al (1996) nido encontraram em seus estudos resultados
significantes estatisticamente para relacionar o Ki-67 e o prognéstico de tumores
pulmonares operados, somente encontraram ligagio entre anormalidades do contetdo do
DNA e Ki-67.

Vamos estudar, neste trabalho, o papel do Ki-67 em nossos pacientes com

neoplasia de pulmao.

1.6, B-HCG

A presenca de gonadotrofina em um tumor humano ndo germinativo foi

primeiramente descrito por Reeves em um hepatoma (WILSON ef al., 1981),

O horménio gonadotrofina coribnica humana (HCG) é uma glicoproteina
composta por duas subunidades o e B (JAMESON & HOLLENBER, 1993). Este hormdnio
¢ normalmente produzido pelo tecido trofoblastico de mutheres gravidas e excretado
normalmente pelo figado e rim. A produgio de HCG ¢ regulada pela sintese de a e B
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proteinas codificada em diferentes genes. A proteina (B-HCG), que serd objeto deste
estudo, é codificada por multiplos genes, localizados no cromossomo 19 (JAMESON &
HOLLENBER, 1993; YOKOTANI ef al., 1997). Existe a sugestdo de que a expresséio dos
genes para B-HCG estd presente normalmente no tecido pulmonar, porém permanece
desativado apds a idade fetal (WALOP ef al., 1990;YOKOTANI et al., 1997). A presenca
de alteracBes celulares, como a neoplasia, possibilitaria a ativagio por transcrigdo
aumentada dos receptores de B-HCG. Outra hipdtese seria que as células neoplasicas
estariam mais parecidas com células fetais ou primitivas, escapando assim dos mecanismos
de controle genético (WALOP et al., 1990).

Ao contririo do gene para o B-HCG, que normalmente s6 € encontrado no
tecido neoplasico, a fracio o e seu gene foram apenas encontrados em tecido normal
(YOKOTANI ef al., 1997).

indices anormais do HCG ou da fragdo B (B-HCG) ja foram localizados em
varios tumores trofoblasticos e ndo-trofoblasticos (WILSON ef al., 1981; YOSHIMURA er
al., 1994; YOKOTANI ef al., 1997), assim como nos grandes fumantes (WALOP ef al.,
1990).

Estudos com linhagens celulares de neoplasias bronquicas mostraram a sintese
in vitro do B-HCG (WILSON et al., 1981).

A presenga de um marcador tumoral como o B-HCG pode ter utilidade para o
diagnéstico precoce, seguimento, prognistico e até para o estabelecimento de terapéutica
mais especifica (BRODER, WEINTRAUB, ROSEN, 1978; WILSON ef al., 1983; WALOP
et al., 1990), bem como a produgao de vacinas (TRIOZZI & STEVENS, 1999).

Na literatura existente hd controvérsia sobre a presenga deste hormdnio na
neoplasia pulmonar (YOSHIMURA ef al., 1994; YOKOTANI et al., 1997; WALOP et al,
1990; SLODKOWSKA et al., 1998). Entretanto, YOSHIMURA et al. (1994) encontraram
positividade tanto nos carcinomas epidermdides como nos adenocarcinomas. WALOP ef al.
(1990) relataram somente 4% de positividade, e concluiram ser um marcador ruim.
SNYDER, PICKENS, KUKORA, (1998) estudaram duas pacientes com carcinoma
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bronquico e ginecomastia, com teste para gravidez positivo decorrente da produgiio
hermonal anormal pela neoplasia. YOSHIMOTO ef al. (1987) descreveram um paciente
em que a presenca do B-HCG estava alta no linfonodo a época do diagndstico ¢ que na
necropsia os niveis estavam ainda maiores, mostrando relagio entre o nivel e a progressio
da doenga. WILSON ef al. {1981) sugeriram que muitos, talvez todos os carcinomas de
pulméo, contenham B-HCG, porém sé demonstravel por radicimunoensaio.

Ha duas hipéteses para explicar esta disparidade. A maioria dos tumores produz
HCG, mas ndo podem secretar para fora da célula. Os métodos utilizados até entio s6
dosariam 0 horménio circulante. Estudos in vitro conseguiram, com o uso de teofilina, a
secre¢io do B-HCG para o extra-celular (WILSON er al, 1981). A segunda explicacio
seria que o B-HCG produzido pela célula tumoral seria um B-HCG desglicosilado, o que
resultaria em uma meia-vida de 1% do B-HCG glicosilado, dificultando a identificaciio
(WILSON ef al., 1981).

Existem relatos de que a presenga da proteina B-HCG seria um fator de mau
progndstico em carcinomas pulmonares (YOSHIMOTO ef al., 1987, YOSHIMURA ef al.,
1994; SZTURMOWICZ et al., 1995; YOKOTANI et al., 1997) como em outras neoplasias
como melanomas, cancer géstrico, hepatomas (YOSHIMOTO et al., 1987, WEBB er al.,
1995; SNYDER ef al., 1998).

Estudaremos neste trabalho a presenca do B-HCG no citoplasma das células
neoplasicas e a relagdo entre esse achado e o prognéstico dos pacientes da pesquisa, com a

pretenso de tentar entender o papel deste marcador nos nossos pacientes.
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2. OBJETIVOS
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Serdo objetivos deste estudo:

1) Analisar a média de sobrevida dos pacientes operados de neoplasia pulmonar

nos estadios até [II-A, assim como os percentuais de sobrevida.

2) Estudar iscladamente a influéncia na sobrevida do tipo histolégico, tipo de
cirurgia realizada, presenga das proteinas c-erbB-2, Ki-67, do beta-HCG e do numero de
mitoses nos pacientes operados de neoplasia de pulmdio.

3) Estudar, por andlise muitifatorial, a inter-relagiio entre tipo histologico,
estadiamento, tipo de cirurgia realizada, presenga da proteina c-erbB-2, Ki-67, nimero de
mitoses e beta-HCG em comparagdio com a sobrevida dos pacientes operados de neoplasia
de pulmo.
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3. PACIENTES E
METODOS
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Foram analisados, apds aprovagiio do projeto pelo comité de ética em pesquisa
da FCM-UNICAMP, todos os pacientes operados por neoplasia pulmonar no servigo de
Cirurgia Tordcica do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, no periodo de 1989 a 1996, cujo diagndstico anitomo-patolégico mostrasse ser
carcinoma ndo de pequenas células e o estadio estivesse entre I-A e III-A, baseado na
classificacfio de 1997 da Organizagdo Mundial de Satide (MOUNTAIN, 1997).

Todos os pacientes tiveram seus dados levantados de anotagGes dos prontuarios
do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas, das fichas de seguirmnento
da Onco-Pneumologia da Disciplina de Pneumologia da FCM/UNICAMP e das anotagGes
do livro de cirurgia da Disciplina de Cirurgia Tordcica da FCM/UNICAMP.

Todos os pacientes em que nfio havia seguimento por mais de seis meses foram
chamados pelo servigo social ou pessoalmente pelo autor por telefone. Este método foi
utilizado para 11 pacientes, porem somente em quatro oportunidades foram localizados
familiares.

Os dados de tempo de sobrevida ¢ evolugio foram coletados com referéncia a
31 de dezembro de 1999, para efeito de contagem de tempo (ponto final da pesquisa).

3.1, CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos todos os pacientes operados por neoplasia pulmonar do tipo
histolégico carcinoma nZo de pequenas céiulas (carcinoma epidermoide, carcinoma
indiferenciado de grande células, adenocarcinoma) no periodo acima, que apresentavam
estadio cirargico e resultado do exame anatomo-patolégico até HI-A, que tiveram cirurgia
considerada radical do ponto de vista de margens e que n#o faleceram nos primeiros 30 dias
apos a cirurgia.
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3.2. CRITERIOS DE EXCLUSAQ

Foram excluidos todos os pacientes falecidos nos primeiros 30 dias ou que
apresentaram metastases neste periodo.

Os pacientes onde nfio houve possibilidade de serem recuperadas as
informag3es clinicas por meio do prontudrio ou ficha de controle do Servigo de Onco-
Pneumologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP tiveram seus nomes retirados da
pesquisa.

Nio fizeram parte da pesquisa os pacientes em que nio foi possivel localizar os
blocos parafinados da neoplasia pulmonar, ou naqueles casos que os blocos ndo estavam
satisfatérios por deficiéncia na fixagio do tecido, apés andlise de cortes corados por
hematoxilina-eusina por docente do Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP,

3.3. CARACTERIZACAO DOS PACIENTES
Os pacientes restantes foram analisados quanto a:
® Sex0
= idade
e habito tabagico
» avaliagio de “status” fisico (indice de Karnofsky)
* tipo histolégico do tumor
e cirurgia realizada
* estadiamento
& tempo de sobrevida

¢ Obito
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A idade foi considerada em anos; o hibito tabagico em positivo e negativo; a
avaliacdo da condigiio fisica foi classificada de 0 a 100, pela escala proposta por Karnofsky
(Anexo 2), usando o pré-operatério como ponto de medigdo.

As cirurgias sofreram a divisio em lobectomias, bi-lobectomias €
pneumonectomias. Pacientes com segmentectomias niio estiveram incluidos neste trabalho.

Para estadiamento utilizou-se os critérios do American Joint Committee on
Cancer ¢ da International Union Against Cancer (MOUNTAIN, 1997) ¢ considerado o
resultado anétomo-patologico da cirurgia.

O tempo de sobrevida foi contado em meses e para efeito de algumas analises
foi agrupado em periodos de 12 meses (ano).

3.4. MATERIAL ANATOMO-PATOLOGICO

Os blocos parafinados e as laminas histolgicas correspondentes aos pacientes
selecionados, realizadas com as pecas anatomo-patolégicas retiradas durante as cirurgias,
encontravam-se arquivadas no Servico de Anatomia Patol6gica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP. Apés separadas, analisou-se todas as 12minas para estabelecer a
escolha das amostras mais representativas da neoplasia pulmonar.

Dos blocos selecionados, confeccionou-se nove laminas histologicas de cada
bloco, para posterior andlise por hematoxilina-eusina e para as reagdes imuno-
histoquimicas.

Todos os pacientes tiveram seu laudo histolégico confirmado por um docente

do Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.

Foram analisadas as 1aminas coradas pelo método imuno-histoquimico (técnica
no Anexo 3) para a presenga de proteinas do oncogene c-erbB-2, do fator de duplicagdo do

niicleo K-67 e pesquisados também receptores celulares para B-HCG. Cada reagfo imuno-
histoquimica foi realizada em uma ldmina separada.

Pacierges e Métodos
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Nas ldminas coradas com c-erbB-2, além da andlise da oncoproteina, contou-
seas células com mitose em relagho ao nimero total de células do campo pesquisadas.
Analisou-se no minimo trés campos, sendo tealizada média entre os campos. Havendo
discordéncia, foram revisadas pelos observadores para homogeneizagiio do resultado.

As ldminas para identificacfo do c-erbB-2 foram vistas por dois observadores e
realizada quantificacio das positivas ou negativas em relagio a presenga do anticorpo
primério anti-c-erbB-2 (que confere cor marrom claro 3 parede celular do tecido
neoplasico) sobre o mimero total de células do campo pesquisadas. Foram analisados no
minimo trés campos, sendo realizada média entre os campos. Havendo discordancia,

revisou-se as 1dminas pelos observadores para homogeneizacio do resultado.

_ As laminas para identificagio do Ki-67 e B-HCG foram vistas por dois
observadores e quantificadas (presenca dos anticorpos primdrio anti-Ki-67 ¢ anti-B-HCG)
em relagio ao mimero total de células do campo pesquisadas. Analisou-se no minimo trés
campos, sendo realizada média entre os campos. Havendo discordancia, revisaram-se o
material pelos observadores, para homogeneizac¢do do resultado.

3.5.INFORMATICA E ESTATISTICA

Os programas utilizados para banco de dados ¢ textos foi o Excel 97 e Word
97 para Windows/Microsoft.

Para os célculos estatisticos, analisou-se os resultados com auxilio do SSPS for
Windows, 7.5.1 e do Winstat para Windows/Microsoft.

Utilizou-se os testes U de Mann-Whitney, de regressio de Cox e a curva de
sobrevida atuarial foi calculada através do método de Kaplan-Meier (LEVINE ef al., 1991).

As curvas de sobrevida sofreram comparagdo pelo teste de Cox-Mantel.

As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Paviemtes ¢ Métodos
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Inicialmente foram separados os arquivos de 124 pacientes consecutivos
tratados com cirurgia para neoplasia de pulmdo, que constavam no arquivo da cirurgia com
estadio até [II-A, entre os anos de 1989 e 1996, que néio haviam sido submetidos a nenhum

tratamento neoadjuvante.

Depois de aplicados os critérios de exclusdo, ficaram vélidos, para efeito desta

pesquisa, 78 pacientes (62,9%).

Os critérios para exclusdo foram: falta de dados para seguimento ou ndo
comparecimento (13,6%); auséncia dos blocos parafinados ou blocos sem condigSes
téenicas para imuno-histoquimica (11,1%); mudanga de estddio durante a revisdo de
prontuario (6,2%); 6bito nos primeiros 30 dias de pos-operatrio (6,4 %).

Os dados dos 78 pacientes pesquisados foram separados quanto a:
caracterizacio dos pacientes (dados gerais) e dados referentes a doengas neopléasicas (dados

especificos).

4.1. CARACTERIZACAO DOS PACIENTES

Analisando os 78 pacientes, foram encontrados 64 homens (82,1%) ¢ 14
mulheres (17,9%), sendo 69 brancos e nove nfio brancos. Nio foi referido nenhum paciente

de origem asidtica.

A idade dos pacientes variou entre 39 e 73 anos, com média de 59,19 e mediana
de 60,0 anos,

O tabagismo estava presente em 76,9% dos pacientes (60 pacientes), havia
10,2% de nfo fumantes (oito pacientes) e em 12,8% ndo havia informago no prontuario
(10 pacientes).
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4.2. DADOS ESPECIFICOS REFERENTES A NEOPLASIA
4.2.1. Diagnostico Histologico

O carcinoma epidermoide estava presente em 46 pacientes (59,0%);
adenocarcinoma em 27 pacientes (34,6%);, quatro pacientes tinham carcinoma
indiferenciado de grandes células (5,1%) e um paciente apresentava carcinoma

adenoescamoso (1,3%).

4.2.2. Estadiamento

Quanto ao estadiamento, trés pacientes estavam no estadio I-A (3,8%), 16
estavam no estadio I-B (20,5%), trés foram classificados no estadio II-A (3,8%), 28 no

estadio I-B (35,9%) e também 28 pacientes estavam no estadio III-A (35,9%).

4.2.3. “Status” Fisico (indice de Karnofsky)

Todos os pacientes estavam com o indice de Karnofsky entre 60 e 100, com

meédia de 85,19, com 72 pacientes com 80 ou mais de indice.

110

Indice de
Karnofsky

90 =

801

704

&0 o e
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Figura 1: Grafico da distribuigdo do indice de Karnofsky
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4.2.4. Tipo de Cirargia

Em relagio ao tipo de cirurgia, 46,2% dos pacientes (36 pacientes) foram
submetidos a lobectomia; 11,5% foram tratados com bi-lobectomia (nove pacientes) e 33
pacientes foram submetidos a pneumonectomias.

4.2.5, Sobrevida

A sobrevida dos pacientes teve uma mediana de 25,9 meses, com sobrevida

minima de dois meses e maxima de 100 meses {em relagdo ao ponto final da pesquisa).

Dos pacientes, 21,8% sobreviveram 60 meses e cinco pacientes (6,4%)

desapareceram do seguimento, mas apresentavam seguimento minimo de 12 meses.

80-

0 20 40 60 80 100
sobrevida em meses

Figura 2: Curva de sobrevida global
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4.2.6. c-erbB-2

A pesquisa imuno-histoquimica das ldminas parafinas mostrou algurna
positividade em 35 pacientes para a proteina do oncogene c-erbB-2, Em 43 pacientes houve
resultados ndo reagentes. Nos pacientes com neoplasia, positivos para c-erbB-2 (fig. 7), a
média de células coradas foi de 19,7%, com 95% do intervalo de confianca entre 10,2% e
29,3%,

4.2.7. Ki-67

A pesquisa do Ki-67, por meio do método imuno-histoquimico, mostrou
resultados negativos em 31 pacientes e coloragdo nuclear positiva em 47 (fig. 9 e 10). A
média das células coradas foi de 11,17% e intervalo de confianca entre 8,83% e 13,51%.

4.2.8. 3-HCG

Em relagfo & presenca do receptor para B-HCG na membrana citoplasmatica
(fig. 8) os resultados foram positivos em 32 pacientes e negativos em 46 pacientes. Nos
pacientes positivos, 2 média foi de 17,81% das células dos campos pesquisados e com
intervalo de confianca entre 12,44% e 23,14%.

4.2.9. Mitoses

Analisando o indice mitético, encontramos média de 0,039% e intervalo de
confianga entre 0,031% e 0,045%. Em oito pacientes nfio foi encontrada atividade mitdtica,
com 70 pacientes apresentando de uma a 11 mitoses.
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Figura 3: Grafico de indice de mitoses
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4.3. RELACAO ENTRE OS DADOS PESQUISADOS

A curva de sobrevida de Kaplan-Meier, para os pacientes divididos por

resultado histoldgico, mostrou significincia estatistica, com p=0,04543 quando utilizado o

teste de Cox-Mantel,

100 4
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20 40 60 80 100

sobreviventes em meses

Figura 4: Curva de sobrevida por tipo histol6gico p=0,04543

A mediana de trés anos foi de 51,6% para carcinoma epidermdide, 28,5% para

adenocarcinoma e 24,5% em carcinoma indiferenciado de grandes céhulas.

Outro dado significante foi quando analisamos os diversos estidios e sua

relagio com a sobrevida. O teste de Cox-Mantel mostrou p=0,01797.
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Estadiamento
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sobrevida em meses

Figura 3: Curva de sobrevida por estadiamento p=0,01797

A sobrevida mediana de trés anos ¢ de cinco anos foi, respectivamente, de
73,4% e 63,8% no estadio I-B; 66,7% e 66,7% no 1I-A; 40,6% e 33,0% no estadio II-B e
18,5% no estadio IH-A, tanto para trés e cinco anos. O estidio I-A nio teve pacientes
suficientes para os calculos.

Ja quando comparamos diagndstico histolégico e estadiamento, notamos que
77,7% dos adenocarcinomas estavam nos estadios II-B e III-A. Os tumores epiderméides,

na mesma faixa de estadiamento, apresentavam-se em 65,2% dos pacientes.

As sobrevidas medianas de 36 meses para diferentes tipos histolégicos foram de
51,6% para carcinoma epiderméide, 28,5% para adenocarcinoma e 24,5% para carcinoma
indiferenciado de grandes células.
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Em relag8o ao tipo de cirurgia versus sobrevida (Tab. 3), nfio houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre lobectomia e pneumonectomia, porém a bi-lobectomia foi a que

apresentou pior resultado, nio havendo nenhum paciente vivo apds trés anos.

Em 36 e 60 meses, respectivamente, a sobrevida mediana para cirurgia foi de
52% e 41% para lobectomia; 20% e 20% para bi-lobectomia e 37,5% e 37,5% para

pneumonectomia.
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Figura 6: Curva de sobrevida por tipo de cirurgia

Ao analisarmos as cirurgias utilizadas em relagfo ao estadiamento, encontramos
que a pneumonectomia foi mais utilizada em pacientes com estadiamento maior (57,1% das
cirurgias do estadio III-A). Da mesma forma, 82,7% dos pacientes que estavam mortos na
coleta dos dados estavam no estadio II-B e III-A.
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Na comparagdo entre o estadiamento e a idade, havia78,6% dos pacientes com
idade entre 50 e 59 anos com estadio II-B e III-A, contra 61,1% dos pacientes com idade
entre 60 e 69 anos nos mesmos estadiamentos. Interessante notar que 100% dos pacientes

com menos de 49 anos estavam também nestes dois estadios.

Quando estudamos a relacdo entre a presenga do anti-c-erbB-2 e o tipo
histolégico, verificamos a presenga do oncogene em todos os tipos histologicos, sem

predominédncia de aparecimento no adenocarcinoma em relagdo ao carcinoma epidermaéide.

O numero de Obitos ocorreu igualmente nos pacientes positivos ou negativos

para este oncogene.

J& em relacdo ao estadiamento, encontramos diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) da positividade do oncogene c-erbB-2 nos estadios II-B e III-A, em
relacdo aos estagios iniciais (I-A, I-B, TI-A).

O estadiamento e a condi¢do clinica do paciente foram os tnicos resultados

relevantes na sobrevida.

A porcentagem de células positivas para c-erbB-2 ndo demonstrou relagdo com

a sobrevida no teste univariado de Cox, com p>0,05.

Quando analisados os indices de proliferagdo (Ki-67 e mitoses) em relagdo a
sobrevida, utilizando o teste de Cox, para analise multivariada, ndo houve significincia

estatistica.

O mesmo ocorreu na analise sobre o papel do B-HCG na sobrevida, quando

usado o teste de Cox, com p>0,05.

Utilizando o modelo multifatorial de Cox e separando os dois tipos histolégicos
principais, encontramos na neoplasia epidermoéide influéncia somente do estadio
(p=0,0756) e indice de Karnofsky (p=0,0354). Ja nos adenocarcinomas, somente o estadio
foi importante (p=0,0165).
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Figura 7: Paciente com adenocarcinoma, com imunohistoquimica para c-erbB-2 positiva

(corado em marrom) em membrana citoplasmatica.

Figura 8: Paciente com adenocarcinoma, e imuno-histoquimica para B-Hcg positivo

(corado em marrom) em citoplasma.
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Figura 9: Paciente com adenocarcinoma, e imunohistoquimica para ki-67 positivo (corado

em marrom) em nicleo. Pequeno aumento.

Figura 10: Paciente com adenocarcinoma,e imunohistoquimica para Ki-67 positivo

(corado em marrom) em nucleo.Grande aumento.
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A neoplasia de pulméio ¢ reconhecida em nossa época como ¢ mais importante
cincer em homens no que se refere 4 incidéncia ¢ mortalidade ¢, apesar de nfo ser o de
maior incidéncia em mulheres, é uma das suas principais causas de Obito por neoplasia

(HARPOLE, 1995),

Este trabalho estudou pacientes com esta importante neoplasia, que tiveram sua
tentativa de tratamento centrada principalmente na cirurgia radical, reconhecida por vérios
autores como o tratamento mais eficaz (MILLER, 1995; BUCCHERI & FERRIGNOQ, 2000).

Por este motivo, foram excluidos todos os pacientes cujo estadiamento anatomo-
patologico estivesse acima de ITII-A, ou aqueles em que a doenga foi operada de maneira
incompleta, seja por margens insuficientes, seja por aparecimento de metéstase ou recidiva

da doenga no periodo per-operatério.

Como um dos objetivos deste trabalho foi estudar a sobrevida dos pacientes
tratados, os 6bitos ocorridos nos primeiros 30 dias resultaram na exclusdo dos pacientes do
protocolo, por acreditar-se que as causas do Obito estariam mais ligadas ao procedimento
cirirgico e as condigdes clinicas dos pacientes do que propriamente & neoplasia
(GINSBERG et al., 1983).

Na nossa casuistica, dos 124 pacientes operados consecutivamente com estadio
enire I-A e II-A, no periodo de janeiro de 1989 a dezembro de 1996, foram excluidos 46 .
Este numero importante deve-se, principalmente, a erros no arquivamento € manutencio dos
prontuarios meédicos (17 pacientes) ¢ ma qualidade dos blocos parafinados para a realizacdo

do estudo imuno-histoquimico (14 pacientes).

O nimero de &bitos nos primeiros 30 dias ficou em 6,4 % (oito pacientes), o que
esta aparentemente acima do relatado na literatura (GINSBERG e al., 1983; MARTINI &
GINSBERG, 1995). IZBICKI ef al. (1995), tiveram uma mortalidade nos primeiros 30 dias

de 7,5%, mas trataram pacientes com tumores localmente avangado.

GINSBERG et al.  (2000), relataram que a mortalidade de pneumonectomias
para neoplasias ficou em torno de 6,7% ¢ lobectomias em 2%, porém fizeram a ressalva de
que o estado nutricional ¢ a idade dos pacientes podiam aumentar estes indices. UEHARA,
JAMNIK, SANTORO, (1998) referem um estudo com mais de 2.000 pacientes e

mortalidade média de 3,7%, com 6,2% quando analisadas somente pneumonectomias.
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A opcéo pelo estudo imuno-histoldgico dos marcadores celulares deve-se a ser
este método o gue mais se adapta para o estudo retrospectivo no material neoplasico, pois 0s
blocos formalizados ficam conservados durante vérios anos, dependente apenas do processo
de formalizagio da pega cirtirgica, do armazenamento ¢ da organizagdo do blocario. Além
disso, a imuno-histoquimica é o processo mais barato, facilmente reproduzivel ¢ o mais
utilizado em todo o mundo (GAZDAR et al., 1983; CARNEY, 1989; SABAS et al., 1994;
GUINEE JR. ef al., 1995, WEBB et al., 1995, HABER et al., 1998).

5.1. SOBRE OS RESULTADOS DA CASUISTICA E A LITERATURA

Analisando os 78 pacientes que foram objeto desta pesquisa, a divisdo entre
homens (82,1%) e mulheres (17,9%) corresponde aos achados de ZAMBON (1994), que
analisou 261 pacientes com neoplasia de pulmdo e encontrou uma relagdo de quatro homens
para cada mulher com a doenga. Este dado também € concordante como os resultados de
DUARTE, (1995); com os dados publicados pelo Mmistério da Saiide em 1991 (ZAMBON,
1994; PERERA er al., 1991) e com resultados da Inglaterra (MUERS ef al., 1996) e Taiwan
(KUO et al, 2000). A diminuigiio entre a relagdo homemy/mulher encontrada em alguns
trabalhos na literatura americana (IZBICKI, PASSLICK, HOSCH, 1996; OKADA et a/.,
1999) ndo se confirmou no estudo dos pacientes desta série.

A idade média foi de 59,19 anos, com mediana de 60 anos, variando entre 39 ¢
73 anos. Estes dados sdo semelhantes a literatura né.cional (YOUNES; GROSS,;
DEHEINZELIN, 1999, ZAMBON, 1994; TORO, 1991) e internacional (IZBICKI e? ai.,
1995; OKADA ef al, 1999 ; SUZUKI et al, 1999; ADEBONOJO er al, 1999,
SCHOTTENFELD et ai., 2000; MARTIN] & GINSBERG, 1995).

Em relagiio a raga, o achado de 88% de brancos reflete dois fatores. Este tipo de
informago ndo € confiavel, sendo a padronizagfo da cor para fins de registro inexistente na
Unicamp. Trabalho de ZAMBON (1994), ja havia apresentado este tipo de problema. Na
literatura encontramos mimeros mais proximos entre as diferentes ragas, porém ainda com
forte predominio da raga branca (AL-KATTAN et al,, 1996). Por outro lado, a dificuldade
de acesso dos pacientes negros ao sistema de saide nos Estados Unidos foi citada como

fator de pior prognostico dos pacientes da raga negra por BACH ef al. (1999).
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O tabagismo, sem divida o fator etiologico mais importante e estudado em todos
os trabalhos (MINNA et al., 1991; SCHOTTENFELD, 2000; CARBONE, 1992), em nosso
trabalho esteve presente em 76,9% dos pacientes, sendo que este nimero certamente estd
subestimado por faltar informagZo em 12,8% dos pacientes e por ndio computar os furmnantes
passivos. JETT ef al. (1997) referiram 80% de tabagistas na sua casuistica, ZAMBON
(1994), 88,9%; TORO (1991), 80,7%; DIAZ PLASENCIA (1998), 75%; SCHOTTENFELD
(2000), 85%.

O indice de Kamofsky, desenvolvido por David A. Karnofsky em 1948, ¢ uma
escala para avaliagio da condigdo fisica do paciente, baseada na sintomatologia, atividade
fisica, cuidados requeridos ¢ condigdo geral do paciente. E um método de facil execugdo e
reproduzivel, seja entre membros da mesma equipe (médicos, enfermeiras, psicéloga, etc.)
ou entre diferentes grupos (LASACA ez al., 1998; RIKKERT et al., 1999, FALLER ef al.
1999; PEASMAN et al., 2000).

Em relagio ao indice de Kamofsky, utilizado aqui como medida tinica com
relagdo direta 4 época da cirurgia, encontramos em nossos pacientes média de 85,19%. A
variagdo foi de 100 a 60%, porém somente cinco pacientes apresentavam o indice abaixo de
80%, o que ¢é compativel com a literatura (MARTINEZ ef of., 1994; IANNETTONI, 1998).
Pacientes com indice de Karnofsky abaixo de 60 raramente siio candidatos a tratamento
cirirgico mais agressivo (LASACA ef al.,, 1998; RIKKERT er al., 1999; FALLER er ai.
1999, PAINE, 2000). GAIL et al, (1984), analisando 392 pacientes em estadio I,
encontraram melhor sobrevida em pacientes com indice de Karnofsky acima de 80, com

significincia estatistica.

A cirurgia € sem divida o Gmico tratamento efetivamente curativo {PINTO
FILHO et al., 1993; DESLAURIERS & GREGOIRE, 2000). Em relagfo ao tipo de cirurgia,
encontramos a presen¢a de 42,3% de pneumonectomias, o que possivelmente reflete o
estadio avangado da doenca tratada (IZBICKI et al., 1995; JASSEM ef al, 2000). Em 57%
dos pacientes que apresentavam estadio III-A foi utilizade este método cinirgico.
AL-KATAAN et al. (1996) mostraram 34% de pneumonectomias e na analise dos fatores
que afetariam a sobrevida concluiram que o tipo de cirurgia nfo influiu, mas a cirurgia

completa (sem margens comprometidas) seria fator decisivo, dados comprovados por
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XAVIER et al. (1995); SUZUKI et al. (1999) ¢ RENS ef al. (2000). GINSBERG (1997)
afirma que a lobectomia deve ser a  menor cirurgia de escolha, pois as ressecgbes

econdmicas aumentam em trés vezes a chance de recorréncia local.

Do nosso ponto de vista, confirmado por SUZUKI et al. (1999) ¢ GINSBERG
& PORT (2000), esta claro que a ressecgdo incompleta diminui a chance de cura do paciente
e somente o cirurgidao, com a ajuda do exame de congelagio das margens tumorais, pode
decidir qual é o método escolhido, seja ele lobectomia, bi-lobectomia ou pneumonectomia
(DOWNEY, 1999). Utilizamos, portanto, os principios oncolégicos cirargicos classicos
(FORTE, 1988; MARTINI, 1995; GINSBERG & PORT, 2000): a) o tumor ¢ a drenagem
linfitica intrapulmonar devem ser retirados em bloco; b) o tumor deve ser retirado
completamente integro, sem abertura da pega ou por partes; ¢) toda a estrutura invadida deve
ser retirada em bloco; d) dissecgdo completa dos linfonodos do mesmo lado da doenga ou
pelo menos amostras de todas as cadeias linfaticas. A cirurgia video-assistida tem um papel
ainda a ser delimitado no futuro da cirurgia oncologica de pulmio (LOSSO, GHEFTER,
IMAEDA, 1994).

Em relagiio a dissecglio e retirada completa dos linfonodos, existem algumas
controvérsias (CAMARGO, 1991; DESLAURIERS & GREGOIRE, 2000; TAKAMOCHI
et al., 2000). MARTINEZ, CHIFFLET, DELBENE, (1994) consideraram que poucos
pacientes iriam se beneficiar do esvaziamento radical, pois 0 mesmo aparentemente nfo
altera a sobrevida e sim o estidio, ¢ que as complicacdes do esvaziamenio n3o sdo
despreziveis. Ja MARTINI & GINSBERG (1995); GINSBERG (1997); TAKAMOCHI ef
al., 2000, referiram ser de suma importincia o esvaziamento completo, tanto mais radical
quanto possivel, podendo em combinagio com radioterapia ¢ quimioterapia aumentar a
sobrevida. HOYO ef al. (1993), analisando 70 pacientes com carcinoma pulmonar ndo de
pequenas células, encontraram 38,7% de linforodo com menos de 5mm de tamanho

acometidos pela neoplasia, falando favoravelmente ao esvaziamento mediastinal.

GINSBERG (1996), refere que 20% pacientes com tumores com menos de 2
centimetros apresentam de linfonodos N2 positivos.
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IZBICK ef al. (1996), avaliaram 93 pacientes e 471 linfonodos, utilizando
imuno-histoquimica, encontraram 27% de micrometastase em linfonodos considerados
anteriormente como NO ou N1, demonstrando a importancia da ressecgio dos varios niveis

de linfonodos e da utilizagio de outras técnicas de histologia além da hematoxilina-eusina.

O tipo histologico, fator prognéstico reconhecido por muitos autores, foi
analisado neste trabalho obedecendo-se  classificagdo da Organizagio Mundial da Satde de
1999 (METZE, 1998; TRAVIS, 2000).

Na nossa casuistica, o carcinoma epiderméide ou espinocelular (CEC) foi o mais
frequente, com 59% dos casos. TADOKORO, (1992); AL-KATTAN et al. (1996) ¢
YOUNES ef al. (1999) referem resultados semelharntes. Adenocarcinoma, que ocofreu em
34,6 % dos casos, foi semelhante a0 que ocorreu em Outros paises (ZAMAN, 1995,
ADEBONOJO et al, 1999; TRAVIS, 2000). ZAMBON (1994), analisou pacientes da
Unicamp de 1988 a 1990, encontrou resultado da estratificagio histologica semelhante a este
trabalho.

Carcinomas indiferenciados de grandes células ocorreram em 5,1% dos nossos
casos, semelhante aos dados de ZAMBON (1994), ZAMAN (1995) e RENS et al.(2000), e
menos freqiiente que os 9% relatados por TRAVIS (2000).

Apenas um paciente apresentou diagnostico histolégico de carcinoma
adenoescamoso. TAKAMORI ef al.  (1991) relataram a incidéncia de 0,6% a 2,3% na
literatura e conferem mal prognéstico a este tipo de tumor. Ja ISHIDA (1992) relatou ndo
haver diferenca prognéstica entre o adenoescamoso e outros tipos de neoplasias nao de
pequenas células. Nosso unico paciente com este tipo histolégico, operado com estadio

TI1-B, sobreviveu 30 meses, com 6bito devido & disseminacdo da doenca.

O estadiamento € de grande importancia na padronizagdo dos diversos
tratamentos, comparagdo de resultados, na pesquisa clinica e acaba sendo o padriio dureo
para comparagio em toda comunicagdo cientifica (MOUNTAIN, 1997, NARUKE
et al, 1997). Como era de se esperat, o paciente com a neoplasia pulmonar fol operado, na
maioria dos casos, no seu estadio mais avangado (ZUKIN & LILENBAUM, 1997). Somente
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3,8% dos pacientes estavam no estadio I-A, que apresentam prognéstico de sobrevida de
cinco anos ao redor de 75% . No estadio I-B ocorreram 16 diagnosticos; trés estavam no
estadio 1I-A; 28 (35,9%) no estidio II-B e 28 (35,9%) no estadio HI-A. ZUKIN &
LILENBAUM (1997) evideciaram 35% no estadio ITI, com sobrevida menor que 20%.

Mais de 75% dos pacientes estavam na cirurgia a doenga apresentando invasio
linfatica, com perspectiva de sobrevida abaixo de 35%, e a maioria necessitou de tratamento
adjuvante (quimioterapia ou radioterapia). FRIEDBERG (1999) referiu aumento estatistico
de sobrevida nos pacientes que utilizaram tratamento neoadjuvante. SHEPHERD (1996)
refere que 80% dos pacientes serfio submetidos 4 quimioterapia em aigum momento da sua
doenca. Uma das explicagBes possiveis seria, conforme trabalho de PASSLICK et al.
(1996), que mesmo em pacientes com histologia comum compativel com NO ou N1, a
imuno-histoquimica mostra invasio linfonodal em até 80% no linfonodo N2.

A sobrevida dos pacientes apresentou mediana de 25;9 meses, o que reflete o
mau prognostico desta neoplasia. No primeiro ano da doenga 30% dos pacientes morreram e
ao redor de 47% até o final do segundo ano. HOLMES (1986), tratando de pacientes com
cirurgia completa e tratamento adjuvante, obteve uma média de sobrevida de 23 meses. Em
seus pacientes, 30 % estavam mortos no primeiro ano, 59% no segundo e todos tinham
morrido até o terceiro ano. SUZUKI et al. (1999), observou 7% de sobrevida em cinco anos
no estadio II-A (com N2).

NARUKE ef al. (1997), analisou 1819 pacientes e usando o sistema de estadio
de 1987, encontrou sobrevida de 5 anos de 68% para o estadio I, 46% para o estidio Il e
39% para o estadio HI-A. .

A presenca da doen¢a no sistema linfatico parece ter grande impacto na
sobrevida (MARTINI & GINSBERG, 1995; MOUNTAIN & DRESLER, 1997). NARUKE
et al. (1997) ja havia referido que o N2 poderia ser fator decisivo do prognéstico e levantou
a hipotese do local do linfonodo como um fator importante. Com linfonodos sub-carinais
comprometidos, a sobrevida foi de 9,1% e com somente linfonodos paraaérticos, a sobrevida
subiria para 29%. OKADA ef al (1999); SUZUKI ef al. (1999) ¢ PARK; LOUIE;
ALTORKI (2000), relatam que a localizagio do N2, a quantidade de cadeias acometidas, o
tamanho do tumor e a realizagdo de cirurgia completa, seriam os fatores mais tmportantes

para o resultado de sobrevida.
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Relacionando sobrevida com o tipo histolégico do tumor, notamos pior
prognéstico do adenocarcinoma, que foi estatisticamente significante (p<0,05).
AL-KATTAN ef al. (1996) relatou 69,4% de sobrevida para ¢ carcinoma epidermdide e
52,6% para adenocarcinoma, porém a diferenga nfo foi significativa. RENS e al. (2000),
analisando 2361 pacientes com tumores em estadio ate ITI-A, encontrou melhor sobrevida

para o carcinoma epidermoide, com diferenga estatisticamente significativa.

SUZUKI et al. (1999) ¢ MERRILL et al. (1999) ndc encontraram diferenga

entre os tipos histologicos dos tumores ndio de pequenas células.

Os carcinomas indiferenciados de grandes células e o carcinoma misto ndo
foram por nos apalisados, em fungiio do pequeno nimero de casos (quatro ¢ um,

respectivamente).

Ao analisarmos a rela¢do entre o tipo de cirurgia e a sobrevida, notamos que ndo
houve diferenga estatistica entre lobectomia € pneumonectomia, o que ao nosso ver reflete a
obrigatoriedade de sempre realizarmos cirurgias completas, mesmo necessitando de
procedimentos mais extensos, como a pneumonectomia. Ja IZBICKI ef al (1995)
constataram que todos os pacientes submetidos a pneumonectomias morreram em no

mAXimo trés anos.

GINSBERG et al. (1983) relataram gue a preumonectomia apresenta maior
mortalidade, principalmente quando realizada em pacientes acima de 70 anos ou em

qualquer faixa etaria com desnutrigéo associada.

8.2. c-erbB-2

O c-erbB-2 é um oncogene expressado em diversos tumores humanos (KERN
et al. 1994; YOSHINO er al, 1994; HARPOLE ef afl, 1995; GUREL et al, 1999),
especialmente em neoplasias de mama (BERGER et al., 1988; TATEISHI ef al., 1991) onde
pode ser encontrado em até 40% dos casos (KERN ez al. 1994). Geralmente ¢ relacionado a
mau prognostico (TATEISHI ef al,, 1991; KERN ef al. 1994; YOSHINO e¢f al., 1994, YU
et al., 1994; WEBB et al., 1995; BRIEN et 4., 2000).
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O c-erbB-2, também chamado de HER-2/neu, ¢ um oncogene semelhante ao que
produz neuroblastomas em ratos, apés indugio (SCHNEIDER et al., 1989; RICHARDSON
& JOHNSON, 1993, YU ef al, 1994). Esta localizado no l6cus cromossomal 17¢21 e
produz uma proteina de¢ membrana de peso molecular de 185.000, com atividade tirosina-
quinase e seqiiéncia semelhante ao receptor de fator de crescimento epitelial celular
(SCHNEIDER et al., 1989; KERN ez al. 1994).

Na nossa casuistica, o c-erbB-2 apresentou positividade em 51,5% dos
pacientes (41 pacientes), semelhante aos dados de JOHNSON, (1995). KERN et al. (1994)
encontraram c-ertbB-2 em 37% dos seus pacientes; HARPOLE ef al.  (1995) encontraram
21%. KERR er al. (1994) encontraram somente 7%. PASTORINO et al. (1997), analisando
pacientes de estadio I, encontraram apenas 4%. TATEISHI ef al.(1991), encontraram 28%

de resultados positivos, analisando somente adenocarcinomas de pulmzo.

Esta maior positividade pode ser explicada pelo fato de termos optado por
analisar cerca de 500 células em cada paciente e considerado positivo a presenga de qualquer
quantidade de células coradas, estabelecendo assim um indice de positividade, o que permite
0 uso de dados continuos (com maior poder estatistico), enquanto outros autores
consideraramt como positivo somente a partir de 5 a 10% de positividade, optando por dados
categorizados (com menor poder estatistico). PAAKQ (1992), também encontrou
positividade alta (64%). Qutro fator € que as técnicas laboratoriais tém melhorado, como o
uso de microondas, ¢ que aumenta a efetividade da imuno-histoquimica (KERR et i,
1994), podendo explicar a diferenga. Além disso, fatores genéticos inerentes & populagio
estudada (PERERA ez al., 1991; GIATROMANOLAKI et al., 1996) podem ser a causa da
disparidade de alguns resultados. Qutra possibilidade, segundo YU ef al. (1994), setia que
08 nossos pacientes tinham tumores mais avangados, pois o c-erbB-2 tem maior expressio
nos estadios II-B e TI-A, '

GUINEE JR. ef al. (1995) escreveram que c-erbB-2 seria mais freqiiente em
mutheres, possivelmente devido ao maior nivel de estrogeno circulante. Em nossas pacientes

ndo encontramos diferenca estatisticamente relevante.
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Na casuistica desta tese nio houve diferenga estatistica entre os pacientes que
apresentavam carcinoma epiderméide e adenocarcinoma, dados iguais a0 de KERN ef al
(1994), 36% e 38%, respectivamente. HARPOLE et al. (1995) encontraram 14% nos
adenocarcinomas ¢ 26% nos carcinomas epidermoéides. TATEISHI et al (1991)
encontraram somente 2% em carcinoma epidermoide e 28% em adenocarcinoma. KERR
et al. (1994) encontraram 67% em adenocarcinoma ¢ indices despreziveis em epiderméide.
CANTERQ ef al. (2000), encontraram pior prognostico em pacientes com carcinoma

epidermdide e com positividade para o c-erbB-2.

O resultado do estadiamento da neoplasia pulmonar relacionado com a presenca
da reagdo positiva para o c-erbB-2 demonstra, estaticamente, o referide por grande parte da
literatura: o oncogene c-erbB-2 estaria ligado a tumores avancados. Em 80% dos nossos
pacientes positivos, os estidios H-B e III-A foram relacionados. SHI ef al. (1992) possuem
resultados semethantes, assim como TATEISHI ef al. (1991), que encontraram o estadio IV

¢omo © mais prevalente.

Em relagio a &bito e sobrevida, nfio conseguimos encontrar nenhuma diferenca
conclusiva. YU ef al. (1994) referem que o oncogene esta relacionado a diminuigio de
sobrevida. TATEISHI er al. (1991), analisando 203 pacientes, encontraram pior progndstico
nos pacientes positivos que tinham adenocarcinoma. KERN ez al. (1994) e HARPOLE et al.

(1995), confirmaram a pior sobrevida principalmente em relagéio ao adenocarcinoma.

Por outro lado, em trabalho de FONTANINI ef al. (1998), estudando 195
pacientes com estadio entre I-A e ITI-A, ndo foi encontrada altera¢io de sobrevida com a
presenca do c-erbB-2. SLEBOS ef al. (1989) concluiram em seu trabalho que o oncogene
estudado ndo teria nenhuma relag@io com o prognostico.

5.3. INDICE MITOTICO

O indice de proliferagdo celular é um importante e sensivel determinador de
prognostico de muitos tipos de neoplasias, principalmente em cdncer de mama,

leiomiossarcomas, neoplasias gastricas, melanomas e linfomas (DONHULSEN, 1986,
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HAAPSLO, PESONEN, COLLAN, 1989; HILSENBECK & ALLRED, 1992; DIEST ef al,
1992, O'LEARY & STEFFES, 1996). Apresenta também, segundo alguns autores, relagio
com a diferenciacdo neoplisica (DONHUUISEN, 1986; HAAPSALO ef al, 1989,
DONHUUISEN et al., 1990) e taxas de crescimento tumoral (CAMPOS et al., 1987). ‘

Um dos problemas do método é a sua subjetividade, pois o método §
essencialmente observador dependente (DONHUIJSEN, 1986; GOING, 1993; O'LEARY &
STEFFES, 1996).

Neste trabalho utilizamos o indice mitdtico, que consistiv em contagem, nas
zonas de infiltragdes celulares mais representativas, do mimero de mitoses e do nimero total

de células neoplasicas, de pelo menos trés campos diferentes.

Foram encontrados oito pacientes no quais ndo foi possivel identificar nenhuma
mitose ¢ a média do indice mitético ficou em 0,039%. PAGE, DUTT, SIMPSON (1993),

referem que 10% a 20% das neoplasias sélidas apresentam raras mitoses.

DONHUILISEN ez al. (1990) relataram que o intervalo entre a coleta do espécime
anitomo-patologico e sua fixagio podem alterar o indice mitdtico, pois as mitoses se
completariam em até trés horas, dependendo das condigdes hormonais, concentragio de
oxigénio, capacidade de sintese protéica (DONHUIJSEN, 1986), nfio sendo mais possivel

identificar a cromatina condensada.

Também ndo conseguimos relacionar a sobrevida de nossos pacientes com o

indice mitético, porém outros estudos com material mais controlado se fazem necessérios.

5.4. Ki-67

No planejamento deste trabatho, ficou delineada a necessidade de acrescentar
marcadores que pudessem nos responder rapidamente a respeito da agressividade da doenca

neoplasica pulmonar.
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O Ki-67, reatizado por métedo imuno-histoquimico, ¢ um marcador de atividade
do micleo celular, que sO esta presente na célula em divisdo, nas fases G1, S, G2 e M, e
mostrou-se, pela analise da literatura, de facil execugiio e reproduzivel nos diversos
trabalhos (RUDOIPH ef al., 1998; LAU et al., 2000). Viérios autores t€m associado a
presenca deste marcador a um prognéstico adverso (PENCE et al., 1993; HARPOLE e al,
1995; PUJOL et al., 1996).

Em nossos pacientes, encontramos positividade em 31 deles. Nos pacientes em

que o resultado foi positivo, a média de células coradas foi de 17,81%.

ISHIDA et al. (1997) encontraram média de 27,1% de células coradas, porém
nio houve nenhum caso onde houvesse negatividade do método. A explicagdo para os
nossos quase 60% de negatividade talvez seja, como explicado por HEIDEBRECTH ef al.
(1996), que a meia vida da proteina Ki-67 é de somente 90 minutos, € portanto a demora na
fixagio com formol ou a formalizagdo inadequada possa ter subestimado o resultado neste
trabatho.

VILBERTI et al. (1997) encontraram 44,7% de neoplasias de pulm3o com
Ki-67 positivo, com predomindncia de neoplasia epidermoéide. ISHIDA ef al (1997)
relacionaram altos indices deste marcador com piora do prognostico em adenocarcinomas.
Nos nossos pacientes encontramos 40,2% de positividade, resultado muito proximo aos

autores, porém sem diferenga estatistica entre os tipos histologicos (p>0,03).

5.5. B-HCG

O B-HCG foi escolhido por apresentar incidéncia crescente na literatura em

tumores solidos extra-gonadais, principalmente em neoplasias pulmonares.

Trabalho de ACEVEDQ, TONG, HARTSOCK, (1995), refena que,
independente da etiologia da transformagio maligna, em todas as linhagens de tumores
analisados pelos autores (carcinoma de cOlon, bexiga, mama, epidermdide de pulméo,
melanoma, linfomas e neuroblastoma) sempre ocomia ativagio dos genes produtores das

proteina das sub-unidades alfa e beta.
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A dosagem do B-HCG pode ser feita no tecidos neoplasicos (WILSON ef al,
1981, YOSHIMOTO et al, 1987; SZTURMOWICZ et al, 1995; WEBB et al., 1996,
YOKOTANI ¢f al, 1997) como na urina e no sangue (YOSHIMURA ef al., 1994;
YOKOTANI ef al., 1997).

Nos pacientes analisados neste trabalho, encontramos 31 pacientes com algum
grau de positividade, visto que utilizamos o indice entre as células positivas e o total de

células nos campos pesquisados.

WILSON ef al. (1981) encontraram 84% de positividade analisando tecidos
neoplasicos; WALOP ef al.  (1990) encontraram 2%, analisando sangue ¢ urinz dos
pacientes, SZTURMOWICZ ef al. (1995), analisando pacientes com carcinoma pulmonar
de pequenas células, encontraram 14% de pacientes com positividade (maior de 5% de
células coradas). YOKOTANI er al (1997) encontraram 57,1% em pacientes com-

carcinomas nfo de pequenas células.

Existem trés explicagdes para as disparidades de resultados. A primeira seria que
a maioria dos tumores produz B-FICG, porém néo secreta esta fragdo hormonal. A segunda
explicagio seria que, quando secretada, a maioria do B-HCG o seria em forma ndo
glicosilada, o que diminuiria sua vida média para menos de 1% da vida média da forma
glicosilada (WILSON ef al, 1981). A terceira seria que o nosso material, por ser antigo
(1989-1996), ndo tenha sido fixado corretamente, alterando nossa positividade.

A literatura sugere um mau prognodstico aos pacientes que apresentam niveis
aumentados de receptores para o B-HCG nas diversas neoplasias. SZTURMOWICZ et al.
(1995), analisando pacientes com carcinoma pulmonar de pequenas células, encontraram
niveis significantes de ma resposta ao tratamento nos pacientes com niveis aumentados do
B-HCG.
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5.6. ANALISE MULTIFATORIAL

Ao analisarmos todos os fatores em relagio a4 sobrevida dos pacientes,
encontramos significincia estatistica (ALTMAN ef al., 1995) somente para o estadiamento
(p=0,0179) ¢ tipo histolégico do tumor (p=0,0454).

Trabatho de GARCIA-YUSTE et al. (2000), estudaram, na Espanha, 500
pacientes com caracteristicas semelhantes aos nossos, ¢ encontraram significancia no
estadiamento, porém a diferenciagiio entre os adenocarcinomas, carcinoma epidermoide e

carcinoma indiferenciado de grandes células n#o foi importante.

GUEVARA & TEHEIRQ, (1997), analisando somente 34 pacientes, concluiram
haver relagio apenas entre estadiamento e sobrevida. XAVIER et al, (1995), realizaram
analise entre os diversos fatores, perceberam que somente o estadiamento foi conclusivo,
ndo importando tipo histologico ou tipo de cirurgia realizada. MARTINI et al, (1992),
analisando somente estadio II, ndo encontrou diferenca de sobrevida entre os diversos tipos
histolégicos de carcinomas ndo de pequenas células do pulmao. Além disso, estes autores
enfatizam que o fratamento com  cirurgia e terapia adjuvante (quimioterapia e/ou
radioterapia), nfo levou a melhora na sobrevida, fato também presente em nossos resuitados
{anexo 4). Talvez uma das explicagdes possa ser que este tipo de tratamento complementar a
cirurgia ¢ utilizado preferencialmente nos pacientes com estadios mais avangados. Neste

trabalho, a casuistica era pequena para subdividir mais ainda os grupos.

Separando somente os pacientes com carcinoma epidermoide, o indice de
Karnofsky foi significante (p=0,0354), assim como o estadiamento. GROSS et 4i.,(2000),
analisando 103 pacientes com neoplasia pulmonar, encontraram pior sobrevida nos pacientes
com Karnofsky mais baixo, porém sua amostragem mesciou pacientes cimirgicos e ndo
cinirgicos. N#o encontramos na literatura nenhum trabalho que pudesse servir para

comparagio com este nosso achado.

Em relagio aos adenocarcinomas, somente o estadio continuou importante

estatisticamente.
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Apesar da nossa expectativa de conseguir, no presente estudo, acrescentar algum
fator que pudesse predizer a sobrevida dos portadores da neoplasia pulmonar nio de
pequenas células, o c-erbB-2, o Ki-67, o beta-HCG e o indice mitdtico ndo mostraram
significincia. CANTERO ef al. (2000), analisando a presenga da proteina p185, referente ao
oncogene c¢-erbB-2, encontraram pior progndstico em pacientes com carcinoma

epidermoide.

HARPOLE et al., (1996), pesquisando 275 pacientes com carcinoma nfio de
pequenas células concluiram que tanto o Ki-67 como o c-erbB-2 tiveram significincia na
sobrevida. D’AMICO ef al.,, (1999), estudando somente estadio I, encontraram o Ki-67 ¢ o

c-erbB-2 como validos para estimar piora no prognostico.

GREATENS ef al. (1998), analisando também o c-erbB-2, o indice de
crescimento € mais dois oncogenes, n3o conseguiram resultados consistentes. Somente o
estadiamento € o tipo histolégico, amplamente confirmado pela literatura ¢ que ainda no
satisfaz inteiramente no trabalho diario, serviram para a finalidade proposta neste trabalho.

O caminho esta aberto para novas pesquisas, com oncogenes e outros
marcadores, com novas subdivisdes do estadiamento, nos diversos tipos histologicos, no
campo morfométrico das células neoplisicas, para que possamos melhor entender o

comportamento desta importante doenga.
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6. CONCLUSAO
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1. A mediana de sobrevida dos pacientes estudados foi de 25,9 meses, ndo
havendo diferenga por sexo.

2. A mediana de sobrevida de trés anos por estidio foi de 73,4% para estadio
I-B; 66,7% para I1-A; 40,6% para II-B e 18,5 % para o estidio ITI-A.

3. A sobrevida mediana de trés anos por tipo histolégico foi de 51,6% nos
carcinomas epiderméides; 28,5% nos adenocarcinomas; 24,5% nos carcinomas de grandes

células e 0,0% no carcinoma adenoescamoso.,

4. A sobrevida mediana de trés anos por tipo de cirurgia foi de 52,0,2 % para
lobectomia; 20,0 % para bi-lobectomia e 37,5% para pneumectomia.

5. Néo houve relagdo do achado do c-erbB-2 com sexo, tipo de cirurgia, faixa
etéria, Obitos ou sobrevida.

6. Em pacientes com estadiamentos avangados das neoplasias pulmonares (II-B
¢ IlI-A), o c-erbB-2 foi mais positivo, com diferenga estatistica em relagiio aos estadios I-A,
I-B ell-A.

7. Néo houve relagdio do marcador Ki-67 com sexo, tipo histolégico, tipe de
cirurgia, faixa etaria, dbitos ou sobrevida.

8. Néo houve relagio do receptor para B-HCG com sexo, tipo histologico, tipo
de cirurgia, faixa etaria, obitos ou sobrevida.

9. A curva de sobrevida de Kaplan-Meir, quando utilizado o teste de Cox-
Mantel, mostrou nivel de significincia para tipo histolégico do tumor (p=0,04543) e para
estadiamento (p=0,0179).

10. Na anilise muitifatorial de Cox, levando em conta os tipos histolégicos,
encontramos significdncia de estadiamento (p=0,0756) e indice de Karnofsky (p=0,0354)
para o carcinoma epidermoide; e de estadio oncolégico (p=0,01658) para adenocarcinomas,
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7. SUMMARY
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Lung cancer is the leading cause of cancer mortality in the occident. In spite of
the advances in lung cancer diagnosis and treatment, little has changed with respect to

survival expectations.

Molecular biology and oncogenes show a new way regarding the lung cancer

subject.

Seventy-eight patients with non-small cell ling cancer, who underwent
thoracotomy for lung resection and survived more than one month after this procedure were

reviewed.

Immunohistochemical staining for c-erb-2, Ki-67 and B-HCG was performed
on dewaxed, formalin-fixed, paraffin sections of resected lung tumor utilizing microwave
antigen retrieval. Mitosis was counted.

The median survival was 25.9 months. At the time the patients underwent the
surgical procedure 3.8% were in stage I-A, 20.5% in stage I-B, 3.8% in stage II-A, 35.9%
in stage II-B and 35.9% in stage III-A.

Lobectomy was performed in 46.2% of the patients and pneumectomy was
performed in 42.3% percent of them.

The pathologic findings were: epidermoid carcinoma with 59% cases,
adenocarcinoma with 34.6% cases, undifferentiated carcinoma with 5.1% cases and

adenosquamous carcinoma in one patient.

C-erbB-2 immunohistochemical staiing was more frequently identified in the
advanced clinical stage of the disease.

C-erbB-2, Ki-67, mitosis and B-HCG were not important in Kaplan-Meier
survival curves. Only stage group and histological type were statistically important in the

same test.
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ANEXO 1

Revisio da Classificacio TMN para Estadiamento da Neoplasia Pulmonar

(traduzido de: Mountain, C.F. - Revisions in the Internacional System for Staging Lung

Cancer.

Chest, (111): 1710-17, 1997

Tumeor Primério (T)

Tx Tumor ndo visivel por exame de imagens ou broncoscopia, com achado de
células malignas no escarro ou lavado bronco-alveolar.

Tis Tumor in situ.
T0 Sem evidéncia do tumor primério.

T1 Tumor com até 3 cm, em parénquima pulmonar ou bronguic lobar, sem
invasfio da pleura visceral. '

T2 Tumor com >3cm ou envolvendo brénquio principal (a mais de 2cm da
caring); ou invadindo pleura visceral; ou com atelectasia ou pneumonia obstrutiva que nio
envolve todo o pulméo.

T3 Tumor de qualquer tamanho que invade: parede tordcica, diafragma, pleura
mediastinal, pericardio, a menos de 2 cm da carina; atelectasia ou pneumonia obstruiiva
que envolve todo o pulmio.

T4 Tumor de qualquer tamanho que invade: mediastino, coracgéo, esbfago,
carina, corpo vertebral, grandes vasos, traquéia; ou presenga de nodulo satélite do tumor no
mesmo lobo do tumor primario; derrame pericardico ou pleural com células neoplasicas.

Anexos

113



Noédulos Linfaticos

Nx ~ Linfonodos regionais nfio pesquisados.

NO Linfonodos regionais sem metastase.

N1 Metastase nos linfonodos intrapulmonar ipsilateral.

N2 Metastase para linfonodos mediastinais ipsilateral ou subcarinais.

N3 Metéstase para linfonodos contra-laterais, regific escalénica ou
supraclaviclar.

Metastases a Distincia

Mx Metastase ndo pesquisada.

Mo Sem metastases a distincia.
M1 Presenca de metastases & distdncia.
Estadios T N M
¢ Tis NO MO
I-A T1 NO M0
I-B T2 NO Mo
-A Tl N1 MO
II-B T2 N1 MO

T3 NO Mo
I-A T3 N1 Mo

T1-3 N2 M0
I1I-B T4 Nq MO

Tq N3 Mo
IV Tq Ngq M1

Obs: q significando “qualquer” -
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ANEXO 2

ESCALA DE KARNOFSKY
100 Normal, sem evidéncia da doenga ou limitag5es.
90 Sintomas pouco importantes. Atividade normal.
80 Atividades normais com algumas restrigdes. Sintomas da doenga.
70 Inibil para cuidar de si mesmo e sem condigGes de trabalhar.
60 Requer assisténcia ocasional.
50 Requer consideravel assisténcia e cuidados médicos freqiientes.
40 Invalido, requerendo assisténcia especial e constante.
30 Severamente invalido. Geralmente hospitalizado. Morte nfo iminente.
20 Muito doente, hospitalizaciio obrigatdria.
10 Moribundo. Morte iminente.

0 Obito.

Traduzido da padronizagfio do Burznski Research Institute, Houston, USA.
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ANEXO 3

Imuno-histoguimica

Cortes Histologicos: os blocos parafinados foram cortados no microtomo em
segies de 4um foram colocadas em ldminas previamente lavadas e desengorduradas,
tratadas em solugfio de organosilano a 25% em acetona (3-Aminopropil-trietoxi-silano-
SIGMA c6d. A3648). As ldminas com os cortes sdo deixadas a 110°C por 1 hora € em
seguida € feita a reagdo de imunohistoquimica.

Técnica de Imunohistoquimica

Foram usados anticorpos primérios de coelho anti-oncoproteina para c-erbB-2,
da marca DAKO, lote A0485, com diluiciio de 1/300. A dilui¢do foi realizada com BSA
(Soro Albumina Bovina).

Reag¢io de Imunoperoxidase:

Etapa I: desparafiniza¢io

1. Colocar o xilol na estufa a 110°C por +- 30 minutos. Fazer vérias lavagens.
2. XilolII e III em temperatura ambiente. Fazer varias lavagens.

3. Alcool absoluto I, TI, T em temperatura ambiente. Fazer vérias lavagens.
4. Lavagem em dgua corrente e destilada.

5. Blogueio da peroxidase enddgena: Incubar por 15 minutos em temperatura
ambiente, em solug¢do 3%: H202 (30%). . ... 15ml

6. Colocar em tampéo citrato pH 6,0, em panela de vapor a +- 95°C por 30 min.

Deixar esfriar por 15 minutos.
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7. Lavagem em dgua corrente ¢ destilada

8. Colocar em tampéo PBS (phosphate buffer saline, pH 7,6)

9. Pingar os anticorpos priméarios especificos. Incubar em cémara timida por 30

minutos a 37°.

10. Colocar na geladeira toda a noite

ETAPA II: Coloragéo

11.

12.

13.

14,

15.

Retirar as liminas da incubagdo com anticorpos primdrios e fazer 3
lavagens, no agitador, em PBS de 5 minutos cada a temperatura ambiente.

Secar com papel de filtro e pingar os anticorpos secundario biotinilado anti
mouse a anti-rabbit LSAB2, kit Dako, Cod. K 0675  (este anticorpo €
capaz de ligar-se ao primério € conjugar-se a biotina, e o complexo de
peroxidase liga-se a estreptavidina e a bitoina), seguido de incubagfo por
30 minutos na estufa a 37° C.

Terminada a incubagfio, fazer 3 lavagens, em PBS de 5 minutos cada a
temperatura ambiente.

Secar com papel filtro e pingar o strepto ABC-HRP LSAB-2 cod. KO675.
Incubar por 30 minutos & 37°C em estufa.

Terminado o tempo, colocar as ldminas em tamp&o PBS ¢ preparar 0 DAB
(3,3 tetrahidrocloreto de diamino-benzidina, SIGMA D5637), cromégeno

de cor marrom que impregna o local onde ocorre reacéo. Sendo que:

H202 (30%) . . . . 500ug

DMSO......... 1ml (Dimethilsulfoxide)
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Misturar a solucéio e colocar as lminas para corar por 5 minutos.
16. Lavai em agua corrente e passar em agua destilada.

17. Contracorar com Hematoxilina de Mayer por 30 a 60 segundos. Lavar

novamente.

18. Passar por alguns segundos em agua amoniacal, por igua corrente e
destilada.

19. Desidratar por 3 passagens em &lcool absoluto e 3 em xilol ¢ montar as
lAminas.
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ANEXO 4

100 - R e e Qllimioterapia-
& —O-nfo
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Figura I: Curvas de sobrevida com relagfio ao tratamento quimioterapico
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Figura 2: Curvas de sobrevida com relacio ao tratamento radioterépico
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ANEXO 5
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