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RESUMO 

 

O carcinoma de pequenas células do pulmão(CPCP) é um subtipo de câncer 

caracterizado pela presença de células pequenas com fenótipo neuroendócrino. É 

responsável por 15% dos tumores de pulmão e torna-se uma doença muito 

desafiadora devido às limitações terapêuticas e ao prognóstico ruim com um curto 

tempo de sobrevida. Nos últimos anos, foi identificada a atividade da proteína achate 

scute homologue 1 (ASCL1) como reguladora neuroendócrina associada à 

progressão do CPCP. Também foi observada a atividade da proteína Delta Like Ligand 

3 (DLL3) como reguladora da proteína Notch, a qual possui um papel supressor 

tumoral. Foram então desenvolvidos estudos clínicos com inibidores farmacológicos 

que possuem como alvo o DLL3, levando em 2024 à aprovação do Tarlatamab, que 

possui como alvo o DLL3 e os linfócitos CD3. O presente trabalho buscou avaliar a 

expressão do DLL3 e ASCL1 e correlaciona-la com as demais proteínas 

neuroendócrinas do CPCP, assim como a sobrevida. Foi realizado um estudo 

retrospectivo de coorte transversal com 84 casos diagnosticados com CPCP em 

Fortaleza-CE. A partir dos blocos de parafinas dos pacientes incluídos no estudo, foi 

realizada imunoistoquímica (IHQ) para DLL3, ASCL1, TTF1 e KI67. As lâminas foram 

escaneadas e avaliadas no software QuPath. A partir dos resultados e dos dados 

clínico-patológicos obtidos foram realizadas análises estatísticas de associação com 

o teste T de Student, de correlação com o teste de Pearson, avaliação de sobrevida 

por Log-rank e análise multivariada com regressão logística de COX. No estudo, foi 

identificada associação entre as proteínas TTF1 com DLL3 e o ASCL1 indicando que 

os paciente com maior positividade paras TTF1 possuíram mais expressão de DLL3 

e ASCL1. Foi verificada ainda correlação estatística entre o TTF1 e o DLL3 e relação 

do ASCL1 com a sobrevida, tendo os casos negativos para ASCL1 menor sobrevida. 

O presente estudo trata-se de um estudo pioneiro na avaliação do DLL3 e do ASCL1 

na região, e a alta positividade dessas proteínas indica uma nova possibilidade 

terapêutica para os pacientes do Ceará além de gerar uma nova perspectiva acerca 

do complexo mecanismo carcinogênico do CPCP.  

 

Palavras-chaves: Câncer de Pulmão; Carcinoma de Pequenas Células; Patologia 

Pulmonar; DLL3; ASCL1; Terapia Alvo.



 

 

   

 

ABSTRACT 

 

Small cell lung carcinoma (SCLC) is a cancer subtype characterized by the presence 

of small cells with a neuroendocrine phenotype. It accounts for 15% of lung tumors and 

becomes a very challenging disease due to therapeutic limitations and poor prognosis 

with a short survival time. In recent years, the activity of the protein acetate scute 

homologue 1 (ASCL1) has been identified as a neuroendocrine regulator associated 

with the progression of SCLC. The activity of the protein Delta Like Ligand 3 (DLL3) 

has also been observed as a regulator of the Notch protein, which has a tumor 

suppressor role. Clinical studies were then developed with pharmacological inhibitors 

that target DLL3, leading in 2024 to the approval of Tarlatamab, which targets DLL3 

and CD3 lymphocytes. The present study sought to evaluate the expression of DLL3 

and ASCL1 and correlate with other neuroendocrine proteins of SCLC, as well as 

survival. A retrospective cross-sectional cohort study was conducted with 84 cases 

diagnosed with SCLC in Fortaleza-CE. Immunohistochemistry (IHC) for DLL3, ASCL1, 

TTF1 and KI67 was performed on the paraffin blocks of the patients included in the 

study. The slides were scanned and evaluated using QuPath software. Statistical 

analyses of association with Student's t-test, correlation with Pearson's test, survival 

assessment by log-rank and multivariate analysis with COX logistic regression were 

performed based on the results and clinical-pathological data obtained. In the study, 

an association was identified between TTF1 proteins with DLL3 and ASCL1, indicating 

that patients with higher positivity for TTF1 had higher expression of DLL3 and ASCL1. 

A statistical correlation was also observed between TTF1 and DLL3 and the 

relationship between ASCL1 and survival, with cases negative for ASCL1 having lower 

survival. The present study is a pioneering study in the evaluation of DLL3 and ASCL1 

in the region, and the high positivity of these proteins indicates a new therapeutic 

possibility for patients in Ceará, in addition to generating a new perspective on the 

complex carcinogenic mechanism of SCLC. 

 

Keywords: Lung Cancer; Small Cell Lung Carcinoma; Pulmonary Pathology; DLL3; 

ASCL1; Target Therapy.
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1.  INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Epidemiologia do Câncer de Pulmão 

 

O câncer de pulmão é uma das neoplasias mais frequentes e mais associadas 

à morte no adulto. É a neoplasia mais incidente em homens e a terceira em mulheres 

e é o primeiro em mortalidade em homens e o segundo em mulheres sendo 

responsável por aproximadamente um quarto de mortes associadas a câncer em todo 

o mundo. De acordo com o Instituto Nacional de Câncer (INCA), a doença foi 

responsável por 28.618 mortes no Brasil em 2020. Em 2023, a incidência foi de 18.020 

novos casos em homens e 14.540 novos casos em mulheres. Já de acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) a incidência foi de 1.8 milhões de mortes no 

mundo em 2020 (Figura 01) (BRASIL, 2022; WHO, 2023). 

 

 

Figura 01: Mortes por câncer de pulmão em 2020 em ambos os sexos. 

Fonte: Organização Mundial de Saúde, 2020. 

 

O câncer de pulmão possui como principal fator de risco o tabagismo e desde 

os anos 80 foi observada uma redução no número de casos desse tipo de câncer. A 
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redução da incidência reflete o declínio no consumo do tabaco, o que esteve 

fortemente associado a campanhas de órgãos governamentais de saúde em todo o 

mundo. Entre 2006 e 2018, no Brasil, houve uma redução média de 44% do consumo 

do tabaco, e entre 2011 e 2015 foi observada uma diminuição de 3.8% de casos de 

câncer de pulmão ao ano entre mulheres e 2.3% em homens refletindo a redução do 

consumo de tabaco (BRASIL, 2019; BRASIL, 2022). 

No triênio de 2023-2025, é estimada a ocorrência de 32.560 novos casos de 

câncer de pulmão no Brasil, sendo responsável pela taxa de 6.7% de acometimentos 

de câncer e sendo o 4º mais frequente entre homens e mulheres, ficando atrás do 

câncer de mama em mulheres, próstata em homens e tumores colorretais em ambos 

os sexos. Em números absolutos, a região com mais acometimento é a região sudeste 

(13.960), seguida pela região sul (8.060), nordeste (6.570), centro-oeste (2.440) e 

norte (1.530) (BRASIL, 2022). 

 O câncer de pulmão pode ser dividido histologicamente em dois grandes 

subtipos: carcinoma de não pequenas células (CNPCP) e carcinoma de pequenas 

células (CPCP) (Figura 02). O CNPCP é responsável por 85% dos casos de câncer 

de pulmão e o CPCP é responsável por aproximadamente 15% dos casos. O CPCP 

é mais frequente em pessoas do sexo masculino e é mais frequente entre pessoas 

com idade entre 60-80 anos. Esse tumor possui entre os pacientes diagnosticados 

uma sobrevida média de 7 meses (Basumalik, 2023). 

 

 

Figura 02: subtipos histológicos dos carcinomas pulmonares. 

Fonte: autor próprio. 
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1.2 Visão geral do carcinoma de pequenas células de pulmão 

 

O CPCP é um tumor caracterizado pela proliferação de células pequenas, e 

com fenótipo neuroendócrino. Morfologicamente, as células são de formato redondo 

ou fusiforme, com citoplasma escasso e cromatina finamente granular. É possível 

observar comumente a presença de necrose tumoral e alta taxa de mitoses por mm2. 

O padrão de crescimento histológico é frequentemente difuso. Entretanto, as células 

podem se organizar em arquitetura de paliçada, fitas, e aninhados organoides ou 

rosetas (TRAVIS, 2009). 

À imunoistoquímica (IHQ), o CPCP é caracterizado pelo alto índice de 

proliferação, avaliado pela proteína KI67 com expressão geralmente maior que 50%, 

e possui positividade para diferentes marcadores neuroendócrinos como CD56, CgA, 

SyP e INSM1. O TTF1 é expresso em 60 a 90% dos casos e, frequentemente, pode 

ocorrer positividade para BCL2, c-KIT/CD117 e p16. Há negatividade para RB, 

Napsina A, podendo ser útil na diferenciação de CPCP e carcinomas não pequenas 

células. A utilização de um painel robusto de IHQ permite o diagnóstico diferencial do 

CPCP e ainda permite distinguir em carcinoma de baixo/alto grau com a avaliação do 

KI67 (THUNISSEN, 2017). 

 O estadiamento do CPCP frequentemente acontece em dois estágios conforme 

a classificação do Veterans’ Administration Lung Study Group (VALSG) e da 

Associação Internacional para o Estudo do Câncer de Pulmão (IALTS) e classifica a 

doença em estágio limitado (LS) e estágio avançado (ES). O LS-CPCP fica confinado 

a um hemitórax do pulmão, podendo possuir extensão local, sem metástase 

extratorácica, porém podendo abranger metástase em linfonodos mediastinais ou 

supraclaviculares contralaterais. Na classificação do VALSG, para ser classificado 

como LS-CPCP, o tumor primário e os linfonodos regionais devem ser abrangidos por 

uma porta de radiação. Já o ES-CPCP é definido como a doença que não possui 

característica de doença limitada, havendo  metástases extratorácicas (Micke et al., 

2002). 

É observado que, na prática clínica, ambos os critérios são utilizados para a 

definição do estadiamento, utilizando o envolvimento de linfonodos mediastinais 

contralaterais ou supraclaviculares ipsilaterais como LS-CPCP. Anteriormente, o 

tratamento padrão de primeira linha era somente a quimioterapia isolada, tipicamente 
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com um agente à base de platina (cisplatina ou carboplatina) combinado com 

etoposídeo (Wang et al., 2019).  Recentemente, a adição de imunoterapia, 

especificamente atezolizumabe ou durvalumabe, ao regime de platina-etoposídeo 

tornou-se padrão com base na melhora dos resultados de sobrevivência.  

As diretrizes da NCCN (National Comprehensive Cancer Network) endossam 

esses regimes de combinação como opções preferenciais para ES-SCLC (Ganti et al., 

2021). No cenário de segunda linha, topotecano é o único agente aprovado pelo FDA 

para pacientes que apresentam progressão ou recidiva após a terapia inicial. Outros 

agentes, como irinotecano, paclitaxel e amrubicina (no Japão), também são utilizados 

com base no julgamento clínico e em fatores específicos do paciente (Ganti et al., 

2021). 

Em resumo, o tratamento sistêmico padrão para SCLC envolve um regime de 

quimioterapia à base de platina, com radioterapia torácica concomitante e PCI 

(profilaxia craniana) para doença em estágio limitado, e a adição de imunoterapia para 

doença em estágio extensivo. Essas recomendações são apoiadas pelas diretrizes da 

NCCN e da Sociedade Americana de Oncologia Clínica (ASCO) (Rudin et al., 2015; 

Ganti et al., 2021). 

 

1.3 Etiologia 

 

 O CPCP é o subtipo histológico de câncer de pulmão que está mais 

intimamente ligado a exposição ao tabagismo, sendo raros os casos de não-fumantes 

acometidos. Além do tabagismo, como fator exógeno ligado a carcinogênese, existem 

outros que podem estar relacionados com o desenvolvimento do CPCP como a 

exposição a amianto e radônio entre outras substâncias carcinogênicas que podem 

induzir lesões aos ácidos nucleicos (Basumallik, 2023). 

 Os carcinogênicos presentes no cigarro são compostos capazes de ativar 

diversas vias celulares associadas ao crescimento celular, proliferação e migração. 

Dentre esses compostos é possível citar os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, 

aminas aromáticas, nitrosaminoacetona (NNK) derivada de nicotina, cloreto de vinila 

e arsênico (Basumallik, 2023). 

 As NNKs são substâncias semelhantes aos agonistas beta adrenérgicos, e são 

capazes de ativar esses receptores presentes no epitélio pulmonar. A ativação desses 
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receptores, acoplados à proteína G, induz uma cascata de sinalização celular que 

gera a atividade da adenilato ciclase e AMP cíclico oriundo do ATP, que 

consequentemente irá ativar a proteína quinase A, que irá ativar a fosfolipase A2, e 

como consequência haverá liberação aumentada de ácido araquidônico, o qual irá 

aumentar a síntese DNA em um processo de transdução dependente de ácido 

araquidônico. A proteína quinase A pode fosforilar ainda a proteína CREB que irá 

induzir a ativação de diversos genes associados ao ciclo celular e à apoptose como 

as ciclinas, o BCL2 e o BCL-XL. A atividade do AMP cíclico após a ativação dos 

receptores beta adrenérgicos, pode ainda levar a transativação do Fator de 

Crescimento Epidérmico (EGFR) (HECHT, 1998; HECHT, 2002). 

A nicotina ainda pode se ligar a regiões dos receptores nicotínicos de 

acetilcolina, atuando como um agonista, levando a ativação de vias de sinalização 

celular que irão gerar a ativação de fatores de crescimento. A ligação da nicotina ou 

da NNK à região alfa 7 dos receptores nicotínicos de acetilcolina, gera o aumento de 

influxo de Ca2+ nas células de CPCP, o qual induz a ativação da via de transdução 

de sinal mitogênico e a consequente proliferação neuroendócrina. O aumento do 

influxo de Ca2+, pode ainda induzir a ativação da proteína quinase C, o qual irá gerar 

ativação de RAF-1 e MAPK, que irá levar a síntese de DNA e a proliferação de células 

neuroendócrinas (HECHT, 2002; GE, 2015). Essas diferentes vias, em conjunto com 

a lesão ao DNA associada a exposição fumo irá induzir a proliferação celular e 

ativação de diferentes genes associados à fisiopatologia (GE, 2015). 

 

1.4 Histologia 

 

 À microscopia, o CPCP é caracterizado por uma massa de células pequenas, 

de formato arredondado ou fusiforme, com citoplasma escasso, cromatina granulada 

e nucléolo imperceptível ou ausente (Figura 03). É possível observar frequentemente 

“crushing” celular, onde as células ficam com aspectos esmagados, e ainda moldagem 

nuclear (Figura 03).  

 É possível identificar uma alta taxa mitótica, com aproximadamente 40 mitoses 

por mm² de área, que pode ser confirmada apor IHQ com positividade acima de 50% 

para o marcador KI67 (índice de proliferação celular). As células podem organizar-se 
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de forma difusa, paliçada, fitas, rosetas, túbulos ou ninchos organoides. A presença 

de necrose intratumoral também é frequentemente observada (Travis, 2012).  

 Uma característica identificada por Azzopardi et al. em 1959, e posteriormente 

denominado efeito azzopardi, é a presença do incrustamento de vasos por debris 

celulares e restos de DNA provenientes das células que sofreram necrose nos vasos 

sanguíneos.  

 O CPCP pode-se ainda comportar-se como um tumor combinado com CNPCP, 

denominado C-CPCP, onde este terá pelo menos 10% de células, sejam escamosas 

ou adenocarcinomas, e relatado como um tumor também de progressão mais rápida. 

Morimoto et al. reportou em 2022 um caso de C-CPCP, onde um paciente do sexo 

masculino apresentou-se ao pronto socorro com dificuldades respiratórias, nos 

exames de imagem e na biópsia foi identificado inicialmente a presença do CPCP com 

presença também de um tumor de células fusiformes.  

O paciente agravou rapidamente e veio a óbito no 31º dia, e na autópsia, foi 

identificada a presença de um tumor no pulmão composto por 60% de células de 

CPCP, 30% de células fusiformes e 10% de células de adenocarcinoma, confirmando 

o diagnóstico de C-CPCP (Morimoto et al., 2022).  
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Figura 03. Lâminas de HE de CPCP. 

Figuras de A-F demonstram estrutura tecidual do CPCP em lâmina obtida através de 

corte histológico e coloração de HE. Histologicamente, é possível observar células de 

pequeno porte de formato arredondado/fusiformes em organização difusa em tecido 

pulmonar. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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1.5 Imunoistoquímica 

 

 A IHQ é uma técnica amplamente utilizada nos laboratórios de pesquisa e 

diagnóstico como uma ferramenta complementar às análises histopatológicas para a 

compreensão de diversas patologias. Essa técnica baseia-se na identificação de 

antígenos, e ligam-se a anticorpos específicos, formando uma estrutura denominada 

imunocomplexo (Figura 04). Essa ligação acontece na membrana, núcleo ou 

citoplasma, permitindo assim a visualização da expressão da proteína no tecido in situ. 

Essa ligação é marcada com um conjunto de reagentes de detecção e um cromógeno, 

geralmente esse sendo diaminobenzidina (DAB) (IDIKIO, 2009). 

 

Figura 04: Imunocomplexo formado pelo antígeno alvo, um anticorpo primário, 

anticorpo secundário ligado a um HRP, e molécula repórter (DAB). 

Fonte: Argos Patologia, [s.d.]. 

 

 A visualização da marcação da proteína ao microscópio permite assim 

identificar a sua positividade. Com o advento da Patologia Digital, o uso de lâminas 

digitais e Softwares com Inteligência Artificial, permite a análise de IHQ através da 

detecção de células positivas e algoritmos específicos permite a análise profunda de 

características morfológicas e histológicas da IHQ. 

 No campo de diagnóstico, a IHQ permite a definição de sítio primário, a 

classificação de doenças, a avaliação do grau de determinadas neoplasias, o 

prognóstico e também a identificação de alvos elegíveis a terapias oncológicas 

específicas (IDIKIO, 2009). 

 No diagnóstico do CPCP, a IHQ é utilizada para confirmação do tipo de tumor, 

complementar ao exame histopatológico. Em casos de CPCP, é possível identificar a 
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presença de marcadores neuroendócrinos como a Sinaptofisina (SyP), Cromogranina 

A (CgA), CD56 e INSM1, uma expressão alta de KI67, e a positividade de TTF1 

(Figura 05) (WALLACE, 2019).  

 A CgA, SyP, CD56 e INSM1 são estudados no diagnóstico do CPCP e são 

fundamentais para a caracterização do fenótipo celular. Esses marcadores estão 

associados com mecanismos de regulação sináptica de células neuroendócrinas 

normais, e são amplamento expressos em tumores neuroendócrinos também.  

 Estudos apontam, que devido à heterogeneidade do CPCP, este pode sofrer 

alterações na expressão de marcadores neuroendócrinos ao longo do 

desenvolvimento da doença. A perda dos marcadores pode estar associada a uma 

característica de dediferenciação celular associada a alterações moleculares da célula. 

Um estudo conduzido em 2021 por Ireland et al., demonstrou que o CPCP pode sofrer 

dediferenciação e perda de marcadores neuroendócrinos, assim como, a perda de 

ASCL1 devido a ativação do Notch através da mutação no gene ASCL1. Outro estudo 

demonstrou que essa alteração também pode estar relacionada ao microambiente 

tumoral e a presença de fibroblastos associados ao tumor, o qual induz a 

dediferenciação por mecanismos associados a interleucina 6 (Li et al., 2024). 

 O TTF1 é um importante marcador de caracterização de células pulmonares, 

entretanto, no CPCP é observado que esse é expresso em somente 90% dos casos. 

Alguns estudos apontam que o TTF1 pode estar associado não somente a 

mecanismos celulares de caracterização celular, mas pode estar associado também 

a alterações patogênicas dos carcinomas neuroendócrinos. Um estudo desenvolvido 

por Cancel et al. (2021) demonstrou a expressão de TTF1 em carcinoma 

neuroendócrino prostático, e que este estava associado ao prognóstico da doença, 

entretanto, os mecanismos associados ao TTF1 no CPCP ainda não foram 

esclarecidos.  

 O uso da técnica de IHQ na pesquisa de biomarcadores para CPCP gera a 

possibilidade de um estudo aprofundado das características fenotípicas do CPCP. 

Observa-se, ainda, que devido a essa doença ainda não ter tratamento alvo-específico, 

a avaliação de diferentes biomarcadores expressos localmente e que possuem 

impacto no prognóstico e fisiopatologia pode demonstrar promissores alvos 

farmacológicos. 
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Figura 05: Coloração de HE (A), CD56 (B), SyP (C) e CgA (D) em CPCP. 

Fonte: Shi et al. 2016. 

 

1.6 Estadiamento patológico 

 

 Os estadiamentos clínico e patológico são muito úteis na avaliação do grau de 

acometimento regional e necessita de confirmação anatomopatológica de imagem, de 

exame físico e de radiologia anatomopatológicos.  

 O esquema de estadiamento patológico em dois estágios para CPCP foi 

inicialmente proposto em 1950 e tem sido usado desde então (Figura 06). Esse 

esquema categoriza a doença em estágio limitado e estágio avançado. Em seu estado 

limitado, o tumor confina-se a somente um hemitórax, não ocorrendo metástases e 

havendo o comprometimento somente dos linfonodos supraclaviculares ipsilaterais ou 

mediastinais contralaterais. Nesse estágio, toda extensão do tumor deve ser possível 

de receber radiação de uma única porta (STAHEL, 1989; MICKE, 2002).  
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Em 1989, a Associação Internacional de Estudos de Câncer de Pulmão (IASLC) 

sugeriu uma atualização nesse sistema, recomendando a inclusão também do 

comprometimento de linfonodos mediastinais e supraclaviculares contralaterais, além 

de acometimento pleural por invasão, como doença limitada. Já a doença avançada 

caracteriza-se então como o comprometimento extensivo do pulmão e metástases 

(MICKE, 2002). 

Posteriormente, foi proposta a utilização do esquema de estadiamento TNM em 

CPCP. Esse esquema baseia-se em três evidências patológicas do crescimento do 

tumor. O T refere-se a dimensão em centímetros da massa tumoral, podendo este ser 

T0, T1, T1a, T1b, T2, T2a, T2b, T3 e T4. O N refere-se a quantidade de linfonodos 

comprometidos, podendo ser N0, N1, N2 e N3. E o M, a presença de metástases, 

podendo ser M0, M1, M1a e M1b 

Esse esquema de classificação apresenta-se muito útil na avaliação do 

paciente com CNPCP, desde a avaliação de prognóstico, a predição de resposta 

terapêutica e a avaliação para a ressecção cirúrgica (SHEPHERD, 2007).  

 Questiona-se muito a aplicabilidade do modelo TNM em CPCP, pois este não 

apresenta tanto poder de predição prognóstica como acontece em casos de CNPCP, 

porém, também é muito útil na avaliação da possibilidade da ressecção cirúrgica em 

pacientes com estadiamento T1-T2N0. Além disso, esse modelo também é útil para a 

estratificação de casos para ensaios clínicos e pesquisas científicas (NICHOLSON, 

2016).  

 O uso do modelo em dois estágios continua sendo o mais utilizado, visto que, 

a maioria dos pacientes são diagnosticados com a doença em seu estágio avançado. 

Entretanto, é importante considerar ambos os métodos de estadiamento para a 

avaliação prognóstica e também para a geração de dados que poderão ser utilizados 

em pesquisas clínicas futuras. 
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Figura 06: CPCP em estágio limitado, infiltrando somente um lobo do pulmão e um 

linfonodo, e estágio avançado infiltrando diferentes lobos e podendo sofrer metástases. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

1.7 Mecanismos do receptor Notch e relação com ASCL1 e DLL3 no CPCP 

 

 A via associada ao Notch está relacionada a diversos mecanismos celulares 

normais. Entretanto, essa proteína pode ter papel importante em alguns tipos de 

câncer, regulando a tumorigênese, seja atuando como oncogênica ou supressora 

tumoral. Essa via de sinalização é composta por quatro receptores Notch (Notch 1-4) 

e ligantes sendo duas famílias JAG (JAG1 e JAG2) e 03 proteínas delta-like (DLL1, 

DLL3 e DLL4) (Zhang et al., 2023; Borromeo et al., 2016). 

 No CPCP, o Notch possui um papel de supressor tumoral, ao parar o ciclo 

celular em fase G1 e inibir a atividade da proteína achaete-scute homólogo 1 (ASCL1). 

O ASCL1, por vez, é responsável pela neurogênese, carcinogênese e diferenciação 

neuroendócrina do CPCP. O Notch, então, atua como um regulador do crescimento 

tumoral (Borromeo et al., 2016). 

 A sinalização do Notch inicia-se a partir da ligação com um ligante e a 

ubiquitilação do ligante na membrana, o qual induz a liberação do domínio intracelular 

de Notch (NICD) e a translocação para o núcleo. O NICD liga-se então a um complexo 
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de duas proteínas (RBPJ/MAML), esse complexo ligado ao NICD atua como um fator 

de transcrição ativando a transcrição dos genes HES1/HEY1, o qual inibem o ASCL1 

(Figura 07) (Zhang et al. 2023; Nelson et al. 2009). 

 A ligação do Notch acontece a partir da ligação do receptor de membrana com 

os ligante JAG ou DLL. Essa ligação pode ocorrer de forma trans, a partir da interação 

intercelular, ou cis, a partir da ligação intracelular. O DLL3 atua como um ligante não-

canônico de interação trans, com efeito inibitório do receptor Notch (Kim, 2022). 

 O DLL3 ao inibir a sinalização do Notch, gera uma regulação negativa dos 

genes HES1/HEY1, aumentando a atividade do ASCL1, o que por vez atua como um 

fator de transcrição, induzindo a diferenciação neuroendócrina do tumor, e também 

promovendo a expressão do DLL3, gerando um efeito de retroalimentação positiva 

(Figura 07) (Nelson et al., 2009). 

 Devido sua importância na diferenciação celular e na tumorigênese, a via 

NOTCH-ASCL1-DLL3 tornou-se um importante alvo de estudo para a compreensão 

da biologia do CPCP, e também para a identificação de novas estratégias 

farmacológicas que possam beneficiar os pacientes acometidos com essa doença. 

 

1.8 DLL3 

 

 O DLL3 é um ligante da família delta like, que se difere dos outros ligantes 

devido a sua localização intracelular em corpúsculos de Golgi, porém, também pode 

ter expressão na membrana celular. A interação do DLL3 com o Notch possui algumas 

controvérsias na literatura. Alguns trabalhos mostram que não há atuação do DLL3 

como antagonista do Notch. Entretanto, estudos mais recentes demonstraram que 

existe uma interação entre as duas proteínas, e que ambas adentram a celula após 

inativação do Notch, sendo ambas clivadas por vesículas lisossomais (Kim, 2022). 

 Nos últimos anos, houve uma crescente de estudo dessa proteína no CPCP e 

o seu envolvimento na inibição de sinal da via Notch. Diversos estudos demonstraram 

uma prevalente expressão do DLL3, mas todos os mecanismos celulares associados 

a inativação do Notch ainda não estão totalmente esclarecidos. Porém, sabe-se que 

o DLL3 se relaciona com a transformação neuroendócrina das células do pulmão a 

partir da interação com a via do ASCL1 a partir da inativação do Notch (Nelson et al., 

2009). 
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 Com os diversos estudos que demonstraram a alta expressão do DLL3, iniciou-

se a busca de terapias-alvo para essa molécula. Além da sua ampla expressão em 

CPCP, o DLL3 também é indetectável em células de tecidos normais, diminuindo 

assim, a probabilidade de potenciais efeitos adversos. A primeira terapia estudada 

anti-DLL3 foi o Rolvapituzumab-tesirina, o qual, em triagens clínicas, não apresentou 

tanta eficácia. Foram-se estudadas outras modalidades de terapias com base na 

regulação do DLL3, foi-se então desenvolvida uma terapia alvo biespecífica (BiTE) e 

terapia com o uso de células T com receptores quiméricos para antígenos (CAR-T). 

Em 2024, foi aprovado pelo FDA o Tarlatamab, a primeira terapia que possui como 

alvo o DLL3 baseada em uma terapia BiTE (Nelson et al., 2009; Yang et al. 2023). 
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Figura 07. Mecanismo de sinalização celular da via Notch-ASCL1-DLL3 em células normais (A) e em células tumorais (B). 

Fonte: Elaborada pelo autor.
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1.9 Novas classificações do CPCP 

 

 O CNPCP possui diversas classificações patológicas que possuem relevância 

no prognóstico da doença e na resposta à terapia. Os CNPCP classificados como 

adenocarcinomas possuem assinaturas genéticas distintas dos carcinomas 

escamosos, e consequentemente, alguns protocolos terapêuticos podem mudar 

conforme as assinaturas genéticas e o perfil imunofenotípico e histológico do tumor. 

Já o CPCP, até há poucos anos, não possuía classificação, e todos os tumores eram 

classificados como neuroendócrinos de alto grau 

 Diversos mecanismos epigenéticos, moleculares e celulares estão associados 

ao desenvolvimento desse tumor, como foi descrito anteriormente. Entretanto, 

compreender as assinaturas genéticas e celulares a nível proteômico pode gerar 

novas classificações e gerar uma melhor compreensão do prognóstico associado a 

cada subclassificação da doença. 

 Baine et al. em 2020 publicou um novo modelo de classificação ao realizar uma 

coorte de 174 pacientes com base na IHQ para quatro proteínas distintas: ASCL1, 

NEUROD1, POU2F3 e YAP1. Foi observado em sua coorte que a maioria dos casos 

possuíram expressão dominante de ASCL1 (69%) e/ou NEUROD1 (17%), 

caracterizando esses tumores como fortemente neuroendócrinos (86%) (Figura 08). 

Em seu trabalho, a dupla expressão de ASCL1 e NEUROD1, ou a expressão de um 

dos dois marcadores associou-se a uma alta positividade dos marcadores 

neuroendócrinos, DLL3 e TTF1.  

 Os casos que não expressaram ASCL1 e/ou NEUROD1 representaram 14% 

dos casos, e desses, 7% expressaram POU2F3, os outros 7% não apresentaram um 

marcador de regulação transcricional que gerasse uma classificação sendo 

denominado como CPCP sem outras especificações (SOE). Os 7% dos casos que 

apresentaram uma expressão dominante de POU2F3 associaram-se a uma baixa 

expressão dos marcadores neuroendócrinos, DLL3 e TTF1, gerando assim um 

subgrupo fracamente neuroendócrino. 

 A expressão de YAP1 não é frequente nos grupos de CPCP; entretanto, 

trabalhos anteriores já sugeriram que esse marcador define um subtipo de CPCP não-

neuroendócrino, quando associado a dupla negatividade de ASCL1 e NEUROD1. 
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Entretanto, o papel dessa proteína não é tão claro, devido a expressão dessa ser em 

baixos níveis nos casos estudados por Baine et al. (2020). 

 Essa proposta de classificação gera novas possibilidades na caracterização 

dos pacientes com CPCP utilizando um painel de IHQ, e gera novas perspectivas de 

estudos visando o perfil molecular associado a cada grupo. A assinatura genética 

desses subgrupos ainda não é aceita. Poucos estudos que buscam compreender as 

alterações transcriptômicas e genômicas podem ser encontrados. A partir dessa nova 

proposta, abrem-se novas possibilidades para o estudo e a caracterização das 

populações com CPCP. 

 

Figura 08: Expressão de ASCL1, NEUROD1, POU2F3, YAP1 e CgA demonstrando 

subgrupos distintos de CPCP. 

Fonte: Baine et al. 2020. 
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1.10 Terapias emergentes 

 

 Nota-se que o CPCP é uma doença muito desafiadora para a prática oncológica 

pela sua agressividade, pouca compreensão dos seus mecanismos e pela limitação 

terapêutica. Muitos métodos podem ser aplicados para o manejo e o tratamento do 

paciente oncológico. Alguns dos principais métodos são a cirurgia de ressecção, a 

quimioterapia, a radioterapia, a imunoterapia e as terapias-alvo. 

No manejo do CPCP a intervenção cirúrgica é pouco recomendada, sendo a 

lobectomia uma opção em potencial para doenças com estadiamento TNM em estágio 

I (T1N0M0). A primeira linha de quimioterapia padrão é com etoposídeo ou irinotecano 

em associação com platina. A sobrevida média global de pacientes que fazem uso 

desse protocolo padrão é de 10 meses (Dingemans, 2021). 

 Devido a esse desafio e as limitações encontradas, nos últimos anos, tem-se 

despertado um interesse em protocolos terapêuticos mais eficazes, com maior 

especificidade, e que possam ser aplicados de forma individualizada e personalizada, 

(Figura 09). Surge-se então a denominada medicina de precisão, onde busca-se 

estudar alvos ou grupos de alvos farmacológicos específicos de doenças de forma 

personalizada, para os aspectos fenotípicos e moleculares de cada paciente. Surgem 

então drogas que possuem como alvos a modulação do sistema imune, denominadas 

imunoterapias, e drogas que possuem como alvo, proteínas, produtos metabólicos, 

mutações genéticas e até modulações epigenéticas que se associam com a 

carcinogênese de determinados tumores (Patel, 2023). 

 No CPCP, as imunoterapias, já estudadas e ainda em estudo, têm como 

objetivo a modulação do escape imunológico, e o reconhecimento das células 

tumorais pelo sistema imune. Algumas drogas estudadas são o Ipilimumab, o 

Atezolizumab, o Nivolumab, o Durvolumab e o Pembrolizumab (Yang, 2019). 

 O Atezolizumab, o Nivolumab, o Durvolumab e o Pembrolizumab são 

anticorpos monoclonais que possuem como alvo o bloqueio da ligação PD-L1/PD-1. 

O PD-L1, quando expresso por uma célula tumoral age como um checkpoint 

imunológico gerando assim o escape imunológico. Em diversos tumores como 

CNPCP, tumores mamários e tumores gástricos, essa molécula é amplamente 

expressa, e o tratamento farmacológico tem um ótimo impacto na sobrevida global 

(Yang, 2019). 
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 No CPCP, a expressão de PD-L1 não é tão frequente, entretanto, em estudos 

prévios, o atezolizumab apresentou-se como uma droga promissora em casos com 

positividade para PD-L1 em combinação com quimioterapia. O pemprolizumab 

apresentou-se eficaz em casos de PD-L1 positivos, aumentando a sobrevida global 

dos pacientes avaliados em um estudo clínico de fase II, e também apresentou 

eficácia em pacientes com a doença recorrente (Chung et al., 2019). 

 O nivolumab possui como alvo o PD-1, e foi aprovado nos Estados Unidos pelo 

Food and Drug Administration (FDA), por mostrar uma eficácia na melhora do 

prognóstico de pacientes com CPCP, com poucas reações adversas. O Durvalumab, 

possui como alvo o bloqueio do PD-L1, e apresentou-se como promissor em estudos 

de fase I, com poucos efeitos adversos, tendo resposta clínica em casos resistentes 

ou sensíveis ao tratamento com platina (Antonia et al., 2018; Cho et al. 2018). 

 Além do bloqueio da regulação imunológica, existem outras moléculas muito 

promissoras como alvo farmacológico no CPCP. Um exemplo é a família de enzimas 

da Poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) que está associada ao reparo de dano no 

DNA, mas quando superexpressa gera a resistência à quimioterapia (Pietanza et al., 

2018). 

 Estudos anteriores demontram que o PARP está mais expresso em células de 

CPCP, quando comparados ao tecido epitelial normal do pulmão. Sugere-se que a 

inibição dessa proteína com o veliparib, pode melhorar a sensibilidade do CPCP à 

quimioterapia, e consequentemente, melhorar o prognóstico. Em um estudo clínico de 

fase II, foi observado um pequeno aumento na sobrevida média global de pacientes 

que usaram o veliparib combinado com etoposídeo mais platina em comparação à 

pacientes que fizeram uso de placebo combinado a quimioterapia (10,3 vs. 8.9 meses) 

(Pietanza et al., 2018). 

Outra molécula que se mostrou como promissora em diversos estudos clínicos 

é o DLL3. Essa molécula possui como alvo a regulação negativa dos receptores Notch, 

e a consequente carcinogênese e diferenciação neuroendócrina através do ASCL1. 

Inicialmente, identificou-se o rovalpituzumab-tesirina, um anticorpo conjugado a uma 

droga, que possui como alvo o DLL3. Foram realizados diversos estudos clínicos com 

essa droga, entretanto, não foi observada eficácia superior ao topotecan, o qual pode 

ser usado como tratamento de segundo linha, sendo assim descontinuado (Giffin et 

al., 2018; Owen, 2023). 
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 Entretanto, há diversos outros estudos clínicos que buscam diferentes 

abordagens terapêuticos com o DLL3 como alvo, como o tarlatamab, que é uma 

imunoterapia biespecífica acopladora de células CD3 e DLL3, também conhecida 

como terapia BiTE 

. Essa terapia apresentou resultados bastante positivos em estudos pré-clínicos, 

assim como, uma terapia CAR T cell denominada AMG 119, o qual utiliza-se um pool 

de células geneticamente modificadas que ao serem injetadas no organismo, 

possuem como alvo a molécula DLL3 (Giffin et al., 2018). 

 As diferentes estratégias terapêuticas citadas acima que possuem como alvo o 

DLL3 ainda estão em estudo clínico, entretanto, se aprovadas, será possível melhorar 

consideravelmente o quadro de novos pacientes diagnosticados com CPCP. 
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Figura 09:  diferentes métodos de tratamento ao CPCP, baseado em  biomarcadores alvos como o DLL3, e a imunoterapia como o 

uso de anti-PD1/PDL1. 

Fonte: Guaitoli et al., 2022.
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2. Justificativa 

 

 O câncer de pulmão está associado a primeira causa de morte em homens e o 

terceiro em mulheres, e possui como principal fator etiológico o tabagismo. Mesmo 

sendo uma doença evitável, ainda possui uma alta taxa de incidência e óbito.  

 O CPCP é uma doença desafiadora para a prática oncológica devido a sua 

rápida progressão, a baixa taxa de sobrevida e as opções terapêuticas limitada. Além 

disso, há poucos estudos associados aos mecanismos desse tumor, principalmente 

na nossa população. Os mecanismos patológicos associados a resistência terapêutica 

no CPCP ainda é pouco claro, quando comparado ao CNPCP. 

 Com isso, o estudo do perfil fenotípico e a identificação de biomarcadores que 

podem se comportar como alvos terapêuticos é fundamental e possibilita a 

compreensão do comportamento dessa doença na população brasileira e também 

pode possibilitar a predição de resposta terapêutica às terapias em desenvolvimento 

com alvos biológicos específicos, como o DLL3. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a expressão de DLL3, TTF1 e ASCL1 em pacientes com CPCP e 

relacionar esses biomarcadores com aspectos clínicopatológicos e sobrevida global. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

⚫ Analisar os aspectos demográficos e patológicos de casos de CPCP no Estado 

do Ceará; 

⚫ Avaliar e quantificar a expressão por imunoistoquímica de DLL3,ASCL1, TTF1 e 

KI-67 em tecidos embebidos em parafina através de um software de patologia 

digital; 

⚫ Avaliar a correlação das proteínas DLL3 e ASCL1 com TTF1, KI67 e marcadores 

NE; 

⚫ Realizar a associação dos biomarcadores estudados com os aspectos clínicos e 

sobrevida de pacientes com CPCP; 
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4 Materiais e Métodos 

 

4.1 Pacientes 

 

 Foi realizado um estudo retrsopectivo de coorte transversal com 83 casos com 

diagnóstico confirmado de CPCP entre os anos de 2018 e 2021 (Figura 10). Os casos 

tiveram diagnóstico confirmados por um patologista torácico com base nos critérios 

atuais da OMS. As amostras de pacientes incluídos no estudo consistiram em blocos 

de parafina, lâminas coradas em hematoxilina e eosina e dados clínicos-patológicos 

disponíveis no Hospital Dr. Carlos Alberto Studart e no Laboratório Argos Patologia, 

ambos com sede em Fortaleza. Todos os blocos e lâminas incluídas no estudo foram 

referentes ao momento do diagnóstico. Foram utilizadas lâminas que estavam 

disponíveis dos marcadores CgA (anticorpo monoclonal, clone: LK2H10), 

SyP(anticorpo monoclonal, clone: DAK-SYNAP)  e CD56 (anticorpo monoclonal, 

clone:123C3). Os dados epidemiológicos de idade e sexo foram obtidos dos laudos 

médicos disponíveis nos serviços de patologia supracitados. Os resultados acerca de 

sobrevida foram obtidos a partir de dados disponíveis no sistema de informação 

associado ao Sistema de Verificação de Óbitos. O trabalho foi realizado sob o comitê 

de ética em pesquisa de número 59399322.9.0000.5049. Devido à utilização somente 

de dados epidemiológicos e material biológico disponíveis nos serviços de Anatomia 

Patológica foi solicitada a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE). 

 

4.1.1 Critérios de inclusão 

 

⚫ Pacientes com diagnóstico confirmado de CPCP por histologia e por IHQ; 

⚫ Adultos de ambos os sexos e com idade igual ou superior a 18 anos; 

⚫ Material (amostra) em bloco de parafina suficiente, com celularidade adequada, 

para realização da pesquisa; 

 

4.1.2 Critérios de exclusão 

 

⚫ Pacientes com diagnósticos de outras neoplasias concomitantes; 
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⚫ Pacientes com diagnóstico de CNPCP ou carcinoma de grandes células; 

⚫ Pacientes com dados clínicos ou diagnóstico incompatíveis com o objetivo do 

estudo. 

 

4.2 Imunoistoquímica 

 

 Para a preparação das lâminas histológicas, foram utilizados os blocos de 

parafinas incluídos com tecido biológico humano que já estavam disponíveis nos 

serviços de patologia e já possuíam diagnóstico confirmado de CPCP. A partir dos 

blocos, foram realizados cortes histológicos de 2 μm em lâminas hidrofóbicas com 

carga positiva. 

 Foram realizadas reações de IHQ indireta para DLL3 (clone: EPR22592-18, 

diluição: 1:100 ABCAM®, ab220902, Cambridge, UK), ASCL1 (Policlonal, diluição: 

1:200, Invitrogen®, PA5-77868, Massachusetts, USA), KI67 (clone: 30-9, pronto pra 

uso IVD, Roche Medical Systems®) e TTF1 (clone: SP141, pronto pra uso IVD, Roche 

Medical Systems®). Os anticorpos denominados Research Use Only (RUO) foram o 

DLL3 e ASCL1 e para a sua utilização foram realizados processos de validação para 

determinar a concentração de diluição do anticorpo e adequação de tempo da reação, 

(baseado em controles) para garantia do funcionamento e a adequabilidade das 

reações. As reações dos anticorpos TTF1 e KI67 (IVD) foram seguidas conforme 

manual do fabricante. Alguns dos casos que já possuíam lâminas realizadas para KI67 

e/ou TTF1, ao diagnóstico anatomopatológico e imunoistoquímico, não foram 

submetidos a uma nova reação, sendo realizado somente a reação para DLL3 e 

ASCL1. 

 De forma geral, para a preparação das lâminas para a realização da IHQ, após 

o corte histológico, as lâminas foram colocadas para secar em estufa aquecida a 65ºC 

durante 1 hora para melhor fixação do tecido na lâmina e iniciar o processo de 

desparafinação.  

 Após o tempo de secagem, as lâminas seguiram para a realização da reação 

automatizada com o equipamento Ultra Benchmark Ventana (Roche Medical 

Systems®) e foi utilizado o kit de detecção de Ultraview DAB detection KIT (Roche 

Medical Systems®). Foi adotado o protocolo de reação automatizada para a 

diminuição de erros humanos no processamento. 
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 Segue a descrição das etapas do protocolo de detecção realizado pelo 

equipamento: a desparafinação foi feita pela exposição das lâminas ao reagente Ez 

Prep à 72ºC. O próximo passo realizado pelo equipamento foi a recuperação dos sítios 

antigênicos, realizada em temperatura de 95ºC com a solução Ultra CC1 com pH 9.0. 

Após a recuperação antigênica realizou-se a reação com o bloqueio da peroxidase 

endógena das células com o reagente Ultraview Inhibitor e o próximo passo foi a 

incubação das lâminas com o anticorpo primário.  

 Após a ligação do anticorpo primário e a lavagem para remoção do que não se 

ligou ao tecido, foi realizada uma incubação com um anticorpo secundário ligado à 

uma enzima HRP e um polímero, com especificidade Anti-IG. Após a ligação do 

polímero, foi adicionado DAB, o qual precipitou a partir da oxidação pelo HRP, 

formando uma coloração acastanhada na região onde está a proteína de interesse. 

Ao final da reação, as lâminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris para 

facilitar a visualização das estruturas histológicas. 

 Após as etapas da reação automatizada, as lâminas foram secadas em estufa 

a 65ºC, e montadas com meio de montagem e lamínula para a visualização ao 

microscópio e escaneamento das lâminas para aquisição das imagens digitais.  

 Para todas as lâminas confeccionadas foram utilizados um controle positivo, 

sendo o controle positivos para DLL3, ASCL1, TTF1 e KI67, glioblastoma, tumor 

neuroendócrino, tireoide e tonsila, respectivamente. Para cada circuito de 29 lâminas 

realizadas, foi colocada uma lâmina de controle negativo, para garantia da ausência 

de marcação inespecífica. 
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4.3 Patologia digital 

  

 Após obtenção das lâminas de IHQ. As lâminas foram escaneadas com o 

auxílio dos escaners de lâminas MoticEasyScan® e KFBio®. Os arquivos das lâminas 

foram organizados em pastas eletrônicas por grupo de biomarcador. Os arquivos 

foram renomeados com o nome do marcador e identificação do caso. 

  Os arquivos das lâminas foram carregados em diferentes projetos para cada 

biomarcador no software QuPath (código-fonte do QuPath, documentação, links para 

o download do software estão disponíveis em https://qupath.github.io). As imagens 

foram analisadas, feitas as anotações e todos os núcleos separados por densidade 

de cor. Foi realizado o comando de anotação para seleção de área com boa 

representatividade tumoral para análise celular. 

 Para cada lâmina, os vetores de coloração foram recalibrados em “Estimate 

Stain Vector” com calibração automática. A detecção positiva de células foi analisada 

pela avaliação do núcleo de acordo com os parâmetros padrão em cada anotação, o 

limite de intensidade de coloração do núcleo foi definido como 0,1 e a expansão celular 

foi padrão. O limiar de intensidade DAB foi padronizado de acordo com cada 

marcador. Para DLL3 o “thresholdCompartmen” foi definido como “Cytoplasm: DAB 

OD Mean”, e para ASCL1, KI67 e TTF1 o “thresholdCompartmen” foi definido como 

“Nucleus: DAB OD Mean”. 

 Para análise do Histo-Score (HS), os parâmetros de limite de intensidade foram 

definidos com três pontos de limite, o “thresholdPositivo1” foi definido como 0,2, o 

“thresholdPositivo2” foi definido como 0,4 e o “thresholdPositivo3” foi definido como 

0,6. A análise para cada marcador e os resultados obtidos foram expressos em 

positivos e negativos, percentual e HS. O HS trata-se de um padrão de análise semi-

quantitativa, onde o valor estimado é a partir de uma razão da intensidade da 

coloração do DAB por células positivas, gerando um resultado que leva em 

consideração ambos os parâmetros e sendo muito utilizado na pesquisa científica. 

 O HS é obtido a partir da seguinte fórmula [(0 x % de células negativas) + (1 x 

% de células positivas fracas) + (2 x % de células positivas moderadas) + (3 x % de 
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células positivas fortes)], e obtém-se um resultado que vai de 0 a 300. O software 

QuPath aplicou esse cálculo de forma automatiza. 

 Os resultados obtidos foram exportados em planilhas de Excel, contendo os 

dados da quantidade de células detectadas de cada lâmina presente em cada projeto, 

a porcentagem de células positivas e negativas por lâmina, a quantidade de células 

positivas em 1+, 2+ e 3+, e o HS. Os dados foram copiados para o banco de dados 

eletrônico no SPSS para a realização das análises estatísticas. 

 

4.4 Critérios de escores para análise de IHQ 

 

 Para a análise do KI67, foi atribuída uma avaliação por um método quantitativo 

clássico, onde foi realizada a contagem de células positivas em um total de 100 células 

tumorais, e o resultado foi descrito em porcentagem. Para a avaliação de CgA e SyP 

foram coletados dados qualitativos (positivo e negativo) a partir dos laudos de IHQ e 

foi realizada uma análise semiquantitativa utilizando as lâminas disponibilizadas pelas 

instituições. Para análise semiquatitativa os resultados foram dados a partir da 

intensidade em 1+ (fraco), 2+ (moderado) e 3+(forte) para cada lâmina. A análise do 

CD56 foi feita somente de forma qualitativa, obtendo-se os resultados de positivo e 

negativo quando existia pelo menos 1% de células com expressão positiva. A 

avaliação da CgA, da SyP e do CD56 foi realizada por patologista visualmente com 

as lâminas digitais. 

 Os escores de TTF1, DLL3 e ASCL1 foram realizados de forma qualitativa, com 

resultado de positivo e negativo, quantitativa em porcentagem e HS. Para avaliação 

qualitativa de TTF1 e DLL3, foi determinado como positivo quando havia um valor 

igual ou superior a 1% de células positiva e o HS igual ou superior a 1. Em relação ao 

ASCL1, foi determinado como positivo quando a expressão era igual ou superior a 

10% de células ou HS igual ou superior a 10 (Baine et al., 2020; Hu et al., 2022). 

 Na avaliação quantitativa em porcentagem do TTF1, DLL3 e ASCL1 

consideraram-se três grupos: negativo, % low quando a expressão era inferior a 50% 

e % high quando a expressão era igual ou superior a 50. Já para a análise do HS, os 

casos positivos para TTF1, DLL3 e ASCL1 foram também subdivididos em três grupos: 

negativos, HS low quando a expressão era inferior a 149 e HS high quando a 
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expressão era igual ou superior à 150. Os valores de ponto de corte foram definidos 

com base em estudos anteriores (Baine et al., 2020)  

 

4.5 Análise estatística 

 

 As variáveis categóricas foram apresentadas de forma descritiva em 

frequências e porcentagens, e as contínuas em média ± desvio padrão ou mediana. A 

distribuição das amostras foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. 

 Para a análise da diferença de expressão entre as variáveis e a associação 

entre si, as variáveis contínuas foram transformadas em variáveis categóricas a partir 

dos critérios de escore de IHQ descritos previamente. Foi assumido que as variáveis 

incluídas no estudo foram de padrão normal, e foi adotado o teste T de student para 

a análise da diferença das médias. A avaliação das correlações entre as variáveis foi 

realizada através do teste de correlação de Pearson. 

 A sobrevida global foi avaliada pelo método de Kaplan-Meier. Para a sobrevida 

global, foi considerado como evento o óbito por qualquer causa, sendo o tempo de 

acompanhamento a data de diagnóstico até a data do óbito. As diferenças entre as 

curvas de sobrevivência foram feitas pelo teste de LogRank. Posteriormente, a relação 

(conjunta) das características clínicas e moleculares em relação a sobrevivência foi 

realizada através da regressão de COX múltipla. Para todo o estudo foi assumido um 

valor de significância de 5%. 

 Todos as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software IBM SPSS 

v.26, as tabelas foram montadas com os resultados obtidos através do software Excel 

e os gráficos foram feitos com o auxílio do software GraphPad Prism (v.8.0; GraphPad 

Software, San Diego, CA, EUA). 
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5. Resultados 

 

5.6  Caracterização demográfica e clínico-patológica 

 

 Foram avaliados 83 casos de pulmão com diagnóstico confirmado de CPCP. O 

diagnóstico deu-se através da avaliação histopatológica com os padrões morfológicos 

e imunoistoquímicos indicativos de CPCP. Todos os casos avaliados foram analisados 

por patologistas torácicos em dois centros de diagnóstico de Anatomia Patológica em 

Fortaleza, Ceará e os dados obtidos estão descritos na Tabela 01. 

Nesse estudo, foram incluídos 38 (46,30%) pacientes do sexo masculino e 44 

(53,70%) eram do sexo feminino. A média de idade foi de 71 anos (mínima: 48 anos 

e máxima: 93 anos), sendo que desses, 55 (67,90%) estavam abaixo de 75 anos, e 

26 (32,10%) possuíam idade igual ou superior a 75 anos.  

Dos casos avaliados, 75 (96,30%) eram amostras biopsiadas de sítio pulmonar, 

incluindo pulmão e biópsias oriundas de pleuras acometida com CPCP, e 3 (3,70%) 

foram biópsias de tecido metastático, sendo dois casos de metástases linfonodais e 

um caso de metástase óssea. Dos 83 casos, foi possível confirmar o dado de 

sobrevida de 49 (59,00%) casos, sendo 100% desses casos com óbito confirmado, e 

sendo atribuído aos casos com status de sobrevida não confirmados, status 

desconhecido. 

 

Tabela 01. Características clínico-patológicas dos pacientes. 

Variáveis Categoria Total 
Porcentagem das variáveis 

(%) 

Sexo 
Masculino 38 46,30% 

Feminino 44 53,70% 

Idade 

Média, (min - max) 71 (48 - 93) - 

<75 55 67,90% 

≥75 26 32,10% 

Sítios 

histológicos 

Primário 78 96,30% 

Avançado  3 3,70% 

Status de 

sobrevida 

Óbito confirmado 49 59,00% 

Desconhecido 17 23,30% 
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5.6.1 Avaliação imunoistoquímica 

 

5.6.1.1 Expressão de marcadores neuroendócrinos 

 

 Foram avaliados através de IHQ a expressão de marcadores neuroendócrinos. 

Dos casos avaliados, 29 (61,70%) foram positivos para o marcador CgA e 18 (38,30%) 

foram negativos. Dos casos positivos, 13,90% apresentaram, a partir de análise semi-

quantitativa escore de 1+, 16,70% com expressão de 2+ e 19,4% com alta expressão 

de 3+. 

 O marcador SyP foi positivo em 40 (85,10%) casos e negativo em 7 (14,90%). 

Na avaliação semiquantitativa, foram identificados 23,50% de casos com expressão 

em 1+, 17,60% com expressão em 2+ e 38,20% com expressão em 3+, sendo a 

maioria dos casos avaliados, então, como alto expressor de SyP, sendo um 

importante indicador do fenótipo neuroendócrino.  

Foi ainda avaliada a expressão de CD56, a análise foi realizada somente de 

forma qualitativa como positivo e negativo. Somente 4 casos (8,70%) foram negativos 

e 42 (91,30%) positivos para a expressão de CD56, evidenciando junto à expressão 

da CgA e da SyP, o aspecto neuroendócrino dos casos avaliados. Em todos os casos, 

ao menos, um marcador neuroendócrino foi positivo, e todos possuíram 

características histológicas de carcinoma de pequena célula para a confirmação junto 

ao painel de marcadores neuroendócrinos. 

As lâminas apresentaram positividade nuclear para o marcador KI67 em todos 

os casos, tendo uma média de expressão de 71,03% de células positivas, e sendo 

55,1% dos casos com expressão de KI67 acima de 75%, sendo assim caracterizados 

como tumores de alto grau, demonstrando um alto índice proliferativo. 

 

Tabela 2. Expressão de CgA, SyP, CD56 e KI67 em pacientes com CPCP 

Variável Categoria N  (%) 

Chromogranin A Negativo 18 38,30% 

Positivo 29 61,70% 

1+ 5 13,90% 

 



43 

 

   

 

Continuação da tabela 2. Expressão de CgA, SyP, CD56 e KI6U em pacientes com 

CPCP 

 2+ 6 16,70% 

3+ 7 19,4% 

Synaptophisin Negativo 7 14,90% 

Positivo 40 85,10% 

1+ 8 23,50% 

2+ 6 17,60% 

3+ 13 38,20% 

CD56 Negativo 4 8,70% 

Positivo 42 91,30% 

KI67 Média 71,03%  

 

 

 

5.6.1.2 Expressão de TTF1, DLL3 e ASCL1  

 

 Foi realizada uma análise detalhada de TTF1, DLL3 e ASCL1, com parâmetros 

qualitativos e quantitativos. Nos casos estudados, 40 (50,0%) foram negativos para a 

expressão de TTF1 e 40 casos (50,0%) foram positivos. A partir de uma análise 

quantitativa, identificaram-se 5 casos (6,30%) com expressão de TTF1 inferior a 50% 

de células positivas, e 35 casos (43,80%) com expressão igual ou superior a 50%,  

sendo a média de expressão de 39,62% (mínimo: 00 e máximo: 99,30%) de células 

positivas para TTF1. Na análise do H-score, 15 casos (18,80) tiveram expressão 

inferior a 149, e 25 (31,30%) teve expressão de TTF1 igual ou superior à 150. A média 

do H-score para TTF1 foi de 90,24 (mínimo: 00, máximo: 296,52). 

 Com a análise do DLL3 qualitativa, 25 casos (30,10%) foram negativos para e 

58 casos (69,90%) foram positivos (Figura 11). Na avaliação quantitativa, 34 (41,00%) 

casos tiveram expressão inferior a 50% de células positivas, 24 (28,90%) 

apresentaram  expressão igual ou superior a 50% de células positivas, sendo uma 

média de 29,93% de células positivas (mínima: 00 e máxima: 99,30%). A avaliação 

do H-score demonstrou que 51 (61,40%) dos casos foram inferiores a 149, e 7 (8,40%) 
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dos casos foram iguais ou superiores a 150. A média do HScore foi de 90,24 (mínimo: 

00 e máximo de 296,52). 

 Dos casos avaliados para ASCL1, 69 (94,50%) casos foram positivos e 4 

(5,48%) negativos. Na análise quantitativa foi identificado que 34 (46,60%) possuíam 

positividade inferior a 50%, enquanto 35 (48,00%) possuíam positividade igual ou a 

cima de 50%, sendo a média de expressão de 44,77% de células positivas (mínima: 

00 e máxima: 99,90). Na análise de HScore, 50 casos (68,50%) foram positivos com 

valores inferiores a 149, e 07 casos (9,60%) foram positivos com valores iguais ou 

superiores a 150, com uma média de HScore de 62,35 (mínimo: 00 e máximo: 268,66). 

Observa-se assim que a maioria dos casos apresentaram positividade para DLL3 e 

ASCL1. 

 

 

Tabela 3. Expressão de DLL3, TTF1 e ASCL1. 

Variável Categoria N % 

 Negativo 25 30,10% 

DLL3 

Positivo 58 69,90% 

<50% 34 41,00% 

≥50% 24 28,90% 

Média, (mín. - máx.) 29,93 (00 -99,30) - 

H-Score 1 - 149 51 61,40% 

H-Score ≥150 7 8,40% 

Média do H-score, 

intervalo (mín. - 

máx.) 

48,81 (00 - 289,00) - 

TTF1 

Negativo 40 50,00% 

Positivo 40 50,00% 

<50% 5 6,30% 

≥50% 35 43,80% 

Média, intervalo 

(mín. - máx.) 

39,62 (00 - 99,90) - 

H-Score 1 - 149 15 18,80% 
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Continuação Tabela 3. Expressão de DLL3, TTF1 e ASCL1. 

 H-Score ≥150 25 31,30% 

Média do hscore, intervalo 

(mín. - máx.) 

90,24 (00 - 296,52) - 

ASCL1 Negativo 16 21,92% 

Positivo 57 78,08 % 

<50% 22 30,13% 

≥50% 35 47,94% 

Média, intervalo (mín. - máx.) 44,77 (00 - 99,90) - 

H-Score 11 - 149 50 68,50% 

H-Score ≥150 7 9,60% 

Média do H-score, intervalo 

(mín. - máx.) 

62,35 (00 - 268,66) - 

 

 

 

Figura 11. Expressão de DLL3 por IHQ e detecção de células positivas no QuPath. 

Na figura a esquerda, marcação por IHQ de DLL3. Na direita é possível observar a 

detecção celular realizada pelo QuPath, com a segregação dos grupos celulares a 
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partir de diferentes cores de acordo com a intensidade de coloração do DAB, sendo 

em azul as células negativas, amarelo as células positivas fracas, laranja positividade 

moderada, e vermelho positividade forte. 

 

5.7  Relação entre as variáveis clínicas com imunoexpressão de proteínas 

neuroendócrinas, DLL3, TTF1 e KI67 

 

 Foi realizado o teste T de student para a análise da diferença das médias de 

expressão IHQ das proteínas avaliadas e as características clínicas incluídas no 

estudo, para a identificação da relação estatística entre as variáveis no CPCP. Para a 

aplicação do teste, foram levados em consideração os parâmetros quantitativos, 

qualitativos e o HS para os biomarcadores incluídos na análise. As variáveis clínicas 

foram distribuídas de forma categórica. 

 

5.7.1 Variáveis clínicas 

 

 Foi identificada uma relação entre o sexo e a expressão de ASCL1, tanto 

quantitativa (p=0,039), quanto em HS (p=0,012), onde foi observado que a expressão 

foi maior em pacientes do sexo masculino, com uma média de 56,26% para o sexo 

masculino nas análises quantitativas e 40,36% para o sexo feminino, e com média de 

HS de 80,54 para os pacientes do sexo masculino e 47,05 para o sexo feminino 

(Tabela 04, figura 15). Não houve relação estatística entre o sexo e a expressão de 

TTF1 e DLL3. 

 Em relação a idade, os pacientes foram distribuídos em duas categorias, sendo 

elas, menor do que 75 anos e maior ou igual a 75 anos. Foi observado que os 

pacientes com idade menor do que 75 anos, apresentaram uma expressão maior de 

TTF1, com uma média quantitativa de 47,23% e média para o HS de 106,24, enquanto 

os pacientes com idade maior ou igual a 75 anos, apresentaram uma média 

quantitativa de 23,91%, e a média para o HS foi de 54,73. O valor de p da diferença 

de expressão quantitativa e idade foi de 0,018, e o p valor da diferença do HS foi de 

0,035 (Tabela 4, figura 14). Não foi identificada significância estatística entre idade e 

a expressão de DLL3 e ASCL1. Não houve relação estatística entre os sítios 

histológicos e a expressão dos biomarcadores estudados. 
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5.7.2 Marcadores neuroendócrinos  

 

 Foi realizada a avaliação da associação estatística entre os marcadores CgA, 

SyP e CD56 com o TTF1, DLL3 e ASCL1. Não houve relação estatística entre a 

expressão de CgA e CD56, com a expressão de TTF1, DLL3 e ASCL1. Entretanto, foi 

observada uma relação estatística da expressão de SyP, com o ASCL1. Foi 

observado que os pacientes com SyP positiva, apresentaram uma expressão 

aumentada do ASCL1, com uma média de expressão quantitativa do ASCL1 de 50,06% 

(p=0,003) e HS de 72,23 (p=0,001), quando comparados aos pacientes negativos com 

média quantitativa de 16,41% e HS de 18,78. 

 

5.7.3 DLL3 

 

Foi observada a relação estatística entre o DLL3 com o TTF1 e o ASCL1 

através de diferentes parâmetros (Figura 13). Na análise qualitativa, foi observado que 

os pacientes negativos para DLL3, possuíam uma média de expressão de 37,50% de 

TTF1, enquanto, os positivos apresentaram uma média de 40,48% (p=0,003). Quanto 

aos casos de DLL3 quantitativos, estes foram categorizados em % high (igual ou 

superior a 50%) e % low (inferior a 50%). Os pacientes com expressão % low de DLL3 

apresentaram uma média de expressão de 26,04% de TTF1, comparados aos casos 

com expressão % high, o qual apresentaram uma média de expressão de 64,08% de 

TTF1 (p=0,003).  

Já para a comparação do H-score do DLL3 em relação a análise quantitativa 

do TTF1 (Figura 10), os casos foram categorizados em HS low e HS high. Os casos 

com HS iow para DLL3, apresentaram média de 33,55 de expressão de TTF1, já os 

casos HS high apresentaram média de 94,17% de expressão de TTF1 (p=0,003) 

(Figura 13). 

Foi analisado também a relação estatística entre a expressão do DLL3 com o 

H-score do TTF1. Foi observado que os pacientes negativos, apresentaram uma 

média de TTF1 HS de 68,53, enquanto os positivos apresentaram uma média de 96,59. 

Já o DLL3 quantitativo %low, apresentou uma média de expressão de 62,12 de TTF1 

HS, enquanto o DLL3 %high, apresentou média de 152,96. Na avaliação do HS do 

DLL3, os casos de DLL3 HS low, apresentaram a média de 82,93 de TTF1 HS, 
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enquanto o DLL3 HS high, apresentou a média de 240,55 (p=0,001). Em relação ao 

ASCL1, não foi identificada diferença de expressão significante entre os parâmetros 

do DLL3, com os parâmetros quantitativos e HS do ASCL1. 

 

Figura 12. Expressão de DLL3, TTF1, ASCL1 e KI67 em CPCP. 

Na figura são apresentados três casos de CPCP com as respectivas colorações de 

HE e IHQ. Na primeira linha é demonstrada a coloração de HE, na segunda a 

coloração de DLL3, na terceira a coloração de TTF1, na quarta a coloração de ASCL1 

e na quinta a marcação de KI67. É evidenciado a heterogeneidade no padrão de 

marcação dos biomarcadores. 
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Figura 13. Relação entre a expressão de DLL3 versus imunoexpressão de TTF1 e 

ASCL1 nos casos avaliados (p<0,005). 

 

5.7.4 TTF1 

 

 Ao realizar as análises da diferença de expressão de TTF1 em relação as 

outras variáveis, foi identificado somente relação estatística com o DLL3 (Figura 12). 

Na análise qualitativa, foi observado que os pacientes com TTF1 negativo, possuíram 

uma média de 19,15% de células positivas para DLL3 (p=0,001), e HS de 24,73 

(p=0,003). Enquanto os casos positivos, apresentaram média de 38,95% células 

positivas para DLL3, e HS de 68,09. 

 Assim como o DLL3, para a análise de associação das variáveis, o TTF1 foi 

categorizado em %low e %high. Os casos com TTF1 %low, apresentaram uma média 

de 35,6 de celularidade positiva para DLL3 (p=0,001) e HS de 39,43 (0,003), enquanto 

os casos com TTF1 %high apresentaram média de 39,43% células positivas para 

DLL3 e HS de 69,07. 
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 O HS de TTF1 também foi categorizado em HS low e HS high. Nos casos que 

apresentaram HS low, foi verificado que estes expressavam DLL3 em média de 39,43% 

de células (p=0,001), e HS de DLL3 com média de 38,27 (p=0,003). Já os casos TTF1 

HS high, apresentaram uma média de 47,69% de células positivas para DLL3 com 

média de HS do DLL3 de 85,98. Assim, confirmou-se a relação entre a expressão de 

TTF1 com o DLL3 no CPCP. Não foi identificado relação estatística entre a expressão 

de TTF1 com a expressão quantitativa de ASCL1. 

 

Figura 14. Expressão de TTF1 em relação a idade e a imunoexpressão de ASCL1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todos os casos que possuíram o TTF1 avaliado foram distribuídos em dois grupos, 

um grupo TTF1 negativo e um grupo TTF1 positivo. Foi realizada uma análise para 

verificação da diferença das variáveis entre os grupos com expressão 

positiva/negativa de TTF1. Os grupos foram caracterizados na Tabela 04 e para as 

variáveis analisadas não houve diferença estatística entres os dois grupos analisados.  
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Tabela 4. Caracterização dos pacientes com SCLC de acordo com a marcação de 

TTF1.  

  

TTF1 classes   

Negativo Positivo   

N 
% de N 
da linha 

% de N da 
coluna 

N 
% de N 
da linha 

% de N da 
coluna 

p valor 

Idade 
< 75 22 42,3% 55,0% 30 57,7% 75,0% 

0,061 
>= 75 18 64,3% 45,0% 10 35,7% 25,0% 

Sexo 
Feminino 21 48,8% 52,5% 22 51,2% 55,0% 

0,823 Masculin
o 

19 51,4% 47,5% 18 48,6% 45,0% 

CgA 
Negative 6 37,5% 35,3% 10 62,5% 37,0% 

0,907 
Positive 11 39,3% 64,7% 17 60,7% 63,0% 

CgA 
semiquantitativo 

0 6 37,5% 50,0% 10 62,5% 47,6% 

0,153 
1+ 0 0,0% 0,0% 5 100,0% 23,8% 

2+ 4 66,7% 33,3% 2 33,3% 9,5% 

3+ 2 33,3% 16,7% 4 66,7% 19,0% 

SyP 
Negative 2 28,6% 11,8% 5 71,4% 18,5% 

0,928 
Positive 15 40,5% 88,2% 22 59,5% 81,5% 

SyP 
semiquantitativo 

0 2 28,6% 20,0% 5 71,4% 23,8% 

0,596 
1+ 2 25,0% 20,0% 6 75,0% 28,6% 

2+ 2 40,0% 20,0% 3 60,0% 14,3% 

3+ 4 36,4% 40,0% 7 63,6% 33,3% 

CD56 
Negative 1 25,0% 6,3% 3 75,0% 11,1% 

0,563 
Postive 15 38,5% 93,8% 24 61,5% 88,9% 

 

 

 

5.7.5 ASCL1 

 

 Na análise da diferença da expressão qualitativa de ASCL1 em relação a 

expressão quantitativa de TTF1 e DLL3, foi observado uma associação estatística 

entre a expressão do ASCL1 com o TTF1, tendo os casos negativos para ASCL1 uma 

média de expressão de 17,85% de células positivas para TTF1, enquanto os casos 

positivos, apresentaram 43,71% (p=0,019) (Figura 14). 

 Verificou-se também que os casos negativos para ASCL1 apresentaram a 

média de 14,49% de células positivas para DLL3, enquanto que os casos positivos 

apresentaram a média de 33,63% de celularidade positiva (p=0,007) (Tabela 4). Em 

relação ao HS, os casos negativos para ASCL1 apresentaram a média de 19,61 de 
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HS do DLL3, enquanto os casos positivos apresentaram uma média de 54,67 

(p=0,002). 

 Identificou-se uma interessante associação entre a imunoexpressão do ASCL1 

com o processo de diferenciação neuroendócrina ao se associar com o marcador SyP 

(Figura 15, Tabela 04), com o DLL3 e com o TTF1. 

 

Figura 15. Expressão de ASCL1 em relação ao sexo e ao status de SyP. 
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Tabela 5. Relação entre TTF1, DLL3 e ASC1 com variáveis clínico-patológicas. 

   TTF1 (%)  TTF1 HS  DLL3 (%)  DLL3 HS  ASCL1 (%) 

   Média p  Média p  Média P  Média p  Média P 

Sexo 
Masculino  36,33 

0,746 
 83,75 

0,618 
 32,09 

0,492 
 54,31 

0,389 
 56,26 

0,039 
Feminino  41,27  91,64  27,34  42,52  40,36 

Idade <75  47,23 
0,018 

 106,24 
0,035 

 31,44 
0,283 

 53,19 
0,320 

 51,93 
0,128 

. ≥75  23,91  54,73  25,34  37,28  39,09 

CgA 
Negativo  49,52 

0,256 
 102,17 

0,147 
 23,82 

0,218 
 37,89 

0,125 
 53,89 

0,473 
Positivo  48,9  108,88  31,67  56,01  45,44 

SyP 
Negativo  41,57 

0,478 
 72,27 

0,487 
 23,74 

0,702 
 41,11 

0,369 
 16,41 

0,003 
Positivo  50,55  112,9  29,53  50,46  54,06 

CD56 
Negativo  55,93 

0,887 
 104,1 

0,987 
 12,27 

0,589 
 18,52 

0,897 
 52,38 

0,798 
Positivo  49,69  109,41  30,59  52,82  46,50 

TTF1 Class 1 
Negativo  ,00 

- 
 ,00 

- 
 19,15 

0,001 
 24,73 

0,003 
 48,85 

0,204 
Positivo  79,24  180,48  38,95  68,09  45,43 

TTF1 Class 2 

Negativo  ,00 

- 

 ,00 

- 

 34,50 

0,889 

 34,50 

0,784 

 40,57 

0,781 (%) low  27,90  57,70  35,6  61,23  19,01 

(%) high  86,57  198,02  39,43  69,07  48,95 

DLL3 Class 1 
Negativo  37,5 

0,887 
 68,53 

0,879 
 ,00 

0,220 
 0,01 

0,281 
 41,38 

0,405 
Positivo  40,48  96,59  41,40  67,51  50,53 

DLL3 Class 2 

Negativo  19,15 

0,145 

 19,15 

0,274 

 ,00 

- 

 ,00 

- 

 41,38 

0,287 (%) low  26,04  62,12  22,76  30,22  50,75 

(%) high  64,08  152,96  71,24  124,18  50,22 

ASCL1 HS 
Negativo  17,85 

0,019 
 46,71 

0,080 
 14,49 

0,007 
 19,61 

0,002 
 11,69 

- 
Positivo  43,71  97,79  33,63  54,66  30,47 
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5.8 Correlação da imunoexpressão de TTF1, DLL3 e ASCL1.  

 

 Foi aplicado o teste de correlação de Pearson para a identificação da 

correlação da expressão entre as variáveis avaliadas na IHQ, assumindo-se um valor 

de significância de p<0,05. 

 Não foi identificada correlação entre as variáveis de sexo e idade com a 

expressão dos marcadores estudados; não foi identificada correlação também entre 

os marcadores neuroendócrinos CD56, CgA, SyP e KI67 com a expressão de TTF1, 

DLL3 e ASCL1. 

 Entretanto, quando avaliados entre si, houve uma correlação positiva entre a 

imunoexpressão de TTF1 com DLL3. Na análise da caracterização das médias de 

forma quantitativa do TTF1, identificou-se correlação positiva entre o TTF1 e a 

expressão de DLL3 quantitativa (r= 0,358; p=0,001), assim como houve correlação 

positiva também com a expressão em HS do DLL3 (r= 0,396; p=0,000) (Tabela 5). 

 Em relação a avaliação do HS de TTF1, foi observado também uma correlação 

positiva ainda superior entre essa análise com a análise da expressão do DLL3, tanto 

quantitativo (r= 0,411; p= 0,000), quanto por HS (r= 0,454; p= 0,000). Apesar da 

identificação de uma relação através do teste T de Student, não foi identificada 

correlação estatística entre esses dois marcadores com o ASCL1. 
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Tabela 6. Correlação de Pearson entre expressão de KI67, TTF1, DLL3 e ASCL

  KI67 TTF1 (%) TTF HS DLL3 (%) DLL3 HS ASCL1 (%) ASCL1 HS 

KI67 
r valor 1 0,070 0,050 0,038 0,043 0,211 0,192 

p valor  0,563 0,641 0,745 0,716 0,092 0,126 

TTF1 (%) 
r valor 0,070 1 0,947 0,358 0,396 0,004 -0,052 

p valor 0,563  0,000 0,001 0,000 0,973 0,665 

TTF1 HS 
r valor 0,056 0,947 1 0,411 0,454 -0,014 -0,071 

p valor 0,641 0,000  0,000 0,000 0,906 0,552 

DLL3 (%) 
r valor 0,038 0,358 0,411 1 0,902 0,065 0,056 

p valor 0,745 0,001 0,000  0,000 0,585 0,637 

DLL3 HS 
r valor 0,043 0,396 0,454 0,902 1 0,018 0,010 

p valor 0,716 0,000 0,000 0,000  0,878 0,935 

ASCL1 (%) 
r valor 0,211 0,004 -0,014 0,065 0,018 1 0,918 

p valor 0,092 0,973 0,906 0,585 0,878  0,000 

ASCL1 HS 
r valor 0,192 -0,052 -0,071 0,056 0,010 0,918 1 

p valor 0,126 0,665 0,552 0,637 0,935 0,000  
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5.9 Sobrevida global  

 

 Para a análise de sobrevida, utilizaram-se dados coletados de prontuários e em 

banco de dados informatizados presentes nos locais de estudo, como intranet e 

sistema informatizado do serviço de patologia a qual foi realizada a coleta dos dados 

dos pacientes para estudo. De todos os casos, 49 (59,00%) pacientes tiveram óbito 

confirmado, e 17 (23,30%) dos casos não foi possível a obtenção dos dados de 

sobrevida. Foi então realizado um teste de Log Rank utilizando-se dos dados dos 

casos com óbito confirmado, para a compreensão da sobrevida global relacionando o 

tempo de diagnóstico ao desfecho, com relação às diferentes variáveis.  

 

5.9.1 Idade  

 

Ao categorizar os pacientes com idade inferior à 75 anos, e igual ou superior à 

75 anos, não foi observada diferença estatística em relação aos dois grupos 

utilizando-se a relação do tempo do diagnóstico ao óbito (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Função de sobrevida em relação aos grupos de idade (p>0,005). 
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5.9.2 Sexo 

 

Não foi observada significância estatística referente à sobrevivência em função 

do tempo de diagnóstico quanto ao sexo dos pacientes (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 17. Funções de sobrevida em relação ao sexo dos pacientes (p>0,005). 

 

5.9.3 Expressão de KI67 

 

Para análise de sobrevivência em relação ao KI67, este foi categorizado 

utilizando-se de ponto de corte de 50% de células positivas nucleares para KI67 (Baine 

et al., 2020). Foram obtidos dois grupos, sendo um denominado KI67 low com 

expressão inferior a 50% e o outro grupo denominado KI67 high com expressão 

superior a 50%. Apesar de ser um importante marcador para a compreensão do grau 

de proliferação do tumor, ao realizar a análise através do log rank, não se identificou 

diferença de sobrevida do tempo de diagnóstico ao desfecho clínico em relação a esse 

marcador (Figura 18). 
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Figura 18. Função de sobrevida em relação ao KI67 (p>0,005). 

 

5.9.4 Expressão de TTF1 

 

Para a avaliação do impacto da expressão de TTF1 na sobrevida dos pacientes, 

foi-se aplicado o teste de log rank para os três tipos de resultados obtidos e 

categorizados da expressão de TTF1. Utilizou-se primeiramente da avaliação 

qualitativa, categorizando os pacientes em positivos e negativos (Figura 19), depois, 

aplicou-se o teste utilizando-se os resultados quantitativos em porcentagem 

categorizados low e high (Figura 20), e posteriormente os resultados da análise de 

HS, também categorizada em low e high (Figura 21). Não houve significância 

estatística da expressão de TTF1 nas diferentes classes de resultados em relação a 

sobrevida. 
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Figura 19. Expressão de TTF1 qualitativa (positivo e negativo em relação a função de 

sobrevida (p>0,005). 

   

Figura 20. Expressão de TTF1 quantitativa (%) em relação a função de sobrevida 

(p>0,005). 
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Figura 21. Expressão de TTF1 por HS em relação a função de sobrevida (p>0,005). 

 

5.9.5 Expressão de DLL3 

 

Assim como para o TTF1, foi analisado o impacto da expressão de DLL3 na 

sobrevida em relação ao tempo de diagnóstico. Utilizou-se do teste de Kaplan-Meier 

para a comparação entre os diferentes grupos identificados. Para essa avaliação, 

utilizou-se como base as três formas de analises utilizadas no estudo. 

 Na análise qualitativa (Figura 22) os casos foram categorizados em positivos 

e negativos, na quantitativa (Figura 23) os casos foram categorizados em low e high 

com base na expressão em porcentagem de células positivas, e no HS (Figura 24) os 

casos foram categorizados em low e high. Não ão houve significância estatística da 

expressão de DLL3 no tempo de sobrevida em análise univariada. 
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Figura 22. Expressão de DLL3 qualitativa (positivo e negativo) em relação a sobrevida 

(p>0,005). 

 

Figura 23. Expressão de DLL3 quantitativa (%) em relação a sobrevida (p>0,005). 
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Figura 24. Expressão de DLL3 por HS em relação a sobrevida (p>0,005). 

 

5.9.6 Expressão de ASCL1 

 

Para a avaliação do impacto do ASCL1 na sobrevida dos pacientes incluídos 

no estudo em relação ao tempo de diagnóstico, foi feita uma análise através do teste 

de log rank utilizando a expressão do ASCL1 qualitativa (Figura 25) e do HS (Figura 

26). Na análise qualitativa, os casos foram categorizados como positivos e negativos, 

e na análise por HS, os casos foram categorizados como negativos, low e high.  

Foi identificada correlação estatística entre a expressão de ASCL1 e sobrevida 

global. Pacientes com expressão reduzida ou ausência de expressão de ASCL1 no 

momento do diagnóstico apresentaram menor sobrevida global, tanto quando avaliado 

a diferença de sobrevida em relação a expressão qualitativa (p=0,013) e em HS 

(p=0,046). 
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Figura 25. Expressão de ASCL1 qualitativa e impacto na sobrevida em relação ao 

tempo de diagnóstico (p=0,013). 

  

Figura 26. Expressão de ASCL1 em HS e impacto na sobrevida em relação ao tempo 

de diagnóstico (p= 0,046). 
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5.10 Regressão de Cox – análise multivariada 

 

 Para análise multivariada foram utilizadas as variantes epidemiológicas tais 

como sexo e idade e as variantes associados aos biomarcadores TTF1 e DLL3, 

mesmo que as variantes não tenho significância nas analises univariadas. As variáveis 

epidemiológicas e a expressão de TTF1 não demonstrou significância. 

  Entretanto, foi observado que pacientes DLL3 positivo é um marcador de pior 

prognóstico em pacientes com SCLC (p=0,027; HR=4,979), ou seja, que pacientes 

com DLL3 positivo possuem 4.9 de chances de evoluir para óbito, apresentando uma 

pior sobrevida (Tabela 06). 

 

Tabela 7. Regressão de Cox para a expressão de TTF1 e DLL3. 

Variáveis Classe Exp(B) 

95% CI for Exp(B) p valor 

Limite 

Inferior 

Limite 

Superior 
 

TTF1 (%) 

Low 

(<50%) 0,993 0,376 2,625 0,989 

High 

(≥50%) 7,489 0,611 91,82 0,115 

DLL3 qualitativo 

(pos./neg.) 

Positivo 4,979 1,199 20,68 0,027 

Negativo 2,199 0,319 15,147 0,423 

DLL3 HS 

Low 

(<149) 0,089 0,007 1,197 0,068 

High 

(≥150) 0,123 0,033 1,501 0,123 
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6. Discussão 

 

6.1 Variáveis epidemiológicas 

 

Dos casos incluídos no estudo, a maioria foi do sexo feminino, divergindo da 

literatura, que demonstra que pacientes do sexo masculino são acometidos mais 

frequentemente. Franco et al. 2021, ao realizar uma coorte com 956 pacientes 

americanos, demonstrou que desses 78,6% eram do sexo masculino. 

Já um estudo desenvolvido na Holanda entre os anos de 1989 e 2020, que 

buscou demonstrar as mudanças na população acometida por CPCP, indicou que 

durante os anos de 1989 e 1994 a razão do sexo entre pacientes masculinos-

femininos que eram acometidos por CPCP era de 3.6-1. Porém observou-se durante 

os anos de estudo que o acometimento à população masculina diminuiu em relação a 

feminina. Como justificativa para tais mudanças, hipotetiza-se o aumento do 

tabagismo entre as mulheres (Dumoulin et al., 2023).  

No presente estudo, foi identificada a prevalência do CPCP em pacientes do 

sexo feminino, gerando-se a hipótese da relação da carcinogênese com o tabagismo 

ativo ou passivo, visto que ainda não foi identificada variante germinativa associada à 

carcinogênese do CPCP. O tamanho pequeno da coorte pode também ter influenciado 

e causado algum viés. 

 Não foi possível realizar a obtenção de dados referentes ao hábito de 

tabagismo e a dados clínicos como a escala de desempenho Eastern Cooperative 

Oncologic Group (ECOG) que podem ser importantes variáveis na avaliação do 

prognóstico. A ausência desses dados dá-se devido às limitações dos dados 

dispostos em prontuários eletrônicos ao serviço de patologia. Admite-se que essa é 

uma dos potenciais fraquezas desse trabalho. 

A média de idade 71 anos e idade dos mais frequentemente acometidos inferior 

a 75 anos (67,9%), corrobora com o que é apresentado na literatura (Kalenkerian et 

al., 2013). 
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6.2 Expressão dos biomarcadores por IHQ 

 

Para a confirmação do diagnóstico de CPCP, as biópsias avaliadas são 

submetidas a um exame de IHQ onde busca-se identificar a expressão de marcadores 

neuroendócrinos. Os principais marcadores avaliados e identificados altamente 

expressos foram a CgA, a SyP e o CD56. 

A SyP é uma glicoproteína integral da membrana de vesículas pré-sinápticas 

secretoras presentes no cérebro e em células neuroendócrinas. Esse marcador em 

conjunto com a CgA e o CD56 participam de mecanismos associados à secreção em 

proteínas neuroendócrinas e frequentemente são expressos em células 

neuroendócrinas normais.  

Em diversos trabalhos é relatado o uso desses biomarcadores na compreensão 

da diferenciação neuroendócrina e uso destes na diferenciação do CPCP para os 

carcinomas de grandes células, principalmente ao se realizar o diagnóstico patológico 

por IHQ (Ganti et al., 2021). No presente trabalho, foi observada a positividade para 

ao menos um dos marcadores neuroendócrinos para a confirmação do diagnóstico de 

CPCP. Das proteínas avaliadas, foi observada expressão mais frequente da SyP e 

CD56. 

Outro importante marcador incluído no presente estudo foi o KI67. O KI67 é um 

marcador nuclear muito utilizado em patologia para a identificação do grau de 

proliferação celular, visto que é um excelente marcador do índice mitótico. É descrito 

na literatura que o KI67 pode ser um indicador de proliferação celular até melhor do 

que a contagem de mitoses por análise histopatológica. 

Além disso, o KI67 pode ser utilizado também para a diferenciação de tumores 

malignos e benignos, assim como um indicador do grau do tumor, diferenciando 

tumores de alto grau (tumores com alta expressão e muito proliferativos) de tumores 

de baixo grau (tumores com baixa expressão e pouco proliferativos). O KI67 pode 

ainda ser utilizado em tumores de mama, próstata e bexiga como indicador de 

prognóstico, quando alto expresso sendo um indicativo de um pior prognóstico. 

No CPCP, é descrito na literatura que o KI67 é observado frequentemente em 

alta expressão indicando que esse tumor é de alto grau e altamente proliferativo. Além 

do papel na avaliação do grau tumoral, alguns estudos demonstram o papel do KI67 

na compreensão da responsividade à radioterapia (Ishibashi et al. 2017). 
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Ishibashi et al. em 2017 observou que os pacientes diagnosticados com CPCP 

com o índice de KI67 igual ou superior a média de expressão dos casos avaliados, 

apresentaram uma melhor resposta à radioterapia, destacando que esse resultado 

pode representar uma radiossensibilidade maior nos casos que tem um grau de 

expressão maior. 

Porém, para a compreensão do prognóstico, principalmente em relação ao 

desfecho de óbito, o KI67 não se apresenta como um forte marcador. Ishibashi et al., 

2017, não verificaram uma diferença estatística na sobrevida dos casos com alta e 

baixa expressão de KI67. No presente trabalho, o KI67 também não se relacionou 

com a sobrevida global dos pacientes.  

Um fator que pode estar associado a dificuldade na compreensão do papel do 

KI67 no prognóstico desta doença pode ser a rápida progressão dos pacientes ao 

óbito, o qual pode estar associada a diversos fatores além do KI67. Mais estudos são 

necessários para a compreensão do efeito dessa proteína no mecanismo 

fisiopatológico do CPCP. 

Alguns outros biomarcadores que podem ser utilizados no estudo do CPCP têm 

como fim uma melhor classificação. Em 2020 foi feito a proposta de um novo modelo 

de classificação com base na expressão das proteínas ASCL1, NEUROD1, POU2F3 

e YAP1 (Baine et al., 2020). A avaliação desses quatro biomarcadores e como eles 

se comportam entre si foi realizada em uma coorte de 174 pacientes diagnosticados 

com CPCP. Foi observada uma expressão concomitante de ASCL1 e NEUROD1 na 

maioria dos casos de CPCP, caracterizando esses tumores como CPCP de fenótipo 

fortemente neuroendócrino. Outros marcadores que se associam com esse fenótipo 

são o BCL2, o DLL3, o CHGA, EZH2, SOX2, NCAM1, TTF1 e RET. 

Já os tumores que são de fenótipo neuroendócrino fraco, têm uma baixa 

expressão de ASCL1 e/ou NEUROD1, e podem expressar os marcadores AURKA, 

MYC, NCAM1 e INSM1. Foi identificado também CPCP de fenótipo não-

neuroendócrino com a ausência da expressão do ASCL1/NEUROD1 e a partir da 

expressão de POU2F3 e YAP1. Os tumores expressores de POU2F3 podem 

expressar também outros marcadores como AURKA, BCL2, ASCL2, IGF-1R, MYC, 

SOX9 e ATM. Os tumores que expressam YAP1 caracterizam-se com um fenótipo 

inflamado, expressando também TAZ, RB1, PLK, SOX9, PD-L1, mTOR, integrina, 

laminina e CDK4/6. O efeito dessas diferentes classificações com base nos 
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marcadores proteicos ainda não está clara, ainda não foi identificada a relação desses 

biomarcadores com o prognóstico, a sobrevida e a resposta ao tratamento (Baine et 

al., 2020; Chan et al. 2021). 

Alguns estudos demonstram ainda a perda de expressão de ASCL1 e outros 

marcadores neuroendócrinos com as alterações da plasticidade celular no CPCP 

indicando que esse tumor pode sofrer muita perda estática do fenótipo, e 

consequentemente, uma limitação de uso de um único modelo de tratamento 

específico. Essa perda do ASCL1 se dar devido uma mutação e amplificação do gene 

MYC e a interação dessa mutação com a reativação do Notch e a desdiferenciação 

da célula para um perfil não-neuroendócrino. As células que sofrem essa alteração 

poderiam não se beneficiar de terapia anti-DLL3 devido à perda da expressão desse 

marcador com a progressão da doença (Ireland et al., 2020). 

 Outro estudo demonstrou que esse mecanismo pode sofrer influência ainda da 

presença de fibroblastos associados ao tumor no microambiente tumoral que podem 

levar a um aumento da expressão de MYC a partir a via JAK/STAT3 induzida por IL6. 

No presente trabalho, não foi possível mensurar esses mecanismos associados à 

plasticidade devido a não realização da avaliação do MYC e mecanismos 

relacionados ao microambiente tumoral (Lu, 2024). 

São necessários mais estudos para a compreensão do papel de todos os 

biomarcadores identificados no desenvolvimento da doença e como a perda dos 

marcadores durante a progressão do tumor interfere na resistência a quimioterapia, e 

na resistência de drogas alvo-específicas. A compreensão desses mecanismos pode 

permitir o uso de protocolos terapêuticos mais específicos que podem beneficiar os 

pacientes diagnosticas com CPCP. 

 

6.3 Relação entre as proteínas TTF1, DLL3 e ASCL1 

 

Na presente análise, a positividade para TTF1 diverge do que é descrito na 

literatura, onde é relatado que o TTF1 é expresso em aproximadamente 90% de casos 

de CPCP. A divergência encontrada pode dar-se devido ao tamanho da casuística do 

estudo e também a diferença da população avaliada já que não há muitos dados 

disponíveis sobre CPCP no grupo estudado. Entretanto, devido a apresentar uma forte 
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relação com o ASCL1 e DLL3, sugere-se uma possível relação do TTF1 também com 

mecanismos fisiopatológicos da carcinogênese do CPCP. 

Alguns estudos relatam a positividade de TTF1 em tumores neuroendócrinos 

prostáticos, sugerindo que o TTF1 não tem somente efeito para diferenciação de 

células pulmonares, mas que também tenha efeito na diferenciação neuroendócrina. 

Zarco et al. (2017) e Cancel et al. (2021) demonstram uma relação do TTF1 com 

carcinoma neuroendócrino prostático e indicam o TTF1 como um marcador associado 

ao prognóstico com relação a sobrevida global. 

A maioria dos nossos casos foram positivos para DLL3 e para ASCL1. A alta 

positividade para ASCL1 e DLL3 sugere que os casos estudados possuem 

mecanismo fisiopatológico de desregulação neuroendócrina. A positividade para 

DLL3 e ASCL1 no trabalho corrobora com o que é demonstrado na literatura, que a 

maioria dos CPCP de subtipo neuroendócrino expressam ambos os marcadores e são 

possíveis alvos a terapia anti-DLL3. Em uma coorte de 1073 pacientes, Rojo et al. 

(2020) demonstraram positividade para DLL3 em 85% dos casos. Furuta et al. (2019) 

realizaram também um estudo onde foram avaliadas 95 amostras de ressecção 

cirúrgica, e desses casos 83% foram positivos para DLL3, sendo 44 desses casos 

com expressão de DLL3 superior a 75%. Ao avaliar o ASCL1, observaram positividade 

de 64% dos casos e uma forte correlação do DLL3 e o ASCL1. 

Além das associações entre DLL3 e TTF1, a partir dos resultados qualitativos, 

quantitativos e semi-quantitativos (HS), foram realizados testes de associação entre 

os três biomarcadores e as características epidemiológicas. Ao realizar a análise de 

associação, foi observada uma diferença significativa entre o sexo e a expressão 

quantitativa de ASCL1, onde os pacientes do sexo masculino apresentaram uma 

média maior de células positivas para ASCL1 comparados aos pacientes do sexo 

feminino. Hu et al. (2022) demonstraram resultados parecidos com o descrito 

anteriormente em relação ao sexo dos pacientes, onde foi apresentado que 70,85% 

dos pacientes que apresentaram expressam de ASCL1 eram do sexo masculino 

enquanto que 29,15% eram do sexo feminino. Porém, não foram identificados efeitos 

biológicos e prognóstico da relação do sexo com a expressão do ASCL1. 

Em relação a idade, foi observada uma associação da expressão de TTF1 com 

a idade, os pacientes com idade menor do que 75 anos apresentaram expressão de 

TTF1 diminuída, enquanto que pacientes com idade igual ou superior a 75 anos 
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obtiveram menor expressão do TTF1. Nenhum estudo anterior demonstrou uma 

relação entre a expressão de TTF1 com outras variáveis clínicas. A função do TTF1 

no CPCP ainda não é clara, e devido à rápida progressão do tumor com a resistência 

a terapia e o desfecho em óbito, torna-se um desafio compreender a importância do 

TTF1 nos diferentes grupos de idades, visto que não foi observado uma relação entre 

a idade e o prognóstico. 

Ao se realizar a comparação da diferença das médias de expressão da SyP, 

CgA e CD56 com o TTF1, DLL3 e ASCL1 só foi observada uma diferença de 

expressão qualitativa da SyP em relação ao HS do ASCL1, onde nos casos positivos 

para SyP obteve-se uma média de 54,06% de células aumentada de ASCL1. Esse 

achado sugere uma relação molecular do ASCL1 com a atividade neuroendócrina a 

partir da expressão da SyP, sustentando o poder da avaliação da SyP como principal 

marcador de diferenciação neuroendócrina. 

Para avaliar a diferença de expressão de TTF1 em relação às outras proteínas 

e para destacar os diferentes tipos de análises patológicas, dividiu-se a avaliação do 

TTF1 em duas classes, sendo a primeira qualitativa e a segunda quantitativa. Em 

relação a primeira classe de TTF1, foi observada uma diferença da média de 

expressão de DLL3 em relação aos grupos positivos e negativos. Os casos que foram 

negativos para TTF1 apresentaram uma média menor (19,15%) de células positivas 

para DLL3, em relação aos casos positivos (38,95%), e ao realizar a mesma análise 

para comparação das médias de HS do DLL3 em relação aos grupos qualitativos de 

TTF1, verificou-se a média de HS 24,73 nos casos negativos para TTF1, enquanto 

que nos casos positivos a média de HS foi de 68,09. Ao realizar a avaliação da classe 

quantitativa do TTF1, não foi identificada diferença estatística para expressão de DLL3 

em relação à baixa e alta expressão de TTF1. Esses achados sugerem que o TTF1 

qualitativo pode se comportar como um preditor da expressão de DLL3. A relação 

biológica entre essas duas proteínas não é clara, mas sabe-se que o TTF1 tem um 

papel na morfogênese das células do pulmão e o DLL3 tem um papel na diferenciação 

neuroendócrina a partir da regulação do ASCL1. Carnell et al. (2017) realizaram um 

estudo com cultura de células, onde avaliou a correlação entre a expressão de mRNA 

de TTF1 e DLL3 e observou uma alta correlação com o índice de 0,53 (p<0,001).  

No estudo clínico TRINITY em fase I desenvolvido no hospital MD Anderson 

onde era testado a droga rovalpituzumab tesirina, haviam disponíveis os resultados 
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qualitativos para ambos os marcadores estavam disponíveis em 26 casos, e foi 

observada uma concordância em 23 dos 26 pacientes estudados (p=0,031). 

Demonstra-se então que a avaliação qualitativa do TTF1 pode ser um importante 

marcador para predizer a expressão do DLL3 e a resposta a terapias alvos (Cardnell 

et al. 2017).  

 

6.4 Aspectos prognósticos relacionados às proteínas estudadas 

 

Obteve-se o dado de sobrevida de 49 pacientes, e a partir disso foi conduzido 

teste de Log Rang para se compreender o impacto das variáveis estudadas na 

sobrevida, utilizando como a data inicial, a data do diagnóstico, e a data de desfecho 

sendo a data de óbito. Não foi observado significância estatística em relação a idade 

e o sexo, indicando que essas variáveis epidemiológicas não possuem relevância para 

o prognóstico. Em relação as proteínas avaliadas, não houve significância estatística 

da expressão de KI67, TTF1 e DLL3. 

Apesar de ser um marcador de proliferação celular, nenhum estudo 

anteriormente indicou o KI67 como marcador de relevância prognóstica para o CPCP, 

visto que todos os casos possuem alta expressão dessa proteína. Entretanto, alguns 

estudos já demonstraram a relação do DLL3 com uma pior sobrevida. No estudo de 

Furuta et al. (2019) foi observado que os pacientes com alta expressão de DLL3 

possuíram uma média de 24,4 meses de sobrevida global, enquanto os pacientes com 

baixa expressão apresentaram 33,3 meses.  

No presente trabalho, apesar de não ter apresentado significância para a 

avaliação da sobrevida global pelo teste de Log Rank, realizou-se uma regressão de 

Cox para sobrevida global e verificou-se que nos pacientes que possuem DLL3 

positivo possuem 4,9 vezes mais chance de óbito comparado aos pacientes negativos  

sugerindo que o DLL3 pode possuir um papel relevante no prognóstico, entretanto, a 

comprovação dessa hipótese é dificultada devido ao baixo N amostral e aos poucos 

dados de sobrevida obtidos. 

Ao avaliar a sobrevida dos pacientes em relação ao ASCL1, foi observado que 

os pacientes que possuíram ASCL1 negativo apresentaram uma menor sobrevida 

global em relação aos pacientes ASCL1 positivo. O ASCL1 possui um importante 

papel na regulação da doença e caracteriza o CPCP como do subtipo neuroendócrino, 
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de acordo com a classificação de Baine et al (2020). Quando o ASCL1 está negativo, 

então sugere-se que o mecanismo que está conduzindo relaciona-se a perda do perfil 

neuroendócrino associando-se a um pior prognóstico. 

Esse achado evidencia a importância de uma melhor caracterização dos casos 

de CPCP, não somente em um subtipo baseado na histologia e no perfil de 

marcadores neuroendócrinos, mas no comportamento biológico da doença através 

dos marcadores que são expressos. Apesar de ser uma doença há muito tempo 

conhecida ainda pouco se compreende em relação ao seu perfil genômico, 

transcriptômico e proteômico e o papel dessas vias no prognóstico e na resposta 

terapêutica. 

 

6.5 Limitações do estudo 

 

O CPCP é uma doença desafiadora em suas diferentes faces. Os pacientes 

que recebem esse diagnóstico possuem uma baixa taxa de sobrevida e a condução 

terapêutica é bem limitada. O desenvolvimento de um estudo que foca nos 

mecanismos patológicos da população torna-se também desafiador devido a esses 

fatores. Devido ser um diagnóstico pouco frequente, o N amostral também é diminuído, 

impedindo-se assim que se tenha uma boa representatividade dos pacientes. 

A pouca frequência desse diagnóstico entre os casos diagnosticado com 

câncer de pulmão torna-se um fator limitante, visto que os pacientes após o 

diagnóstico possuem um tempo de sobrevida bem curto, devido ao próprio mecanismo 

da doença, impedindo assim a coleta de mais dados clínicos relevantes ao estudo e 

impedindo um melhor acompanhamento do comportamento da doença. 

Um fator limitante também no desenvolvimento do estudo com CPCP é a 

escassez do material biológico nas biópsias pulmonares, impedindo a possibilidade 

da realização de todos os biomarcadores por IHQ em todas as amostras incluídas no 

estudo. Outro fator é a escassez dos dados clínicos e a fraca comunicação entre o 

serviço clínico e o serviço de patologia, o que dificulta a coleta de mais dados clínicos. 

O estudo patológico é uma ferramenta essencial para o diagnóstico e a 

caracterização do CPCP e denota-se a importância da melhor comunicação entre o 

oncologista clínico e a equipe de patologia, para uma melhor condução desde o 
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diagnóstico ao cuidado com o paciente e até o desenvolvimento de pesquisas que 

possam beneficiar os pacientes incluídos nos estudos. 

 

 

7. Considerações finais 

 

No presente estudo, foi identificado a frequente expressão dos marcadores 

DLL3 e ASCL1 nos casos diagnosticados com CPCP na população avaliada. Esse é 

o primeiro trabalho que busca compreender as características biológicas associadas 

a essa doença na população do Ceará. Durante o desenvolvimento do trabalho, foi 

observada uma distinta relação entre as variáveis incluídas no estudo. Foi identificada 

uma relação entre a expressão do marcador TTF1 e a diferença de idade, onde esse 

marcador demonstrou-se como mais frequente em pacientes com idade inferior a 75 

anos. Além disso, verificou-se também uma relação entre a expressão de ASCL1 e o 

sexo, tendo uma maior expressão dessa proteína nos pacientes do sexo masculino. 

A função dessas duas proteínas em relação as variáveis epidemiológicas ainda não 

está claro, visto que há poucos estudos que abordem a fisiopatologia dessa doença. 

Foi evidenciada também uma relação entre a expressão de TTF1, DLL3 e 

ASCL1 e uma correlação estatística entre a expressão de TTF1 e DLL3. A relação 

biológica entre o DLL3 e o ASCL1 é bem clara, entretanto, ainda não é claro a relação 

biológica entre essas e o TTF1. Entretanto, sabe-se que o TTF1 é um fator de 

transcrição que atua na diferenciação de células pulmonares. São necessários mais 

estudos para compreender os mecanismos biológicos que surgem a partir da 

interação dessas três proteínas. 

O DLL3 é uma importante proteína que é regulada pelo ASCL1 e é expressa 

em alguns tumores neuroendócrinos e possui a função de regulação do Notch. O 

Notch é um receptor que no CPCP possui um papel oncoprotetor ao regular a 

expressão do ASCL1, gerando um mecanismo de retroalimentação. O DLL3 foi 

expresso na maioria dos casos avaliados, e foi identificado através de uma análise 

multivariada com o teste de regressão de Cox que os pacientes que expressam DLL3 

possuem quatro vezes mais chances de vir a óbito, quando considerado as outras 

variáveis do estudo.  
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O interesse no estudo dessa proteína cresceu nos últimos 5 anos devido ao 

surgimento de estudos com o Rolvapituzumab-tesirina, um anticorpo monoclonal com 

propriedades anti-DLL3. Em estudos clínicos posteriores, foi observado que esse 

fármaco não possuía eficácia clínica. Entretanto, surgiram novas modalidades 

terapêuticas que buscaram utilizar essa proteína como alvo terapêutico no CPCP. 

Devido a essa possibilidade de ser um alvo terapêutico e a relação biológica com o 

ASCL1, a alta expressão do DLL3 nos casos incluídos no estudo abre novas janelas 

no campo da patologia e oncologia para novas abordagens dos pacientes com CPCP. 

Além da alta expressão do DLL3, a identificação da alta expressão de ASCL1 

foi um importante achado patológico. Sabe-se que o ASCL1 possui um importante 

papel na carcinogênese e neurodesenvolvimento das células do CPCP, alguns 

trabalhos demonstram essa proteína como a principal associada a diferenciação 

neuroendócrina do CPCP. Essa proteína foi expressa na maioria dos casos avaliados 

e foi identificado que os pacientes que expressavam o ASCL1 possuíram uma maior 

sobrevida em relação aos pacientes que não expressaram. O papel dessa proteína 

no prognóstico também é pouco claro, visto que uma pequena porcentagem dos casos 

não expressou o ASCL1. Estudos anteriores, demonstraram grupos distintos de CPCP 

associados a falta de expressão de ASCL1, a baixa expressão de marcadores 

neuroendócrinos e TTF1. Um fator limitante importante para a análise de sobrevida foi 

a pouca quantidade de dados clínicos disponíveis como início do acompanhamento 

clínico e a indisponibilidade de dados de sobrevida de alguns casos. 

Com todos os dados gerados, a avaliação dessa via do DLL3 e ASCL1, e a 

identificação de diferentes grupos biológicos associados à essa proteína, torna-se 

algo muito promissor. São geradas novas possibilidades de estudo que visem os 

mecanismos genômicos e transcriptômicos que podem estar associados à diferentes 

grupos biológicos descritos em estudos prévios, e a expressão diferencial do DLL3 e 

ASCL1, assim como o prognóstico e a resposta a terapia. 
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8. Conclusão 

 

Pode-se concluir que há uma relação evidente entre o DLL3, ASCL1 e o TTF1 

nos casos, e esse achado junto com o que é demonstrado na literatura indica que 

essas proteínas possuem um papel relevante no desenvolvimento do CPCP, além de 

poderem estar relacionadas ao prognóstico e a sobrevida. Além disso, a perda da 

expressão de marcadores neuroendócrinos com a diminuição da expressão de ASCL1 

sugerem processos de desdiferenciação que se relacionam a mecanismos 

moleculares que podem contribuir com a resistência a quimioterapia. São necessários 

mais estudos que visem as alterações moleculares com os mecanismos patológicos 

que sustentam a progressão da doença, e como esses mecanismos podem contribuir 

com a resistência terapêutica e a relação desses com as proteínas estudadas e com 

a progressão da doença. 
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