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RESUMO

O cancer de pulmao ¢ uma neoplasia de alta mortalidade, sendo o primeiro do mundo tanto em
incidéncia quanto em mortalidade. E o segundo mais comum em homens e o terceiro em
mulheres. Geralmente ¢ diagnosticado em estagio localmente avangado, sendo a principal causa
de morte por cancer no mundo. A técnica de imuno-histoquimica ganha ampla utilizacdo na
identificacao do subtipo tumoral, na avaliacao dos fatores prognosticos e no direcionamento do
tratamento, enquanto a identificagdo da imunoexpressao de PD-L1 tem possibilitado uma nova
premissa de tratamento envolvendo o uso de anticorpos monoclonais. A técnica de PCR para
pesquisa de alteracdes do EGFR permite indicar o tratamento com inibidor de tirosina quinase.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil imuno-histoquimico e as alteragdes do gene EGFR
em uma série de 29 amostras de tecido tumoral de pacientes com diagnostico de neoplasia
pulmonar, ¢ mostrar a importancia dessas técnicas no diagnostico, na avaliacdo de fatores
prognosticos e no direcionamento do tratamento do cancer de pulmao. Os dados demonstraram
uma maior prevaléncia de casos em mulheres (66%), com a idade média de 66 anos. Os tumores
primérios do pulmao representaram a maioria dos casos (86%). O tipo histolégico predominante
foi o adenocarcinoma (38%), seguido do carcinoma de células escamosas (17%), tumores
carcinoides (17%), metastase pulmonar (14%), e casos de outros tumores menos frequentes
(14%). A maioria dos casos era de grau histolégico moderadamente diferenciado (75%). Entre
os adenocarcinomas, o subtipo histoldgico acinar foi o mais frequente (45%). Nos casos de
tumores secunddrios, metade eram metdstase de tumor primdrio do figado. Do total de tumores
carcinoides analisados, 80% foram carcinoides tipicos e 20% foi de carcinoide atipico. A
expressdo de PDL-1 e a alteracdo de EGFR foram avaliadas em 16 casos, sendo observado
expressdo de PD-L1 em 12% e alteragdo de EGFR em 25%. Este estudo ndo mostrou relagdo
entre os casos que apresentaram imunoexpressdao de PDL-1 e alteracdes de EGFR. O perfil
imuno-histoquimico dos casos de adenocarcinoma mostrou que todos apresentaram
imunoexpressdo de TTF1 e auséncia de marcagdo para p63, enquanto no perfil imuno-
histoquimico dos casos de carcinoma de células escamosas identificou-se o oposto. Para
tumores carcinoides foi observado o predominio de marcacdo em todos os casos de
Cromogranina A e Sinaptofisina, sendo o ki67 baixo nos casos de carcinoide tipico, e elevado

nos casos de carcinoide atipico.

Palavras-chave: Cancer de pulmao. Perfil imuno-histoquimico. PCR. EGFR.



ABSTRACT

Lung cancer is a high-mortality neoplasm, being the first in the world in both incidence and
mortality. It is the second most common in men and the third in women. It is usually diagnosed
at a locally advanced stage and it is leading cause of cancer death worldwide.
Immunohistochemistry exam is widely used in the identification of the tumor subtype, in the
evaluation of prognostic factors and in the direction of treatment. The identification of PD-L1
immunoexpression has enabled a new treatment premise involving the use of monoclonal
antibodies. The use of the PCR technique to search for EGFR changes allows indicating
treatment with tyrosine kinase inhibitor. This study aims to evaluate the immunohistochemical
profile and alterations of the EGFR gene in a series of 29 patients diagnosed with lung cancer
who underwent surgery, to show the importance of these techniques in the assessment of
prognostic factors and treatment of lung cancer. The data show a higher prevalence of cases in
women (66%), aged around 61 years. Primary lung tumors accounted for the majority of cases
(86%). The predominant histological type was adenocarcinoma (38%), followed by squamous
cell carcinoma (17%), carcinoid tumors (17%), lung metastasis (14%), and cases of other less
frequent tumors (14%). Most of the cases were of a moderately differentiated histological grade
(75%). Among adenocarcinomas, the acinar histological subtype was the most frequent (45%)
and in the cases of secondary tumors (14%), half were metastases from primary liver tumors.
PDL-1 expression and EGFR alteration were evaluated in 16 cases, with PD-L1 expression
observed in 12% and EGFR alteration in 25%. Of the total carcinoid tumors analyzed, 80%
were typical carcinoids and 20% were atypical carcinoids. Immunohistochemical profile of the
cases of adenocarcinoma showed that all of them presented immunoexpression of TTFI and
the absence of staining for p63, whereas in the immunohistochemical profile of the cases of
squamous cell carcinoma it showed the opposite. In cases of carcinoid tumors, a predominance
of marking was observed in all cases of Chromogranin A and Synaptophysin, with ki67 being

low in cases of typical carcinoid, and elevated in cases of atypical carcinoid.

Keywords: Lung cancer. Immunohistochemical. PCR. EGFR.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pulmao ¢ uma neoplasia com alta mortalidade, ocupando a primeira
posicdo em todo o mundo, desde 1985, sendo um importante desafio para a oncologia
(BRASIL, 2020; SANTOS; SHEPHERD; TSAO, 2011). E o segundo mais comum em homens
e o terceiro em mulheres. E o primeiro do mundo tanto em incidéncia quanto em mortalidade
(BRASIL, 2020). Segundo dados do Sistema de Informacao de Mortalidade, houve 27.931
mortes em 2017. No Brasil, estimam-se 30.200 novos casos em 2020 (BRASIL, 2020).

Os carcinomas pulmonares sdo classificados morfologicamente em carcinoma
pulmonar de células ndo-pequenas (CNPC) e carcinoma pulmonar de células pequenas (CPPC)
(CAPELLOZI, 2009). Aproximadamente 80% dos CNPCs sdo diagnosticados ja na presenca
de doenca localmente avangada ou metastatica inoperavel. Tumores carcinoides, linfomas e
sarcomas sao outros tipos histologicos de tumores pulmonares menos frequentes (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019). As estratégias de tratamento atual envolvem a cirurgia,
radioterapia, a quimioterapia e os agentes direcionados contra alvos especificos
(CONFERENCE..., 2018).

A técnica de imuno-histoquimica ganha ampla utilizagdo e fundamental
importancia no estudo destes tumores, definindo a histogénese e o subtipo tumoral, pesquisa de
fatores prognosticos, direcionando tratamento e sobrevida desses pacientes (SANTOS;
SHEPHERD; TSAO, 2011; LOPES; VATTIMO; CASTRO, 2015). A identificacdo da
imunoexpressdo de PD-L1 tem possibilitado uma nova premissa de tratamento envolvendo o
uso de anticorpos monoclonais, com respostas durdveis em alguns pacientes com doenca
avangada (ILIE et al., 2016).

A melhor compreensao da biologia molecular nas ultimas décadas tem possibilitado
a identificacdo de muitas proteinas associadas a carcinogénese dessa neoplasia, levando ao
desenvolvimento de novos tratamentos promissores. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para pesquisa de alteracdes no receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) permite
indicar o tratamento com inibidores de tirosina quinase, definindo o grupo de pacientes que
pode ser tratado com eficacia por esta terapia direcionada especifica (SANTOS; SHEPHERD;
TSAO, 2011; SZUTOWICZ; DZIADZIUSZKO, 2010).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de pulméao

O cancer de pulmao ¢ um crescimento celular anormal, incontrolavel, que pode
invadir os tecidos vizinhos e a distdncia (UEHARA; JAMNIK; SANTORO, 1998). Geralmente
comega nas cé¢lulas que revestem os bronquios e partes do pulmao, como bronquiolos e alvéolos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). E representado em quase 95% dos casos por
carcinomas e cerca de 5% sdo representados por sarcomas e linfomas (CAPELLOZI, 2009).

O CPPC (carcinoma pulmonar de células pequenas) representa 15% dos casos ¢
esse tipo de cincer tende a crescer e se espalhar mais rapidamente que o CNPCs (carcinoma
pulmonar de células ndo pequenas). Tumores carcinoides, linfomas e sarcomas sao outros tipos
histologicos de tumores pulmonares menos frequentes (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2019). Cerca de 80% dos canceres de pulmio sdo CNPCs e seus principais subtipos sdo
adenocarcinoma, o mais prevalente, seguido de carcinoma de células escamosas e carcinoma
de grandes células (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). O tabagismo ¢ a principal causa
do cancer de pulmao. O fumo representa 85% da origem dos casos e os fumantes possuem cerca
de 20 vezes mais risco de desenvolver a doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ONCOLOGIA CLINICA, 2019). Outros fatores de risco sdo a polui¢io ambiental, as infecgdes
pulmonares, os fatores genéticos e hereditarios e a exposi¢cdo ocupacional a agentes quimicos
ou fisicos (BRASIL, 2020; VIEGAS; CASULARI, 2015).

O surgimento dos inibidores de tirosina quinase foi revolucionario no tratamento
do cancer de pulmao. Essas drogas apresentam como possivel alvo o oncogene receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR). O EGFR desempenha um papel importante na regulacao
das fungoes celulares e quando esse gene ¢ superexpresso ou mutado nas células cancerigenas,
influencia no tratamento, no prognostico e na sobrevida (OLIVEIRA et al., 2019). Mais
recentemente, o desenvolvimento de farmacos bloqueadores do ligante de morte celular
programada 1 (PD-L1) também resultou em grandes avangos no tratamento do céncer de
pulmdo (CONFERENCE..., 2018; RITTMEYER et al., 2017). O PD-L1 ¢ o principal ligante
da molécula de morte celular programada 1 (PD-1) e sua expressao na superficie de células
tumorais regula e inibe a resposta imunoldgica no microambiente da neoplasia, sendo um

mecanismo de escape tumoral do sistema imune (OLIVEIRA et al., 2019).
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2.2 Imuno-histoquimica

Nesta técnica, parte da amostra de biopsia ¢ tratada com anticorpos projetados para
se unirem a antigenos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). E uma técnica de anélise de
fragmentos de tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina (FFPE) via microscopico
(SCHACHT; KERN, 2015) A visualizacgdo do complexo antigeno-anticorpo ¢ feita
microscopicamente ¢ os métodos mais utilizados sdo: a adi¢gao de um fluorocromo conjugado
ao anticorpo ou a uma enzima onde o produto da reagdo enzimatica pode ser visualizado
(CAPELLOZI, 2009). (Figura 1).

O exame de imuno-histoquimica ¢ fundamental para definir tipo histologico do
tumor, avaliar a possibilidade de metastase, pesquisar a imunoexpressao de PD-L1 e outros
fatores prognosticos (CAPELLOZI, 2009). E imprescindivel para predizer o grau de resposta
ao tratamento adjuvante e neoadjuvante, o grau de risco de metastases e a recidiva

(SZUTOWICZ; DZIADZIUSZKO, 2010; LOPES; VATTIMO; CASTRO, 2015).

Figura 1 - Ilustracdo da técnica de imuno-histoquimica

Fonte: Sino Biological (2020).

O estudo imuno-histoquimico ¢ de fundamental importancia em cancer de pulmao,
sendo primordial para a identificacio dos diferentes tipos histologicos e dos fatores
prognosticos e para a identificacdo de marcadores bioldgicos, contribuindo para o

direcionamento do tratamento do paciente (CAPELOZZI, 2009).

2.3 Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

O EGFR ¢ uma proteina transmembranar que pertence a familia c-erbB de
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receptores de tirosina-quinase (HERBST, 2004). A estrutura do EGFR compreende trés
dominios: extracelular, transmembrana e o dominio intracelular com atividade de tirosina quina
(MENDELSOHN; BASELGA, 2000). O EGFR desempenha um papel importante na regulagao
das fungdes celulares e quando esse gene € superexpresso ou mutado nas células cancerigenas,
influencia no comportamento da neoplasia e os tumores crescem mais rapidamente, sendo mais
agressivos. Portanto identificar alteracdes no EGFR pode influenciar o tratamento, o
prognoéstico e a sobrevida dos pacientes portadores de cancer de pulmao (SZUTOWICZ;
DZIADZIUSZKO, 2010). O EGFR ¢ ainda altamente expresso nos CNPCs e realiza
importantes fun¢des na regulagdo, na proliferacdo, na sobrevivéncia e na diferenciagdo das
células tumorais (LOPES; VATTIMO; CASTRO, 2015).

O tratamento adequado e direcionado sera escolhido de acordo com as alteracdes
genéticas identificadas nos tumores (SANTOS; SHEPHERD; TSAO, 2011). A técnica de PCR
¢ utilizada pra detectar mutagdes de interesse, utilizando a atividade da enzina DNA polimerase,
e se baseia na amplificagdo de sequéncias de DNA especifico, utilizando primers (LOPES,
2015). As mutagdes ocorrem nos éxons 18 a 21 do EGFR. Cerca de 85% dessas mutagdes
consistem em delegdes no éxon 19 e em mutacao pontual L858R no éxon 21. Os tumores com
essas mutagdes sdao altamente sensiveis a drogas inibidoras da tirosina quinase. As mutacdes
definem o grupo que pode ser tratado com efic4cia por terapia direcionada especifica (LOPES;

VATTIMO; CASTRO, 2015; ZHU; SHIH; LING, 2006) (Figura 2).

Figura 2 - Tlustracdo da estrutura de EGFR

y Extracellular Dominio
Domain Extracelular

Im" Dominio

S Transmembrane Tyansmembrana

Domain

Intracellular Dominio
Domain Intracelular

Fonte: Adaptado de centro de pés-graduagdo JK (2015).
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2.4 PDL-1

As células tumorais sdo reconhecidas pelo sistema imunoldgico, levando a uma
resposta imune que causa a morte celular do cancer. Existe um mecanismo conhecido como
evasao da resposta imune, onde o tumor expressa a molécula PD-L1, e assim as células tumorais
bloqueiam as respostas imunes antitumorais, ndo sendo detectadas (LIMA, 2019). A proteina
de morte programada (PD1), que ¢ uma proteina de checkpoint em células do sistema
imunoldgico, as células T, quando se liga ao seu ligante, a molécula PD-L1, limita as fungdes
das células do sistema imune. O PD-L1 ¢ expresso em grandes quantidades em alguns tumores
(PARDOLL, 2012; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Drogas que tem o alvo PD-1 ou
PD-L1 tem se mostrado muito promissoras no tratamento, pois bloqueiam essa liga¢do e
aumentam a respostas imune contra as células cancerigenas (AMERICAN CANCER

SOCIETY, 2019).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o diagnostico, o perfil imuno-histoquimico e a técnica de PCR para pesquisa
de alteracdes do EGFR em uma série de 29 amostras de tecido tumoral de pacientes com
diagnostico de neoplasia pulmonar que tiveram suas amostras analisadas no servigo de biopsia

do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara.

3.2 Objetivos especificos

a) Analisar aspectos epidemioldgicos: sexo e idade do paciente ao diagnostico;

b) Correlacionar os tipos e subtipos de carcinomas pulmonares com a expressao de
marcadores imuno-histoquimicos, confirmar os casos de metdstase pulmonar e
o sitio primério das neoplasias;

c¢) Correlacionar os tipos e subtipos de carcinomas pulmonares com alteragoes do
EGFR;

d) Correlacionar os subtipos de carcinomas pulmonares e grau de diferenciacdo com
expressdo PD-L1;
e) Correlacionar os subtipos de carcinomas pulmonares e grau de diferenciacdo com

mutacdes EGFR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho

Estudo transversal retrospectivo de uma série de 29 amostras de tecido tumoral de
pacientes com diagnostico de neoplasia pulmonar que tiveram suas amostras analisadas no
servico de biopsia do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do
Cear4, entre agosto de 2016 e margo de 2020.

As amostras dos casos selecionados foram revisadas, sendo realizadas releitura e
analise de laminas previamente confeccionadas por médico patologista com ampla experiéncia
na area, a fim de avaliar e confirmar pardmetros patologicos: diagnostico histopatoldgico e tipos
morfoldgicos; perfil de expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos; além da revisdo dos
exames de PCR para pesquisa de alteragdes do EGFR.

Os aspectos clinicos foram obtidos das informagdes descritas em formulério padrao
de solicitagdo de estudo andtomo-patologico enviadas ao setor de bidpsia. Os pardmetros

analisados foram apenas sexo e idade.

4.2 Detalhamento do exame de imuno-histoquimica

O perfil imuno-histoquimico foi avaliado apos revisdo e releitura de ldminas com
marcacdes especificas que foram realizadas nas amostras tumorais. Os referidos cortes foram
submetidos aos métodos de imunocoloracdo, utilizando anticorpos especificos para
diferenciagdo entre subtipos de neoplasias pulmonares, a depender da hipotese clinico-
radiolégica. Os principais marcadores imuno-histoquimicos utilizados foram: 1- CKS5/6,
anticorpo que tem como alvo citoqueratinas 5 e 6, sendo importante marcador de Carcinoma de
células escamosas, além de permitir distinguir mesoteliomas de carcinomas pulmonares; 2-
CK7, anticorpo que tem como alvo citoqueratina 7, expressada frequentemente em
adenocarcinomas de origem pulmonar; 3-34BE12, anticorpo que tem como alvo as
citoqueratinas de alto peso molecular, sendo importante marcador de Carcinoma de células
escamosas; 3- Cromogranina A, anticorpo que tem como alvo células com diferenciagao
neuroendodcrina; 4- Sinaptofisina, anticorpo que tem como alvo células com diferenciagao
neuroenddcrina; 5- Ki67, anticorpo que expressa o grau de proliferacdo celular; 6- TTF-1, ,
anticorpo que tem como alvo células neoplésicas de origem pulmonar; 7- p63, anticorpo de

marcacao nuclear, sendo também importante marcador de Carcinoma de células escamosas.
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Foram realizadas andlises de forma descritiva, qualitativa, e os resultados

apresentados em forma de graficos e tabelas.

4.3 Detalhamento do exame de Imuno-histoquimica para pesquisa de PD-L1

A imunoexpressao de PD-L1, um biomarcador tumoral, foi avaliada apds revisao e
releitura de laminas que foram realizadas nas amostras tumorais. A expressao de PD-L1 nas
células tumorais pode condicionar a atividade das células T pela ligagio ao PD-1 no
microambiente tumoral.

A reagdo imuno-histoquimica da proteina PD-L1 foi realizada utilizando-se clone
Dako 22C3 (DAKO Autostainer, AS480), seguindo o protocolo PD-L1 DAKO. O contraste
feito com hematoxilina e controles negativos também foram avaliados.

Para interpretagdo dos resultados, foi avaliada apenas a expressdo de PD-L1 em
células neoplasicas. A marcagdo membranar de qualquer intensidade de PD-L1 foi definida

como sendo positiva, a auséncia de marcacdo como negativa.

4.4 Detalhamento do exame de PCR para Pesquisa de alteracées do EGFR

A pesquisa de alteragdes do EGFR foi avaliada apds revisdo de laudos de exame de
PCR. O exame foi realizado apos selecdo de material representativo de amostras dos tumores
pulmonares, selecionando-se blocos com células neoplasicas fixados em formalina e incluidos
em parafina que foram submetidos a desparafinizagdo, a digestao e ao isolamento de DNA pelo
DNA Simple Preparation Kit (Roche: 05985536190, Registro ANVISA: 10287410963), com
pelo menos 10% de tumor viavel.

Foi feita revisao dos laudos do exame de PCR para pesquisa do EGFR. Foram
realizadas andlises de forma descritiva, qualitativa, e os resultados apresentados em forma de

tabelas e graficos.

4.5 Analise dos dados

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o software
GraphPad Prism versao 6.0 para Windows, no qual as analises foram realizadas com intervalo
de confianca de 95%. A frequéncia absoluta e o percentual de cada varidvel foram expressos,
sendo cruzados por meio dos testes exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson. Um valor - P

de <0,05 foi considerado para indicar significancia estatistica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

Foram analisados um total de 29 casos. Destes, 19 (66%) eram do sexo feminino e
10 (34%) do sexo masculino. Os tumores primdrios de pulmao representaram 25 casos (86%)
e os tumores secundarios 4 casos (14%), sendo 2 casos de metéstase de tumor primario do
figado, 1 da mama e 1 colorretal. O tipo histolégico predominante, entre os tumores primarios
do pulmao, foi adenocarcinoma, no total de 11 casos (38%), em seguida os casos de carcinoma
de células escamosas (CEC) e tumor carcinoide, ambos com 5 casos cada (17%), sendo 4 casos
de metastase (14%). Houve ainda 4 casos (14%) de outros tumores menos frequentes, que foram
carcinoma mucoepidermoide (CME) de baixo grau endobronquico, hamartoma
pleuropulmonar, hiperplasia adenomatosa atipica e linfoma de zona marginal extranodal. Todos
os casos de metdstase de tumor primdrio do figado foram pds-transplante hepatico (Tabela 1).

A maioria dos CNPCs eram de grau histologico moderadamente diferenciados, 12
casos (75%), sendo 4 casos de grau pouco diferenciado (25%). A expressao de PDL-1 foi
estudada em 16 casos de CNPCs, sendo destes apenas 02 positivos (12%) e 14 negativos (88%).
As alteracdes de EGFR foram estudadas também nos mesmos 16 casos, sendo 04 mutados

(25%) e 12 ndo-mutados (75%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Informagdes gerais e dados epidemioldgicos dos pacientes analisados

Sexo \ N \ %0
Masculino 10 34,4
Feminino 19 65,6
Idade
<65 anos 14 48,3
>65 anos 15 51,7
Sitio tumoral
Tumor primario 25 86,2
Tumor secundario 4 13,8
Figado* 2 50,0
Mama 1 25,0
Colorretal 1 25,0
Perfil histologico
Adenocarcinoma 11 37,9
Escamocelular 5 17,2
Carcinoide 5 17,2
Metastase 4 13,8
Outros tumores 4 13,8
Carcinoma mucoepidermoide 1
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Hamartoma pleuropulmonar 1
Hiperplasia adenomatosa 1
atipica 1
Linfoma de zona marginal
extranodal
Grau de diferenciacao (CNPCs)
Bem diferenciado 0 0
Moderadamente diferenciado 12 75,0
Pouco diferenciado 4 25,0
Expressao de PD-L1 (CNPCs)
Positivo 2 12,0
Negativo 14 88,0
Expressao de EGFR (CNPCs)
Mutado 4 25,0
Nao-mutado 12 75,5

*Todos os casos de metdstase de hepatocarcinoma foram pés transplante
Fonte: Elaborada pela autora.

A idade média do total de pacientes analisados foi de 61,5 + 15,2 anos (30-85 anos),
com mediana de 66 anos, sendo que 14 (48%) tinham menos de 65 anos e 15 (52%) mais de 65
anos. Na analise comparativa de idade ao diagndstico e ao sexo, os homens tiveram idade média
de 64,7 + 13,2 anos (45-85 anos) com mediana de 67 anos; as mulheres tiveram idade média de

59,8 + 16,2 anos (30-82 anos) com mediana de 64 anos (Tabela 2/Grafico 1).

Tabela 2 — Andlise comparativa entre a idade ao diagndstico e sexo

Total Feminino Masculino p-
(n=29) (n=19) (n=10) valor
Média + Desvio Padrao (anos) 61,5 =+ 59,8 +16,2 64,7 £13,2
15,2
Mediana (anos) 66 64 67 0,4168
Minimo (anos) 30 30 45
Maximo (anos) 85 82 85

ANOVA Summary
Fonte: Elaborada pela autora.



22

Grifico 1 — Anélise comparativa entre a idade ao diagndstico e sexo
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Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise comparativa entre o subtipo histoldgico e o sexo mostrou que, no sexo
feminino, 07 casos foram de adenocarcinoma (36%), 04 casos foram carcinoma de células
escamosas (21%), 04 casos de tumores carcinoide (21%) e 02 casos de metastase de outros
sitios (11%), além de outros tumores de menor frequéncia. Nos pacientes do sexo masculino,
04 casos foram de adenocarcinoma (40%), 01 caso de carcinoma de células escamosas (10%),
01 caso de tumor carcinoide (10%), 02 casos de metastase de outros sitios (20%), além dos

demais tumores de menor frequéncia (Tabela 3/Gréfico 2).

Tabela 3 — Andlise comparativa entre subtipo histolégico e sexo

Total Feminino Masculino p-valor

N % N % N %
Adenocarcinoma 11 38 7 36 4 40
Carcinoma de células

17 4 21 1 10
escamosas
0,7728

Carcinoide 5 17 4 21 1 10
Adenocarcinoma 4 14 2 11 2 20
secundario
Outros tumores 4 14 2 11 2 20

ANOVA Summary
Fonte: Elaborada pela autora.
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Griafico 2 — Anélise comparativa entre perfil histolégico do tumor e sexo
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na anélise comparativa entre idade e tipos de carcinoma pulmonar, os casos de
adenocarcinoma tiveram idade média de 58,9 + 17,4 (30-85 anos) e mediana de 66 anos; os
casos de CEC tiveram idade média de 71,2 + 6,8 (62-80 anos) e mediana de 71 anos; os casos
de tumor carcinoide tiveram idade média de 65,4 + 11,3 (50-82 anos) e mediana de 65 anos.
Nos casos de metéstase pulmonar, a idade média foi 69,8 + 9,0 (59-81 anos) com mediana de
69,5 anos. Nos demais tipos de tumores pulmonares menos frequentes a idade média foi 43,3 +

8,7 (33-53 anos) e a mediana de 43,5 anos (Tabela 4).

Tabela 4 — Andlise comparativa de idade entre os subtipos histolégicos

Total Adenocarcinoma | CEC | Carcinoide | Metastase | Outros | p-valor

(n=29) (n=11) (n=5) | (n=5) (n=4) (n=4)
Média + 61,5 = 71,2 654 + 69,8 + 433 +

58,9+ 17,4

DP(anos) 15,2 +6,8 11,3 9,0 8,7*
Mediana

66 66 71 65 69,5 43,5
(anos)

0,0316*

Minimo

30 30 62 50 59 33
(anos)
Maximo

85 85 80 82 81 53
(anos)
ANOVA Summary

CEC: Carcinoma de células escamosas; DP: desvio padrio.
Fonte: Elaborada pela autora.

Entre os adenocarcinomas, o grau de diferenciagdo mostrou que 7 eram

moderadamente diferenciados, 3 eram bem diferenciados, e apenas 01 pouco diferenciado.
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Quanto ao subtipo histolégico, 3 eram lepidicos, 5 eram acinares, 1 era papilifero e 2 eram

sélidos (Tabelas 05).

Tabela 5 — Prevaléncia dos principais subtipos histolégicos e grau de diferenciagdo entre os
adenocarcinomas

Subtipo histolégico N %0
Acinar 5 45,4
Lepidico 3 27,3
Solido 2 18,2
Papilifero 1 9,1
Grau de diferenciacao N %
Bem diferenciado 3 27,3
Moderadamente diferenciado 7 63,6
Pouco diferenciado 1 9,1

Fonte: Elaborada pela autora.

A anélise da expressdao de PD-L1 e alteracdes EGFR nos CNPCs mostrou que 02
casos de adenocarcinoma expressaram PD-L1 (18%). Todos os casos de CEC testados foram
negativos. As alteracoes de EGFR foram positivas em 04 casos de adenocarcinoma (36%).
Todos os casos que apresentaram expressio de PDL-1 ou alteracbes EGFR foram de

adenocarcinoma de grau histolégico moderadamente diferenciado (Tabela 6).

Tabela 6 — Andlise da expressdo de PD-L1 e alteracdes EGFR em CNNPs

Adenocarcinomas CEC ‘ p-valor
N % N %
Expressao PD-L1
Posztnio 2 18 0 0 1.000
Negativo 9 82 5 100
Alteracoes EGFR
Mutado 4 36 0 0
Néo mutado 7 64 5 100 0,244

ANOVA Summary
Fonte: Elaborada pela autora.

Na andlise comparativa da expressdo de PD-L1 e tipos histolégicos de
adenocarcinomas, foi observado que 01 caso era tipo acinar (50%) e 01 caso tipo lepidico

(50%). Todos os adenocarcinomas que apresentaram alteracdes EGFR eram do tipo acinar. A
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mutacdo EGFR encontrada em todos os pacientes foi posi¢cdo C01:C03, mutacdo L858R no

éxon 21 (Grafico 3/ Grafico 4).

Gréfico 3 — Andlise comparativa entre subtipo histolégico de adenocarcinoma e
expressao de PD-L1
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Fonte: Elaborado pela autora.

Grafico 4 — Analise comparativa entre grau histologico de adenocarcinoma e

expressao de EGFR
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Fonte: Elaborado pela autora.

Do total de tumores carcinoides analisados, 04 casos (80%) foram carcinoides
tipicos € 01 caso (20%) foi de carcinoide atipico. Todos os casos de carcinoide tipicos
ocorreram em pacientes do sexo feminino, que apresentaram idade média de 65,5 + 13,1 anos
(50-82 anos) e mediana de 65 anos. O unico caso analisado de carcinoide atipico foi em um

paciente do sexo masculino de 65 anos de idade (Tabela 7).



Tabela 7 — Perfil de pacientes com diagndstico de tumor carcinoide

Paciente \ Sexo \ Idade (anos)

Carcinoide tipico

Paciente 01 Feminino 50

Paciente 02 Feminino 66

Paciente 03 Feminino 64

Paciente 04 Feminino 82
Carcinoide atipico

Paciente 05 Masculino 65

Fonte: Elaborada pela autora.
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O perfil imuno-histoquimico dos casos de adenocarcinoma mostrou que todos

apresentaram imunoexpressdo de TTF1 e auséncia de marcacdo para p63, dentre outros

marcadores realizados. O perfil imuno-histoquimico dos casos de carcinoma de células

escamosas mostrou o contrdrio. Todos os casos apresentaram negatividade para o marcador

TTF-1 e imunoexpressdo para p63. Nestes casos também houve imunoexpressao marcante de

ck5/6 e 34BE12 em elevado percentual dos casos. No painel de imuno-histoquimica dos casos

de tumores carcinoides foi observado predominio de marcacdo em todos os casos de

Cromogranina A e Sinaptofisina, sendo o ki67 baixo nos casos de carcinoide tipico, cerca de 2

a3%, e elevados nos casos de carcinoide atipico com positividade de até 40% (Tabela 8/ Grafico

5).

Tabela 8 — Imunoexpressdo de marcadores de acordo com o subtipo histolégico

TTF-1 | P63 | CK7 | CK | 34BE12 | Cromogranina | Sinaptofisina | CD56
5/6
ADENOCARCINOMAS 100 0300 - - -
% % % -
CARCINOMA DE
CELULAS 3 ],57)0 - ?,/0 ?70 - -
ESCAMOSAS ? ¢ ¢ 7 )
CARCINOIDES -- -- - -- -- 100% 100% 30%

Fonte: Elaborada pela autora.
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Griafico 5 — Imunoexpressao de marcadores de acordo com o subtipo histolégico
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Discussao

O cancer de pulmao ¢ mais prevalente no sexo masculino, na idade de 60 anos ou
mais, porém vem sendo observada uma tendéncia crescente na mortalidade entre as mulheres
nas ultimas décadas, pois observa-se o aumento do tabagismo entre as mulheres (SILVA ef al.,
2008). Neste atual estudo, evidenciou-se uma maior prevaléncia no sexo feminino, respondendo
por 66% do total de casos analisados. A idade média encontrada foi de 61 anos com mediana
de 66 anos. Este estudo revelou ainda que a idade média em homens foi levemente superior que
a idade em mulheres, 64 anos em comparagao com 59 anos, respectivamente, estando de acordo
com a epidemiologia desta doenga (UEHARA; JAMNIK; SANTORO, 1998).

A maioria dos casos deste estudo mostrou tratar-se de tumores primarios, 25 casos
(86%), contra apenas 04 casos (14%) de tumores secundarios, sendo 02 casos de metastase de
hepatocarcinomas, 01 de carcinoma mamario e 01 de adenocarcinoma colorretal.

A metastase pulmonar pode ocorrer em portadores de neoplasias extratoracicas e a
incidéncia varia de 20% a 54% nos pacientes acometidos por cancer. Os sitios primarios que
mais dao metastase para o pulmao sao mama, colon, rim, utero e carcinomas da regido cabeca
e pescoco (HIRAKATA; NAKATA; NAKAGAWA, 1995).

Um dado interessante deste estudo ¢ que todos os casos de metastase de
hepatocarcinoma foram pds-transplante hepatico; dado que esta de acordo com estudos prévios
que mostram que até 56% dos pacientes poOs-transplante de figado podem apresentar lesdes
secundarias pulmonares, onde o retorno venoso que flui pro pulmao através do sistema vascular,
geralmente acomete o pulmao com as metéstases extratoracicas (SCHLITT et al., 1999).

O tipo histologico predominante, entre os tumores primarios do pulmado ¢

adenocarcinoma, seguido pelos CEC (ISMAEL et al., 2010). Este trabalho mostrou um
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percentual de 38% de adenocarcinomas e 17% de CEC. O tipo mais comum de adenocarcinoma
¢ o acinar, seguido dos tipos sélido, micropapilar, papilar e lepidico (COLLISSON et al., 2014).
Observou-se neste estudo que dos 11 casos de adenocarcinoma, 05 foram tipo acinar, 03 tipo
lepidico, 02 tipo solido e 01 tipo papilifero.

Alguns estudos mostram que o adenocarcinoma seria mais prevalente em mulheres,
j4 em homens, o carcinoma de células escamosas seria o mais comum (EL-TORKY; EL-ZEKY;
HALL, 1990; CHEN et al., 2006; TSUKAZAN et al., 2017). Este atual estudo mostrou que no
sexo feminino houve 07 casos de adenocarcinomas, contra 04 casos do sexo masculino.

A idade média de apresentagdo dos tipos de carcinomas pulmonares também ¢
distinta segundo alguns estudos, sendo os adenocarcinomas mais comuns em idade média
superior a 55 anos, o carcinoma de células escamosas com idade média superior a 60 anos ¢ os
carcinoides com idade média entre 55 e 60 anos (COLACO et al., 1992; SOUZA,;
VASCONCELOS; CRUZ, 2012; SAGERUP et al., 2012; TSUKAZAN et al.,2017; HOBBINS
et al., 2016). Este trabalho revelou que a idade média encontrada foi de 58 anos para
adenocarcinomas, 71 anos para CEC e 65 anos para carcinoide.

A expressao de PDL-1 ¢ mais comumente observada nos adenocarcinomas
moderadamente e pouco diferenciados, com estudos revelando ainda maior percentual de
expressao em tipo solido, em sexo masculino e na faixa etaria entre 50 e 70 anos (OLIVEIRA,
2018; LIMA, 2019; ALEXANDRE, 2018). Este trabalho mostrou que do total de casos
analisados de adenocarcinoma, apenas 02 foram positivos e 09 foram negativos. J4 em CECs
este estudo ndo revelou imunoexpressao de PD-L1.

As alteracdes de EGFR sdo mais comumente observadas nos adenocarcinomas do
tipo acinar com maior percentual no sexo feminino e na idade inferior ou igual a 70 anos
(OLIVEIRA et al., 2018). Este estudo mostrou que 04 casos (36%) apresentavam alteracdes
EGFR, sendo todos adenocarcinomas acinares, sendo 3 no sexo feminino € 4 no sexo
masculino.

Estudos revelam ainda que a expressdao de PDL-1 pode estar relacionada ou nao a
alteracdes de EGFR, sendo esta associagdo mais observada no adenocarcinoma tipo acinar,
principalmente em pacientes mais velhos com idade superior a 70 anos e do sexo masculino
(TAKADA et al.,2018; YANG et al., 2017; D'INCECCO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2019).
Este estudo nao mostrou relagdo entre os casos que apresentaram imunoexpressao de PD-L1 e
alteracdes EGFR.

O local mais comum de ocorréncia de alteracdes no EGFR ¢ uma deleg¢ao no éxon

19 e a mutagdo L858R no éxon 21 (MELO et al., 2015; INOUE et al., 2016). Neste estudo
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todos os pacientes apresentavam mutacdes na posi¢do C01:C03, mutagdo L858R no éxon 21.

A literatura mostra que os tumores carcinoides mais prevalentes sao tipicos no sexo
feminino e com idade média entre 55 ¢ 60 anos (MCCAUGHAN; MARTINI; BAINS, 1985).
Este atual trabalho revelou que 80% dos casos foram tipicos e 20% atipicos, sendo mais comuns
em mulheres com idade média de 65 anos.

A recomendag¢do padrdo para andlises de tumores ¢ que se facam os marcadores
essenciais a fim de ndo haver desgaste do material coletado na bidpsia, sendo recomendada
pesquisa inicial com TTF1 e p63 ou p40, a fim de elucidagdo diagnostica e, somente apds isso,
poder-se-a realizar extensdo do painel, caso seja necessario (CAPELOZZI, 2009). Em
adenocarcinomas, a grande maioria ¢ positiva para TTF1 e negativa para p63 (KARGI;
GUREL; TUNA, 2006). Os CECs sao em grande maioria negativos para TTF1 e positivos para
p63 (KARGI; GUREL; TUNA, 2007). J& os tumores carcinoides costumam expressar
cromogranina, sinaptofisina, CD56 e demais marcadores neuroendocrinos, além de
costumarem apresentar indice de proliferagao celular pelo ki67 <5% (GROSS et al., 2019;
CAPELOZZI, 2009).

Neste estudo revelou-se expressao para TTF-1 e auséncia de marcagdo para p63 em
todos os casos de adenocarcinomas. Os casos de CECs mostraram o oposto, onde todos os casos
apresentaram negatividade para o marcador TTF-1 e para a expressao para p63. Os casos de
carcinoides revelaram marcagdo dos reagentes neuroenddcrinos: cromogranina e sinaptofisina,
sendo o ki67 baixo em carcinoides tipicos, cerca de 2 a 3%, e elevado no caso do paciente com
tumor carcindide atipico, com positividade de até 40%.

Outros tumores encontrados neste estudo foram carcinoma mucoepidermoide
(CME) de baixo grau endobronquico, hamartoma pleuropulmonar, hiperplasia adenomatosa
atipica e linfoma de zona marginal extranodal. A literatura médica mundial mostra que os
hamartomas sdo tumores benignos raros e mais comuns em adultos. O CME ¢ um carcinoma
tipo glandula salivar simile que corresponde de 0,3% a 1% de todas as neoplasias malignas e
tende a apresentar crescimento lento. Linfomas de zona marginal extranodal sdo os linfomas
mais comuns entre os tipos de linfomas primarios pulmonares, tendo progressao lenta e sendo
curdvel em estagios iniciais (WANG et al., 2019; SAADI et al., 2015; A. C. CAMARGO
CANCER CENTER, 2019; BRASIL, 2020).

Em suma, este projeto abre perspectiva de novos estudos e extensdo investigativa.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou a relevancia do estudo imuno-histoquimico e da
realizagdo de PCR para pesquisa de alteragdes EGFR na avaliagao de fatores prognosticos,
identificacdo dos diferentes tipos histologicos, defini¢do de casos primdrios e determinacao de
sitios primdrios dos tumores secundarios, a fim de contribuir no direcionamento do tratamento
dessa doenga e melhorar a qualidade de vida destes pacientes.

A pesquisa de alteracdes de EGFR pela técnica de PCR se mostra primordial, pois
com o tratamento adequado ha um impacto no prognéstico dos pacientes. Os resultados
coletados corroboram, em sua maioria, com dados ja descritos na literatura.

A maior prevaléncia de casos em mulheres contrasta com o que a literatura mostra,
mas estudos ja mostram que hé uma tendéncia crescente de casos de cancer de pulmao entre as
mulheres. Os tragos sdo semelhantes a perfil ja conhecido de pacientes com cancer de pulmao,
como a positividade de TTF-1 e negatividade pra p63, e o adenocarcinoma sendo o tipo
histologico predominante. Os casos de metéstase de hepatocarcinoma pds-transplante concorda
com pesquisas prévias que mostram a prevaléncia de lesdes secundarias pulmonares nesses
pacientes transplantados.

Os parametros analisados foram apenas idade e sexo, abrindo caminhos futuros para

novos estudos com mais variaveis relevantes.
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