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RESUMO

Silva MJB. Avaliacdo da expressao das proteinas CD74, TGFB1 e TGFB2
em tumores de pulméo de células ndo-pequenas operados e correlagdo
com evolucdo clinica. Sao Paulo; 2011. [Dissertacdo de Mestrado-

Fundacdo Anténio Prudente].

Introducédo: O cancer de pulmé&o de células ndo-pequenas (CPCNP) é um
problema de saude mundial pela alta frequéncia e mortalidade. A cirurgia
permanece como principal modalidade curativa, empregada apenas nos
estadios inicias. A despeito da ressecc¢ao curativa e do tratamento adjuvante,
grande parte dos pacientes ira apresentar recidiva da doenga, mesmo nos
estadios iniciais. Recentemente estudos tém demonstrado que aspectos
relacionados com o processo inflamatério se correlacionam com a evolugao
das neoplasias. O CD74, TGFB1 e B2 exercem papel fundamental na
regulagcdo do processo inflamatério. Objetivos: Avaliar a marcagao de
CD74, TGFB1 e B2 no tumor e estroma, e correlacionar com dados clinico-
patolégicos e de evolugdo em pacientes com CPCNP operados. Material e
métodos: 129 Pacientes com CPCNP ndo-metastaticos, operados, sem
terapia prévia e com disponibilidade de material anatomopatolégico e de
evolugdo clinica foram avaliados através de imunoistoquimica para CD74,
TGFB1 e TGFB2 no tumor e estroma tumoral. Os casos foram analisados de
acordo com a intensidade e percentagem de células positivas. As analises
estatisticas entre as variaveis foram realizadas de acordo pelo método de
qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher. As curvas de sobrevida
global(SG) e livre de recidiva(SLR) foram analisadas pelo método de Kaplan-
Meier, e a comparagao entre elas foi feita através do teste de Log-rank. Na
analise multivariada para sobrevida, usou-se 0 modelo de riscos
proporcionais de Cox. Resultados: A marcacdo de CD74 em mais de 50%
das células, quando avaliada no tumor, se correlacionou com melhor
sobrevida livre de recidiva (SLR em 3 anos: 93,3% x 67,8%, p=0,018) e se



associou de forma significativa com sexo feminino (p=0,003), ndo-tabagistas
(p=0,019), tipos histoldgicos adenocarcinoma e bronquiolo-alveolar(p=0,001)
e estadio | (p=0,001), fatores sabidamente de bom progndéstico. Nesse
estudo TGFB1 e TGFB2 néo se correlacionaram com SLR e SG. Na analise
multivariada para SLR apenas o estadio patoldégico permaneceu como
variavel independente. Na analise multivariada para SG, estadio e idade se
mostraram como variaveis independentes. Conclusao: Acreditamos que o
CD74 tenha um papel importante na biologia do CPCNP inicial e sua
interacdo com o hospedeiro, embora precisemos esclarecer melhor o seu
significado, tanto pela avaliagdo da expressao de moléculas coadjuvantes e
reguladoras (MIF, CD44), quanto pela melhor caracterizacdo do

microambiente celular onde estamos observando esta expressao.



SUMMARY

Silva MJB. [CD74, TGFB1 and TGFB2 protein expression analysis in
resected non-small cell lung cancer and its correlation with clinical
outcomes]. Sdo Paulo; 2011. [Dissertagdo de Mestrado-Fundacdo Antdnio

Prudente].

Background: Non-small cell lung cancer(NSCLC) is a worldwide health
problem for high frequency and mortality. Surgery remains the main curative
option, offered only in the early stages. In spite of curative resection and
adjuvant therapy, most patients will relapse, even in the early stages.
Surgery remains the main curative option, offered only in the early stages. In
spite of curative resection and adjuvant therapy, most patients will relapse,
even in the early stages. Recently, studies have shown that aspects of the
inflammatory process can influence the behavior of tumors. The CD74,
TGFB1 and B2 play a key role in regulating the inflammatory process.
Objectives: To evaluate the expression of CD74, TGFB1 and B2 in tumor
and stroma, and correlate with clinical and pathological outcomes in patients
with NSCLC who underwent curative resection. Material and methods: One
hundred twenty-nine patients with non metastatic NSCLC operated without
prior therapy and with availability of pathological material and clinical
outcome were evaluated by immunohistochemistry for CD74, TGFB1 and
TGFB2 in tumor and stroma. Cases were analyzed according to the intensity
and percentage of positive cells. Statistical analysis between variables were
performed according the method of Chi-square or Fisher's exact test. The
curves of overall survival (OS) and relapse-free (RFS) were analyzed by the
Kaplan-Meier method and comparison between them was done using the
Log-rank test. In multivariate analysis for survival, we used the proportional
hazards model of Cox. Results: The positivity of CD74 in more than 50% of
the cells, when evaluated in the tumor, correlated with better relapse-free
survival (RFS, 3 years: 93.3% vs. 67.8%, p = 0.018) and was associated



significantly with sex (p = 0.003), nonsmokers (p = 0.019), bronchioloalveolar
and adenocarcinoma histologic types (p = 0.001) and stage | (p = 0.001),
factors known to be of good prognosis. In this study TGFB1 and TGFB2 did
not correlate with OS and RFS. In multivariate analysis for RFS only
pathological stage proved to be as independent variable. In multivariate
analysis for OS, pathological stage and age were independent factors.
Conclusion: We believe that CD74 has an important role in the biology of
NSCLC and its initial interaction with the host, although we need to further
clarify its meaning, both by evaluating the expression of supporting and
regulating molecules (MIF, CD44). We also need a better characterization of

the microenvironment where we are observing this expression.
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1  INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PULMAO DE CELULAS NAO-PEQUENAS

A importancia de estudar o cancer de pulmao vem crescendo ao
longo das ultimas décadas. Desde 1985 o cancer de pulmdo € a neoplasia
maligna mais frequentemente diagnosticada em todo o mundo (excetuando-
se os tumores de pele ndo-melanoma), com mais de 1 milhdo de casos
diagnosticados anualmente, e além da sua alta incidéncia, possui elevada
taxa de mortalidade, sendo o lider de morte relacionada ao cancer em
ambos os sexos (JEMAL et al. 2009). O cancer de pulmao é representado
histologicamente em mais de 85% dos casos por tumores de células nao-
pequenas (CPCNP), principalmente pelos subtipos histologicos
adenocarcinoma e carcinoma epidermoide. A cirurgia permanece como a
principal modalidade de tratamento com intencédo curativa nesta neoplasia,
estando indicada nos estadios (AJCC 2010): I, Il e num pequeno percentual
de pacientes com estadio IlIA . Entretanto este subgrupo compreende
apenas cerca de 20% dos pacientes ao diagnostico (MOUNTAIN 1997).

O tratamento adjuvante padrdo se baseia em quimioterapia sistémica
com combinagdes contendo um sal de platina, observando-se ganho
absoluto de sobrevida em 5 anos que varia de 4% a 15% de acordo com o
estudo analisado. Apesar do tratamento adjuvante sistémico adequado nos

pacientes com tumores em estadio inicial ressecados, cerca de 40% desses



pacientes apresentarao recidiva da doenga em 5 anos, incluindo os tumores
mais iniciais, como no estadio IA (<3,0cm), que apresentam taxa de recidiva
de 15% e, atualmente, ndo s&o incluidos em nenhum protocolo de
tratamento adjuvante. Fica claro que o sistema de estadiamento utilizado
nao permite estabelecer com precisdo o desfecho do paciente apds o
tratamento (ARRIGADA et al. 2004; WINTON et al. 2005; DOUILLARD et al.
2006).

Na tentativa de responder estas questdes varios estudos tém
pesquisado marcadores de predicdo de resposta ao tratamento e
relacionados a sobrevida (por exemplo: mutagdes especificas do EGFR e
determinados padrdes de expressao protéica: ERCC1 e RRM1), bem como
analisado em conjunto grupos de genes envolvidos em proliferagao,
angiogénese, invasao e metastase (DUSP6, MMD, STAT1, ERBB3 e LCK),
estabelecendo assinaturas genéticas com poder de distinguir subgrupos com
evolugdes diferentes dentro do mesmo estadio (SIMON et al. 2005; HSUAN-
YU et al. 2007; SEQUIST et al. 2007; KLIM et al. 2008). Recentemente,
varios estudos estdo analisando padrdées de resposta inflamatéria em

CPNPC e sua evolucéo clinica.

1.2 INFLAMACAO E CANCER

Em 1863, Rudolf Virchow elaborou o conceito de que o infiltrado
linforeticular intratumoral poderia refletir a origem do céncer apds a

observagédo do surgimento de neoplasias em sitios de inflamagao crénica,



sugerindo uma forte conexao entre inflamagao e cancer. Atualmente, sabe-
se que a maioria dos tumores ¢ infiltrado por células do sistema imune, e
determinadas caracteristicas da resposta imune local sdo frequentemente
relacionadas com a evolugao clinica da neoplasia. Teorias iniciais onde a
imunidade inata e adaptativa exerceriam apenas efeito protetor contra as
neoplasias (imunovigilancia tumoral — Burnet e Tomas 1950) foram
recentemente contestadas através de experimentos laboratoriais e clinicos.
As evidéncias demonstram que a resposta inflamatéria, a depender de
caracteristicas especificas, como por exemplo, o tipo do infiltrado celular e
de determinadas citocinas produzidas, pode estar fortemente relacionada
com iniciagdo, promogao e progressao da neoplasia. Entretanto, muito dos
mecanismos moleculares e celulares mediadores desta relagdo permanece
nao completamente elucidado (COUSSENS e WERB 2002; DUNN et al.
2002; PHILIP et al. 2004).

No processo inflamatério “normal” ocorre o desencadeamento de uma
resposta tecidual a uma injuria causada por um “estimulo inflamatério”. Uma
rede multifatorial de sinais quimicos inicia e mantém a resposta do
hospedeiro no intuito de “cicatrizar” o tecido afetado. Este “estimulo
inflamatdrio” pode ser decorrente de um evento fisico, substancias quimicas,
um corpo estranho, infecgdes ou combinagdes dos mesmos. Os neutrdéfilos
(eosindfilos em alguns casos) sdo as primeiras células do sistema imune a
serem recrutadas durante a resposta inflamatéria aguda. A quimiotaxia
destas células é estimulada por fatores como leucotrieno B4, calicreina,

complemento circulante Cb5a, produtos bacterianos (se presentes) e por



numerosos fatores liberados por plaquetas no sitio da lesdo (ex.: PDGF,
TGFB, fator plaquetario — 4 e fator ativador plaquetario). Esse infiltrado
inflamataério inicial, composto principalmente pela migragcao de neutréfilos e
por mastocitos locais, servira como fonte de producdo de citocinas pro-
inflamatdrias envolvidas na resposta inicial como fator de necrose tumoral —
alfa (TNFA), interleucina (IL) 1A, IL1B e IL 8. Essas citocinas atuam como
mediadores de aderéncia leucocitaria ao endotélio vascular, direcionando e
restringindo leucdcitos para a area da injuria tecidual. Elas também iniciam o
reparo tecidual pela indugcdo da expressdo de metaloproteinases (MMPs)
pela matriz e pelo estimulo a produgcdo de fatores de crescimento de
queratinécitos (KGF e FGF 7) através dos fibroblastos (COUSSENS e
WERB 2002; DUNN et al. 2002).

O processo de resposta tecidual também estimula a quimiotaxia de
monocitos, principalmente do sistema venoso, para o sitio de lesdo. Os
fatores implicados na quimiotaxia destas células incluem o fator plaquetario-
4, TGFB, PDGF, IL1B, TNFA, MIP(macrophage inflammatory protein)-
1A/CCL3 e 1B/CCL4 e, principalmente, as citocinas denominadas MCPs
(monocyte chemoattractant protein) 1 (CCL2), 2(CCL8) e 3(CCL7). A medida
que ocorre o aumento do numero de mondcitos teciduais, o infiltrado
neutrofilico diminui (SICA et al. 2006). Uma vez no sitio de leséo tecidual, os
monocitos sofrem acdo de citocinas produzidas in situ pelas células do
estroma e por outras células inflamatdrias no local e se diferenciam em
células dendriticas imaturas ou macrofagos a depender do pool de citocinas

estimuladoras. A diferenciacdo em células dendriticas imaturas ocorre



principalmente em decorréncia dos efeitos estimulatérios de IL4 e do fator
estimulante de colénia de macrofago-granulécito(GM-CSF) (SICA et al.
2006; ZITVOGEL et al. 2006).

Existem varios subtipos diferentes de células dendriticas (DC),
contudo, podem ser classificadas basicamente em dois grandes grupos:
células dendriticas convencionais e células dendriticas plasmocitoides. As
células dendriticas convencionais sao caracterizadas pela habilidade de
reconhecer rapidamente uma alteracdo na homeostase através da alta
expressao de receptores de reconhecimento de padrao (pattern recognition
receptors - PRRs). Diante desta situacdo de alteragao tissular, as DC
convencionais imaturas migram para a regidao de inflamacéo, capturam
antigenos, sofrem processo de maturagéo, caracterizado pela alta secregao
de citocinas pro-inflamatdrias (IL2, TNFA, IL 6, IL 1, IFN tipo |, dentre outras)
e migram para a zona de linfocitos T dos linfonodos através da drenagem
linfatica regional. Nesta localizagéo, as células dendriticas maduras/ativadas
apresentam os antigenos para os linfécitos T CD8+ e CD4+ através do
Complexo Principal de Histocompatibilidade maior (MHC) tipo | e I,
respectivamente, e levam a ativagao linfocitaria T, tanto de células naive,
quanto de células T de memodria, funcionando como uma ponte entre a
resisténcia imune inata e a imunidade adaptativa. As citocinas pro-
inflamatdrias produzidas durante o processo de maturagcao das células
dendriticas contribuem para a ativagao de outras células do sistema imune e
de células do estroma envolvidas no processo inflamatério (BELL et al. 1999;

ZITVOGEL et al. 2006).



As células dendriticas plasmocitdides sao células com fungdes e
biologia diferentes das DC convencionais, possuem morfologia
“‘plasmocitoide” e somente apdés a ativacdo € que passam a apresentar
morfologia dendritica e algumas das fun¢des de apresentacédo de antigenos.
Diferentemente das DC convencionais, elas migram para os tecidos e
linfonodos predominantemente através da via hematogénica. Estas células
sao as maiores produtoras in vivo de IFN tipo | durante infeccbes virais e
possuem propriedades imunossupressoras, ainda n&o completamente
esclarecidas, que incluem a capacidade de produzir uma enzima
imunossupressora, a indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), e ativar células T
produtoras de IL10, citocina com propriedades anti-inflamatoérias e
imunorreguladoras (BELL et al.1999; COLONNA et al. 2004; ZITVOGEL et
al. 2006).

Apds a ativagdo e diferenciagcdo dos macrofagos a partir dos
monocitos recrutados ao sitio de inflamagao, estes tornar-se-4o a principal
fonte de fatores de crescimento e citocinas que modulam o reparo tecidual
(TGFB1, PDGF, FGF, TGFA, Insulin Growth Factor | e Il, TNFA e IL1),
assumindo, portanto, a responsabilidade pela evolucdo do processo
inflamatdrio. Células do microambiente tumoral (epiteliais, mesenquimais e
do endotélio vascular) sdo profundamente afetadas pela produgdo de
citocinas pelos macréfagos (LEE et al. 2006). Entretanto, a funcgéo
macrofagica € bastante heterogénea, podendo variar desde a promogao da
atividade inflamatdria até fungdes anti-inflamatérias, imunopermissivas e pro-

angiogénicas. O estado de ativagdo destas células (M1, macrofagos



classicamente ativados, ou M2, macrofagos “alternativamente” ativados), é
dependente de varios fatores que influenciam o fendtipo entre estes dois
polos de diferenciagdo, sendo determinado por um background genético
adequado e por estimulos especificos presentes no microambiente em
questdo, como por exemplo, determinados agentes microbianos, produtos
tumorais e linfocitos T efetores (Th1 ou Th2) e seus produtos, ou seja, em
ultima analise esta diferenciagdo depende da interagao entre o patégeno e o
tecido do hospedeiro. Na presenga de GM-CSF, Interferon gama (IFN G),
TNFA, lipopolissacarides e outros produtos microbianos os mondécitos se
diferenciam predominantemente em macréfagos M1, que sédo caracterizados
pela alta capacidade de apresentar antigenos, alta produgao de 1L12, IL1, IL
6 e IL 23, e baixa producdo de IL10 e, consequentemente, ativagao de uma
resposta imune tipo 1 (Th1). Esse pdlo de ativacdo possui acado anti-
proliferativa e atividade citotdxica através da secrecdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (6xido nitrico, peroxinitrito, peréxido de hidrogénio e
superéxido). Baseado nessas caracteristicas, macrofagos M1 séo
geralmente considerados como células com potente capacidade de
destruicdo de microrganismos e células tumorais, além de ser uma fonte
importante de citocinas pré-inflamatérias (LEE et al. 2006; ALLAVENA et al.
2008; ONO 2008).

No outro extremo, na presengca de IL4, IL13, agentes
imunossupressores (corticosterdides, vitamina D3, prostaglandinas) e
principalmente de IL10 e M-CSF (fator estimulador de col6nias de

macrofagos) os mondcitos se diferenciam em macréfagos M2, que possuem



a caracteristica de promover resposta imune tipo Il (Th2), promovendo,
dentre outras coisas, o remodelamento da matriz extracelular, reparo
tecidual e angiogénese. Os macréfagos M2 possuem atividade
imunorreguladora e anti-inflamatéria através da alta produgdo de IL10 e
TGFB e baixa producido de IL12, contrapondo e atenuando o processo
iniciado por macréfagos do pdlo M1 (JO et al. 2006; ALLAVENA et al. 2008).

Esses dois pdlos de ativagcdo dos macréfagos ndo sao eventos
pontuais € sim um continuum do estado funcional destas células que se
modifica durante as fases do processo inflamatério, havendo o predominio
de uma sobre a outra de acordo com a fase do processo, sendo essa
transicao determinada pelo tipo de citocina predominante no momento. O
perfeito equilibrio deve acontecer para que o processo inflamatério se inicie
e finalize apoés o reparo (MANTOVANI et al. 2002; JO et al. 2006;
ALLAVENA et al. 2008; SICA et al. 2008).

A persisténcia de determinado perfil de citocinas e quimiocinas em um
sitio inflamatoério podera contribuir para o desenvolvimento de um estado
inflamatdrio crénico onde prevalecera macréfagos com caracteristicas M2.
Este tipo de situagdo pode ser observado em determinadas infecgbes (H.
pylori, Hepatites B e C, virus Epstein-Barr, Herpesvirus, papiloma virus,
HIV), exposicéo cronica a estimulos quimicos (sais biliares e acido gastrico,
alcool, fumaga de tabaco), doencas reumatodlogicas (artrite reumatoide,
psoriase), estados fisiolégicos (sitio de insercdo placentario) e em
neoplasias em maior ou menor grau (MANTOVANI et al. 2002; SICA et al.

2008).



Os leucdcitos podem corresponder a até 50% da massa tumoral,
principalmente linfécitos e macréfagos. Historicamente, um fator quimiotatico
derivado do tumor (posteriormente identificado como MCP-1/CCL2) foi
descrito ha cerca de 25 anos. Estudos experimentais e com humanos
confrmam que os niveis de MCP-1/CCL2 correlacionam-se
significativamente com a densidade de macréfagos relacionados ao tumor
(TAM) em neoplasias de ovario, mama e pancreas. Outras quimiocinas
(CCL5, CCL7, CCL8 e CXCL12) ou citocinas (vascular endotelial growth
factor — VEGFA, PDGF e M-CSF) tém demonstrado capacidade de atrair
mondcitos ao sitio tumoral (OGAWA et al. 2004). Monécitos diferenciam-se
no microambiente tumoral em macréfagos sob o estimulo de fatores de
crescimento derivados do tumor, especialmente M-CSF. As citocinas
expressas no microambiente tumoral, sejam produzidas pelo tumor, sejam
produzidas por células do estroma, tém importancia fundamental na
diferenciagdo dos macréfagos relacionados/associados ao tumor, e estudos
recentes demonstram que esses macrofagos sdo predominantemente M2.
Dentre as citocinas e mediadores liberados no microambiente tumoral
destacam-se IL10, TGFB, PGE2 e IL6. Por conseguinte, os proprios
macrofagos com diferenciagdo M2 aumentam a producao de IL10 e TGFB
colaborando para a manutencdo do microambiente com caracteristicas pro-
tumorais (ERIC et al. 2001).

A interleucina-10 e fatores de crescimento vascular como o VEGF,
além de promoverem a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos M2,

possuem a capacidade de interferir com a maturagao das células dendriticas
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(principal célula apresentadora de antigenos), modificando a ativacdo da
imunidade adaptativa. Estudos que avaliaram a distribuicdo do infiltrado
inflamatério em carcinomas de mama e tirdide observaram infiltracdo por
TAMs ao longo de todo o tecido tumoral, em contraste com as DC que
estavam presentes apenas na periferia do tumor (OGAWA et al. 2004; SICA
et al. 2008). Os macréfagos sob efeito do microambiente tumoral
apresentam efeitos pro-tumorais. Varios produtos dos TAM estimulam
diretamente o crescimento de células tumorais (EGF, FGF), possuem efeitos
pré-angiogénicos (VEGFA, FGF, TGFB), promovem a invasividade
(producgdo e ativagado de metaloproteinases que degradam e remodelam a
matriz celular - TNFA) e inibem a resposta imune anti-tumoral (IL10 e TGFB:
induzem “quiescéncia” de células dendriticas imaturas; CCL18, CCL17 e
CCL22: quimiocinas com capacidade de atrair subgrupos de linfécitos T
desprovidos de funcbes citotoxicas que quando na periferia de um
microambiente tumoral dominado por macréfagos M2 e células dendriticas
imaturas irdo provavelmente induzir anergia tumoral - Linfécitos TreQ)
(MANTOVANI et al. 2002; SICA et al. 2008).

A citocina TGFB e sua via de sinalizacido exercem funcao critica e
central na carcinogénese. TGFB1, B2 e B3 sdo as isoformas identificadas
em mamiferos, constituindo-se de proteinas de 25 kDa, sendo a isoforma B1
a mais estudada e predominantemente expressa nas células do sistema
imune. Diferentemente do que se observa com o fator de crescimento de
fibroblastos, com o fator de crescimento epitelial e com o insulin-like growth

factor, que atuam primordialmente como promotores tumorais, o TGFB
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possui agao contraditoria na carcinogénese a depender do momento em que
o processo se encontra (MEULMEESTER e DIJKE 2010; YANG 2010).

O sinal mediado pelo TGFB ocorre através da sua ligacdo com
receptores de superficie celular (TGFBR1, R2 e RS3), principalmente o
TGFBR2, que secundariamente liga-se ao TGFBR1, promovendo a
fosforilagdo deste ultimo, desencadeando uma atividade serina-treonina
quinase pelo TGFB1. Em resposta a ativacao dos receptores, duas proteinas
citosdlicas, Smad2 e Smad3, tornam-se fosforiladas e associam-se ao
TGFBR1. Apds a sua ativagdo, Smad2 e Smad3 formam complexos
heterométricos com Smad4. Esses complexos sdo deslocados até o nucleo,
onde ligam-se ao DNA e regulam a transcricdo de genes especificos,
envolvidos com a atividade de supressdo tumoral, atuando no controle da
proliferacdo, diferenciagcdo, apoptose, adesado celular e invasdo tumoral
(YANG e YANG 2010). O TGFB exerce, também, acado fundamental na
homeostase da imunidade mediado pelas células T, através da indugao de
Foxp3, regulador fundamental de células Treg em T naive (YANG e MOSES
2008).

Nos estagios iniciais das neoplasias o TGFB e sua via atuam de
forma supressora, entretanto, células tumorais podem se sobrepujar ao
efeito supressor tumoral do TGFB, tanto através de mutacdes ou inativacdes
funcionais dos seus receptores, quanto por alteracdbes na cascata
intracelular da via de sinalizacdo do Smad, resultando em ultima analise, na

inativacdo das fungdes supressoras do TGFB, consequentemente,
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promovendo a progressao tumoral de forma paradoxal (SOUFLA et al. 2006;
YANG e MOSES 2008; LAVERTY et al. 2009).

Outro ponto significativo na regulacdo do processo inflamatério
relacionado a neoplasia diz respeito ao fator inibitério de migracdo de
macrofagos (MIF). Originalmente identificado como um produto de linfocitos
ativados, tem sido implicado como um dos principais fatores regulatérios da
resposta inflamatéria ao choque séptico, na artrite reumatdide, na
glomerulonefrite, na rejeicdo de transplantes e na aterosclerose
(SCHWARTZ et al. 2009). Atualmente, sabe-se que o MIF exibe
propriedades semelhantes as quimiocinas e foi identificado como ligante
nao-cognato do CXCR2 e CXCR4, eixo envolvido em varios processos de
migragcado de células envolvidas no processo inflamatério e homeostase. O
MIF é expresso em uma ampla variedade de tipos celulares, incluindo
células T, mondcitos, macrofagos, células dendriticas e neutrdfilos.
Diferentemente de outras citocinas, o MIF & constitutivamente sintetizado e
armazenado em estoques intracelulares. Em relagao as suas propriedades,
relaciona-se a diversos processos fundamentais no controle da proliferagao
celular, diferenciagdo, angiogénese e progressao tumoral (RENDON et al.
2009; SCHWARTZ et al. 2009).

Até recentemente o receptor de superficie celular do MIF era
desconhecido. Atualmente sabe-se que este receptor € o CD74, uma
proteina transmembrana tipo Il, parte do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) (STARLETS et al. 2006; McCLELLAND et al.

2009). O MIF liga-se com alta afinidade ao dominio extracelular do CD74 e,
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através da co-ativagdo do CD44, ativa dentre outras vias, a via ERK/MAPK
(SHI et al. 2006). O CD74 é expresso em células positivas para o MHC de
classe Il, entretanto, em situagdes de estimulo inflamatério intenso ele pode
ser detectado na membrana plasmatica de células MHC classe |l negativas,
incluindo células epiteliais e estromais. Recentemente varios estudos tem
correlacionado MIF e CD74 na fisiopatogenia das neoplasias (REN et al.

2005; NAGATA et al. 2009; SCHWARTZ et al. 2009; VERJANS et al. 2009).

1.3 CANCER DE PULMAO CELULAS NAO-PEQUENAS E

INFLAMACAO

Existe atualmente na literatura médica um numero crescente de
publicagdes referentes a determinados aspectos do processo inflamatério
relacionado ao CPNPC. Entretanto, aspectos fundamentais da fisiopatologia
da promocdo do céancer através da inflamagcdo sdo pouco abordados
(localizacao do infiltrado inflamatdrio: tumor vs. estroma, estado de ativagao
celular vs. intensidade de infiltracdo, fendtipo de diferenciacdo dos
macrofagos vs. apenas a presencga do macrofago).

A infiltracdo por células dendriticas no tumor e a expressado de VEGF
associada a densidade microvascular foi estudada através de
imunoistoquimica (IHQ) em 132 pacientes com neoplasia de pulmao de
células ndo-pequenas e correlacionada com a evolugao clinica. Na analise
multivariada, a alta expressao de VEGF, a alta densidade microvascular e a

baixa intensidade de infiltracdo por células dendriticas, em combinagdo com



14

o estadio da doenga, estiveram associadas com pior progndéstico de maneira
estatisticamente significativa. Houve correlagdo inversa da intensidade de
marcacao por VEGF e da infiltragao por células dendriticas. Neste estudo
nao houve descricdo do padrdo de localizagao predominante das células
dendriticas (dentro ou na periferia do tumor), sendo empregado anticorpo
(AC) anti-S100 (marcador de células dendriticas imaturas) na analise
imunoistoquimica (INOSHIMA et al. 2002; PERROT et al. 2007). Um outro
estudo avaliou a frequéncia de células dendriticas imaturas (AC anti-S100) e
macréfagos (AC anti-CD68) através de IHQ em CPCNP e tecido pulmonar
normal adjacente provenientes de 15 pacientes com doenga nao-
metastatica, operada. Este estudo avaliou também a expressido de IL4 e
TNFA, fatores envolvidos na diferenciacdo e maturagdo das células
dendriticas respectivamente. Um maior numero de células dendriticas
imaturas e macrofagos foi detectado no tecido tumoral em comparagao com
o pulmdo normal. A positividade para IL4 foi menor no tecido neoplasico.
Interessantemente, células marcadas com anticorpos anti-TNFA também
foram mais frequentes no tecido tumoral, ao contrario do que se esperava. A
frequéncia diminuida de células dendriticas maduras dentro do tumor foi
confirmada através de citometria de fluxo em suspensao celular obtida dos
mesmos tecidos (BALEEIRO et al. 2008).

Estudos avaliando certos subtipos de células dendriticas, como por
exemplo, células dendriticas plasmocitdides sdo escassos em neoplasia de
pulmao. Em um estudo com 152 pacientes portadores de carcinoma ductal

invasivo de mama, a presenca de células dendriticas com caracteristicas
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plasmocitdides no tumor, avaliada pela positividade do AC anti-CD123,
correlacionou-se fortemente com pior sobrevida global (93% x 58%) e
sobrevida livre de progresséo (90% x 37%), avaliadas em 5 anos. Esse
parametro mostrou-se ser fator progndstico independente e foi validado em
uma série independente de 103 pacientes (TREILLEUX et al. 2004).

As citocinas produzidas pelo tumor podem afetar o crescimento e a
resposta imune anti-tumoral. Em um estudo de 31 linhagens celulares de
CPNPC, a producdo de citocinas foi avaliada por ELISA e correlacionada
com o tipo histolégico, inducdo de citotoxicidade tumor-especifica mediada
por linfécitos T e angiogénese. Dentre todas as citocinas avaliadas (IL1A,
IL1B, IL4, IL6, IL8, IL10, TNFA, GM-CSF, TGFB e VEGF), IL8, TGFB e
VEGFA foram expressas em 94%, 100% e 90% das linhagens,
respectivamente. Nao houve deteccdo de TNFA e IL4 em nenhuma
linhagem celular. Nesse estudo foi realizado analises por IHQ da infiltragéo
macrofagica (anti-CD68) e da angiogénese (anti-CD31) em tumores de
pulmado induzidos em cobaias por essas linhagens. Posteriormente, os
achados da IHQ foram correlacionados com os niveis de GM-CSF e IL8
produzidos pelas mesmas linhagens celulares. Houve correlagdo entre a
producao de GM-CSF e a presenca de infiltrado macrofagico e entre os
niveis de IL8 e a densidade microvascular. Em relacdo ao subtipo
histolégico, houve maior producdo de GM-CSF e TGFB pelos
adenocarcinomas em comparagao com 0s carcinomas escamosos. Em trés
linhagens celulares que apresentavam baixa produgdo de TGFB (fator

previamente conhecido como inibidor da expansao de células T CD8+ e NK),
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foi demonstrado que a atividade citotéxica de linfocitos T anti-tumoral estava
presente. Posteriormente, com a adicdo de TGFB, houve supressao da
atividade desses linfocitos. A alta expressao de IL8 no ELISA correlacionou-
se positivamente com uma maior positividade para IL8 na IHQ, fato ndo
observado em relagdo ao TGFB (FUKUYAMA et al. 2007).

Macrofagos e linfocitos exercem fungao fundamental na modulagéo
da resposta imune ao tumor. A magnitude da infiltracdo por macrofagos
(anti-CD68) e mastécitos (anti-triptase) foi avaliada por IHQ e correlacionada
com a evolugao clinica em 175 pacientes com CPNPC nao-metastatico
operado. A densidade de macréfagos acima da densidade média da
populacdo encontrada correlacionou-se com uma sobrevida em 5 anos
significativamente superior (52.9% x 7.7%) em relagdo aos que
apresentavam densidade abaixo da meédia. Neste estudo ndo houve
caracterizagao ou quantificagéo do tipo de infiltragcdo macrofagica M1 ou M2
(WELSH et al. 2005).

A caracterizagao do fenétipo dos macréfagos e sua correlagdo com o
desfecho clinico foi avaliada em um estudo envolvendo 40 pacientes com
CPNPC nao-metastatico operado e divididos de acordo com a sua evolugao
clinica em pacientes com sobrevida prolongada (sobrevida mediana 97
meses, n=20) e sobrevida desfavoravel (sobrevida mediana 7.7meses,
n=20). Foi realizado analise por IHQ para anticorpos associados ao infiltrado
macrofagico M1 (AC anti- iINOS, anti- HLA-DR, anti-MRP 8/14) e M2 (anti-

CD163 e anti-VEGFA). A densidade de macrofagos M1 foi significativamente
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maior que M2 no subgrupo de sobrevida prolongada (70% x 38%) (OHRI et
al. 2009).

Varios estudos correlacionam a evolugao clinica de pacientes com
CPCNP com as caracteristicas do infiltrado linfocitario relacionado ao tumor
(TILs — tumor infiltrating lymphocytes ). Um estudo com 199 pacientes com
diagndstico de CPCNP, EC |V, analisou, através de IHC de bidpsias, a
presenca de macrofagos (anti-CD68) e linfécitos T CD8 (anti-CD8) no tumor
e no estroma tumoral e correlacionou-a com resposta a quimioterapia e
evolugdo clinica. Pacientes com maior numero de macrofagos ou linfécitos T
CD8 no tumor em relagao ao estroma apresentaram maior sobrevida (440 x
199 dias, p=0,001 e 388 x 256 dias p=0,007, respectivamente). Nao houve
correlacdo com resposta a quimioterapia. Novamente, neste estudo nao foi
feita distingdo do tipo de infiltrado macrofagico (KAWAI et al. 2008). Outro
estudo com objetivo semelhante foi realizado em 178 pacientes operados,
sem doenca metastatica, entretanto, com resultados diferentes. Foi
investigada a associagao entre a infiltragcao linfocitaria por linfécitos T CD8+
e TCD4+ no tumor e no estroma e sobrevida. Pacientes com alto numero de
linfocitos T CD8+ no tumor tiveram pior sobrevida em 5 anos, principalmente
nos tumores com alta taxa de replicagéo (avaliada pela positividade ao Ki-
67), em comparagdo com pacientes com infiltrado menos intenso (47% x
60%, p=0,01). Por outro lado pacientes com alto numero de linfécitos T CD4
no estroma apresentaram maior sobrevida (64% x 43%, p= 0,04)
(WAKABAYASHI et al. 2003). Ainda com objetivo de estudar o papel do

infiltrado linfocitario tumoral, um estudo realizou tissue microarray (TMA)
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para avaliagdo do infiltrado linfocitario T CD8+, TCD4+ e B CD20+ no
epitélio tumoral e no estroma de 355 pacientes com CPNPC operados. Na
analise multivariada, a alta densidade de Linfocitos TCD4+ e TCD8+ no
estroma foi o unico fator independentemente associado com sobrevida
doenca-especifica (AL-SHIBLI et al. 2008).

O CPCNP ¢ caracterizado por um padrao especifico de
metastatizagcdo. O mecanismo de metastase 6rgao-especifica € ainda pouco
conhecido, entretanto, tal processo compartilha muitas similaridades com o
“trafego leucocitario”, que € significativamente regulado por quimiocinas e
seus receptores. As quimiocinas constituem uma familia de
aproximadamente 50 citocinas de baixo peso molecular, atualmente
divididas em 4 subgrupos: CXC, CC, CX3C e C. Entre as suas fungbes se
destacam: a orientagdo da migracdo leucocitaria, embriogénese,
angiogénese, hematopoiese, aterosclerose, crescimento tumoral e
metastase, e susceptibilidade a infecgao pelo HIV.

As quimiocinas podem ser classificadas quanto a sua fungao em dois
grupos: inflamatéria e homeostatica. As quimiocinas homeostaticas sao
constitutivamente expressas por determinados tecidos e tipos celulares, e
exercem funcgao vital no desenvolvimento e manutencao da homeostase do
sistema imune e hematopoiético. Em contraste, as quimiocinas inflamatdrias
nao sao constitutivamente expressas, mas sao induzidas e reguladas por um
estimulo inflamatério (VANDERCAPPELLEN et al. 2008).

Evidéncias sugerem que a quimiocina CXCL12 (stromal derived

factor-1) e seu receptor cognato CXCR4 possam formar um eixo biolégico
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associado com metastatizacdo em diversos tumores como observado em
cancer de mama. Estudos avaliando a expressdo de CXCL12 e CXCR4 em
amostras de CPCNP e linhagens celulares deste tipo de tumor encontraram
expressao de CXCR4, mas ndo de CXCL12. Em modelos murinos, foi
observado que os sitios preferenciais de metastases de CPCNP (osso,
cérebro, linfonodos e adrenal) expressavam altos niveis de CXCL12 em
comparagao com o tumor primario, gerando um gradiente quimiotatico. A
administracdo de anticorpos especificos anti-CXCL12 em cobaias
imunodeprimidas inoculadas com linhagens de CPCNP diminuiu
drasticamente o numero de metastases, sem, no entanto, afetar a
angiogénese (PHILLIPS et al. 2003). Um estudo avaliou a expressao de
CXCR4, através de RT-PCR e IHQ, em amostra de 36 pacientes com
CPNPC e em 10 espécimes de tecido pulmonar normal. A expressao
aumentada de CXCR4 por RT-PCR nao foi observada em nenhum dos
espécimes de pulmao normal, entretanto estava presente em 34 dos 36
pacientes com CPNPC. Esse grupo de 34 pacientes com expressao
aumentada de CXCR4 pelo RT-PCR foi avaliado por ensaio de IHQ para
CXCR4 e divididos em dois grupos de acordo com a intensidade de
marcagao: baixa expressao (n=17) e alta expressao (n=17). Tumores com
alta expressao de CXCR4 foram mais propensos a metastases em
comparagao ao grupo com baixa expressao (LIPING et al. 2005).

Outro estudo ainda avaliou a expressdo de CXCR4 e CXCL12,
através de ensaio de IHQ, em 154 pacientes operados por adenocarcinoma

de pulmao. A intensidade de marcagcdo de CXCL12 no tumor foi associada
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com metastase linfonodal, mas sem diferenga na sobrevida. Na analise
multivariada, a intensidade de positividade de CXCR4 com padrao
membrana, em contraposi¢cao ao padrdo nuclear, foi associado com menor
sobrevida livre de doenca (RR 2,8 IC 95% 1,4-5,7, p= 0,04). Neste estudo
nao foi realizado avaliagao dos linfonodos regionais quanto aos marcadores
estudados (WAGNER et al. 2009).

Outra via ou eixo estudada em CPNPC é a de CCRY7 e seu ligante
CCL21 (secondary lymphoid tissue chemokine). A expressao de CCR7 foi
avaliada por RT-PCR e citometria de fluxo em duas linhagens celulares de
CPNPC, Lu-99 e A549, com potencial metastatico definido (a primeira
sabidamente com alto potencial para metastase linfonodal e a segunda com
baixo potencial). A linhagem Lu-99 apresentou altos niveis de expressao de
CCRY7 em relagcao a A549. Altos niveis de CCL21 foram detectados nos
linfonodos da linhagem Lu-99 e péde-se observar que CCL21 induz a
ativagcao de integrinas pelas células tumorais e promove a adesao ao VCAM-
1 (vascular cell adhesion molecule-1) (KOIZUME et al. 2007). Analises por
IHQ de CCR7 e CCL21 em tumores de mama, estdbmago e pancreas foram
associados com maior incidéncia de metastases linfonodais (CABIOGLU et
al. 2009).

Com relacdo ao TGFB e sua associacdo com a evolugao da neoplasia
(prognostico), existe um numero limitado de dados na literatura, a maioria
deles contraditorios, refletindo a complexidade bioldgica da fungao desta
citocina. Estudos avaliando o papel prognéstico do TGFB1 em céancer de

mama, evidenciaram que a expressdo aumentada do RNA mensageiro do
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TGFB1 foi associada de forma significativa com uma evolugao favoravel
(PAIVA et al. 20010). Em contraste, outros estudos tém demonstrado que a
expressao aumentada da proteina do TGFB1 esta associado com um
prognéstico pior no cancer de mama (GORSH et al. 1992). Em cancer
colorretal, a baixa expressdao de TGFB1 se correlacionou com maior grau
tumoral e maior incidéncia de metastases linfonodais (BACMAN et al. 2007).

Em cancer de pulmao de células ndo-pequenas a literatura é escassa,

nao se dispondo de dados suficientes para nenhuma analise maior.
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2 JUSTIFICATIVA

O sistema de estadiamento atual para neoplasia de pulmao de células
nao-pequenas € insatisfatério em diferenciar com precisdo a evolugao dos
pacientes operados mesmo nos estadiamentos mais precoces. A interagao
entre tumor, estroma e sistema imunolégico €& determinante para
proliferacdo, angiogénese, invasividade e surgimento de metastases. O
padrdao de resposta inflamatéria relacionado ao tumor aparenta estar
relacionado com a evolugao clinica de forma independente dos parametros
atualmente utilizados na avaliagdo de prognostico, entretanto, a maioria dos
estudos avalia apenas a intensidade do infiltrado inflamatério sem
caracterizar a influéncia de determinados fenoétipos celulares nos resultados.
A avaliagdo das caracteristicas do processo inflamatério relacionado ao
cancer de pulmao de células nao-pequenas e seu microambiente pode
constituir em ferramenta util na estratificacdo de risco e, o melhor
entendimento da imunologia molecular e celular relacionada a este tumor,

pode levar a identificacido de novos alvos terapéuticos.
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3 OBJETIVO

Avaliar caracteristicas do infiltrado inflamatério de tumores de
pacientes com carcinoma de pulmdo de células n&o-pequenas nao
metastaticos operados e correlacionar com dados clinicos (idade, sexo,
tabagismo, estadiamento, tipo histolégico, grau, tabagismo e DPOC) e de
evolucgao (tempo de sobrevida livre de recidiva, tempo de sobrevida global).

O infiltrado sera analizado quanto a expressao do receptor do MIF
(CD74) e quanto a expressao de duas isoformas do TGFB, B1 e B2; A
analise sera de acordo com a microlocalizacdo do infiltrado (tumor ou

estroma).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERISTICA DO ESTUDO

Estudo retrospectivo, sem grupo comparativo, com objetivo de avaliar
caracteristicas inflamatérias do tumor e correlacionar com evolugao clinica

de forma cega quanto a analise de imunoistoquimica e dados clinicos.

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes com diagndstico de cancer de pulmao de células nao-
pequenas operados no Hospital A.C. Camargo - F.A.P. e no Instituto
Nacional do Cancer — INCA no periodo entre 01/2003 a 12/2007. Os dados
foram coletados a partir de ficha de coleta de dados desenvolvida pelo
Departamento de Cirurgia Toracica do Hospital A.C. Camargo para
construgcdo do Banco de Dados do servigo. A base de dados utilizada foi o
cadastro de cirurgias do Departamento de Cirurgia Toracica de ambos os
centros. Nesses servigcos, a rotina de estadiamento foi a tomografia
computadorizada do térax e abdome superior, cintilografia dssea e
ressonancia magnética do cérebro. Os demais exames eram solicitados de
acordo com a necessidade do caso. A dissecgao linfonodal sistematica foi

realizada em todos os casos.
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CRITERIOS DE SELECAO

Incluséo:
Cancer de pulmao de células ndo-pequenas operado
Resseccado completa

Estadiamento patoldgico I-11I

Excluséo:

Indisponibilidade de material anatomopatoldgico para analise
Indisponibilidade de dados clinicos, epidemioldgicos e de evolugéo
em prontuario médico

Resseccao menor que lobectomia

Realizac&do de tratamento neoadjuvante

REALIZACAO DAS REACOES DE IMUNOISTOQUIMICAS

Os espécimes estudados foram fixados em formalina e embebidos em

parafina. Foram realizados cortes de 5um de espessura e foram realizados

os procedimentos de rotina como segue abaixo:

1.

2.

Desparafinizagao das laminas e deixadas em estufa a 60°c por 24hs.
Duas passagens em xilol (60°c e em temperatura ambiente).

Trés passagens em etanol (100%, 85% e 70%).

Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.

Incubacdo em tampao de citrato 10mM pH 6.0 em panela de pressao.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Bloqueio da peroxidase endégena com H202 a 3% (agua oxigenada
10vol)- 3 trocas de 10min.

Lavagem das laminas com agua corrente e destilada.

Aplicacao da solugao salina tamponada com fosfatos.

Incubacdo com o anticorpo primario, diluido em titulo previamente
estabelecido, em tamp&o PBS contendo albumina bovina BSA a 1%
(SIGMA, A9647, EUA) e azida sodica (NaN3) 0,1% por 30 min a 37°C
e por 18hs em camara umida a 4°c.

Lavagem em tampao PBS.

Incubagédo com o Link (Advance HRP Link- Dako cod# K4068).
Lavagem em tamp&o PBS.

Incubagéao das laminas em substrato cromogeno:
3,3’Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) 100mg% (SIGMA),
Dimetilsulfoxido (DMSO) 1ml, H202 a 6% (agua oxigenada a 20 vol)
1ml, PBS 100ml (5 mina 37°c, ao abrigo da luz).

Lavagem das laminas com agua destilada e corrente.
Contracoloragao com hematoxilina de Harris.

Imersdao em agua amoniacal (solugdo de hidroxido de amoénio a
0,5%), lavando em seguida com agua corrente e destilada.
Desidratagao em etanol (80%, 95% e 100%) e xilol.

Montagem das laminas em Entellan neu (Merk, 10.07961, Alemanha).

Os anticorpos selecionados para o estudo foram:
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1. Anti-CD74 (monoclonal, mouse, Cellmarque) — avaliagdo para o
recepyor MIF.

2. Anti-TGFB1 (clone policlonal, coelho, Santa Cruz Cat # sc 146, Santa
Cruz, CA)

3. Anti-TGFB2 (clone policlonal, coelho, Santa Cruz Cat # sc 90, Santa

Cruz, CA)

A analise de expressao imunoistoquimica das proteinas supracitadas
foi realizada por patologista experiente (Dr. Clovis Pinto), o qual era cego
para as caracteristicas clinicas dos pacientes. As proteinas foram analisadas
separadamente nas células do tumor (parénquima tumoral) e nas do
estroma. Para analise foi realizado a varredura completa da lamina com
microscopico Optico convencional, e as respectivas areas de ilhotas tumorais
e estroma foram avaliadas em aumento de 400x.

Com relagao a avaliacdo das citocinas e do CD74 foram utilizados
escores de intensidade de positividade de marcacao celular e de numero de
células positivas expresso em porcentagem conforme previamente descritos
em estudos que avaliaram estas moléculas através de imunoistoquimica
(Tabelas 1, 2 e 3). Apds a realizacdo desses dois escores foi realizado,
também, um indice de imunorreatividade construido a partir da soma dos
valores obtidos pelos 2 escores previamente descritos. A partir deste indice
foi calculado a média do escore para cada setor (tumor e estroma) e, a partir

deste valor, os casos foram classificados como acima ou abaixo da média do
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escore. Todas as anadlises foram realizadas sem o conhecimento prévio da

evolucao clinica do paciente correspondente.

Tabela 1 - Gradagao da reacdo imunoistoquimica quanto a Intensidade.

Caracteristica Grau
Coloragao negativa 0
Coloracéao de intensidade fraca 1
Coloragéao de intensidade moderada 2
Coloragéao de intensidade forte 3

Tabela 2 - Gradagdo da reagao imunoistoquimica quanto ao numero de
células coradas (1).

Caracteristica Grau
Negativo 0
1-20% de células positivas 1
21-50% de células positivas 2
>50% de células positivas 3

Tabela 3 - Gradagao da reagao imunoistoquimica quanto ao numero de
células coradas (2).

Caracteristica Grau

0-50% de células coradas 0

>50% de células coradas 1
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ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram descritas como frequéncias e as
numeéricas como médias ou medianas e suas respectivas medidas de
dispersao.

O valor da mediana foi empregado para dicotomizar séries de
variaveis numéricas quando necessario.

Teste de AQui-quadrado ou Exato de Fisher para analise de
associagao entre variaveis categoricas.

Curvas de Kaplan-Meier para analise de sobrevida e comparadas
através de teste de log-rank.

Utilizagao de p<0.05 para consideragao da significancia estatistica.
Analise multivariada para predicdo de sobrevida de variaveis
independentes pelo modelo de riscos proporcionais de Cox.

Uso do software SPSS versao 18 para analise de todos dados.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA E CORRELACAO COM
PARAMETROS CLIiNICOS

No periodo compreendido entre 01/2003 a 12/2007 foram selecionados
237 casos de cancer de pulmao de células ndo-pequenas operados. Apods a
aplicagao dos critérios de selecdo 129 casos preencheram os critérios de
inclusdo e exclusdo para o estudo. Desses 129 casos, 82 foram
provenientes do INCA e 47 do Hospital A.C. Camargo. O principal motivo de
excluséo foi a inexisténcia de material anatomopatolégico para analise. Os
resultados em relagao as variaveis epidemioldgicas, clinico e patoldgicas da
amostra estao sumarizados na Tabela 4.

Dos 129 casos de cancer de pulmdo de células nao-pequenas, 70
eram do sexo masculino (54,3%) e 59 eram do sexo feminino (45,7%). A
media de idade desses individuos foi de 58,6 anos e a mediana foi de 64,7
anos (minima de 43 e maxima de 83 anos). Nessa casuistica a maioria
(54,2%) dos individuos tinha idade menor ou igual a 65 anos.

Em relagdo ao uso de tabaco 58 casos (44,9%) eram tabagistas a
época do diagnéstico, 49 (37,9%) eram ex-tabagistas, 16 (12,6%) nunca
fumaram e 6 casos (4,6%) ndo possuiam informagdes disponiveis. Dos 129
pacientes, 47 (36,5%) tinham o diagnéstico de DPOC, 48 (37,2%) né&o
tinham o diagndstico e 34 (26,3%) ndo possuiam dados disponiveis.

O tipo de cirurgia mais realizada foi a lobectomia, compreendendo

101 casos (78,3%), seguido pela pneumectomia, 23 casos (17,9%), e
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bilobectomia com 5 casos (3,8%). Na avaliagdo quanto ao subtipo
histolégico, o adenocarcinoma foi 0 mais comum, 67 casos (51,9%), seguido
pelo carcinoma epidermodide, 45 casos (34,8%), bronquiolo-alveolar, 12
casos (9,4%) e por outros tipos histolégicos mais infrequentes (agrupados
em conjunto), 5 casos (3,9%): 4 carcinomas adenoescamosos e 1 carcinoma
de grandes células.

Nao foi possivel obter informacgdes a respeito do grau histolégico e
invasao vascular e sanguinea na maioria dos casos.

A maioria dos pacientes apresentou doenga em estadio patologico
inicial: 22 pacientes com estadio 1A (17%) e 56 pacientes com estadio 1B
(43,4%). Quatro pacientes apresentaram estadio 1A (3,1%), 23 estadio 1B
(17,8%), 23 estadio IlIA (17,8%) e 1 paciente apresentou estadio IlIB (0,9%).

Em relacédo a terapia adjuvante, 48 pacientes (37,2%) realizaram
alguma forma de tratamento, sendo quimioterapia sistémica a principal
modalidade empregada, 41 casos (85,5%), seguido por radioterapia
adjuvante em 4 casos (8,4%) e por radioquimioterapia adjuvante em 3 casos
(6,1%). A quimioterapia foi baseada em algum sal de platina em 100% dos
casos que se obteve informacdo: cisplatina e etoposide, 21 casos;
carboplatina e paclitaxel, 6 casos; cisplatina e vinorelbina, 5 casos; cisplatina
e gemcitabina, 3 casos; carboplatina e etoposide,1 caso.

Vinte e cinco (29,4%) dos pacientes apresentaram uma segunda
neoplasia durante o seguimento. Dentre estes, 6 tumores em regido de
cabeca e pescogo e 3 tumores de pulm&o, considerados como segunda

neoplasia primaria do pulmao.



Tabela 4 - Caracteristicas dos dados clinico-patoldgicos.

Caracteristica N %
Idade
<65 anos 70 54,2
>65 anos 59 45,8

Sexo

Feminino 59 45,7

Masculino 70 54,3
Tabagismo

Ativo 58 449

Ex-tabagista 49 37,9

Nao- fumante 16 12,6

Dados n&o disponiveis 6 4.6
DPOC

Sim 47 36,5

Nao 48 37,2

Dados néo disponiveis 34 26,3
Tipo de cirurgia

Lobectomia 101 78,3

Bilobectomia 5 3,8

Pneumectomia 23 17,9

Subtipo histolégico

Adenocarcinoma 67 51,9
Carcinoma epidermoide 45 34,8
Bronquiolo-alveolar 12 9,4
Outros 5 3,9

Estadiamento patologico

A 22 17
B 56 43,4
A 4 3,1
1B 23 17,8
MA 23 17,8
B 1 0,9

Tipo de terapia adjuvante
Quimioterapia 41 85,5
Radioterapia 4 8,4
Radioquiomioterapia 3 6,1
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5.2 RESULTADO DA AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA PARA

CD74

A analise imunoistoquimica para o antigeno CD74 foi realizada tanto
no compartimento tumoral quanto no estroma. Ambas as regides foram
analisadas quanto a intensidade da marcacdo celular e quanto a
percentagem de células coradas pelo marcador e graduadas de acordo com
o resultado obtido (vide tabela 1, 2 e 3). Os resultados em relagcao a
expressao do CD74 foram sumarizados na Tabela 5.

Dos 129 pacientes analisados, um caso foi excluido por problema
técnico na coloragdo imunoistoquimica. Entre os 128 casos restantes, na
avaliagdo do compartimento tumoral quanto a intensidade de marcacéo,
observou-se que 72 casos (56,1%) eram negativos, 11 casos (8,6%)
apresentavam positividade fraca, 12 casos (9,3%) positividade moderada e
33 casos (26%) apresentavam positividade forte para CD74. Durante a
leitura da intensidade, encontramos dificuldades técnicas para obtengao de
clara diferenciacdo entre os graus de intensidade de marcacgao,
principalmente entre as marcagdes forte e moderado, em decorréncia da
auséncia de um parametro claro que divida essas categorias.

Em relagédo a percentagem de células no compartimento tumoral que
apresentavam marcagao para CD74, observamos que 72 casos (56,1%)
eram negativos, 20 (15,7%) casos apresentavam expressao entre 1-20%, 18
casos (14,1%) expressao entre 21-50% e em 18 casos (14,1%) a expressao

de CD74 ocorreu em >50% das células do tumor. Ultilizando a classificagao
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da expressdo de CD74 em positividade maior ou menor do que 50% das
células no tumor, que agrupa os casos negativos com os que apresentaram
menos do que 50% de células positivas, 85,9% dos casos apresentaram
expressdo menor que 50% e 14,1% dos casos apresentaram expressao
maior que 50%.

Apods a realizagao do escore de imunoreatividade para a marcacao de
CD74 no tumor foi realizado o calculo da média aproximada para os
resultados do escore, que foi de 2,0. A partir do valor da média,
convencionou-se dois grupos: valores abaixo da média (valores com escore:
0 e 1) ou valores igual ou acima da média (valores com escore: 2,3,4,5 € 6).
Observou-se que 99 casos apresentavam valores abaixo da média (77,3%)
e 29 casos apresentaram valores igual ou acima da média (22,7%).

Na avaliacdo do estroma tumoral quanto a imunomarcacido para
CD74, entre os 128 casos disponiveis, observou-se quanto a intensidade de
marcagao, que 2 casos (1,6%) eram negativos, 16 casos (12,5%)
apresentavam positividade fraca, 34 casos (26,6%) positividade moderada e
76 casos (59,3%) apresentavam positividade forte para CD74. Novamente,
houve muita dificuldade na diferenciagcdo entre os graus de intensidade,
pelos mesmos motivos apresentados anteriormente.

Em relacdo a percentagem de células no estroma tumoral que
apresentavam marcagao para CD74, observamos que 2 casos (1,6%) eram
negativos, 18 (14,1%) casos apresentavam expressao entre 1-20%, 36
casos (28,2%) expressao entre 21-50% e em 72 casos (56,1%) a expressao

de CD74 ocorreu em >50% das células do estroma. Utilizando a
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classificagao da expressao de CD74 em positividade maior ou menor do que
50% das células estromais, 43,7% dos casos apresentaram expressao
menor que 50% e 56,1% dos casos apresentaram expressiao maior que
50%.

Apods o calculo do escore de imunorreatividade para a marcacao do
CD74 nas células do estroma foi realizado o calculo da média para os
resultados do escore, que foi de aproximadamente 5. A partir do valor da
média, convencionou-se dois grupos: valores abaixo da média (valores com
escore de 0 a 4) ou valores igual ou acima da média (valores com escore: de
5 a 6). Observou-se que 37 casos apresentavam valores abaixo da média

(28,9%) e 91 casos apresentaram valores igual ou acima da média (71,1%).

Tabela 5 - Padrao de expressao de CD74

Caracterisitca Tumor Estroma
N % N %

Intensidade

Negativo 72 56,1 2 1,6

Positivo fraco 11 8,6 16 12,5

Positivo moderado 12 9,3 34 26,6

Positivo forte 33 26 76 59,3

Total 128 100 128 100
Numero de células marcadas

Negativo 72 56,1 2 1,6

1-20% 20 15,7 18 14,1

21-50% 18 14,1 36 28,2

>50% 18 14,1 72 56,1

Total 128 100 128 100
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53 RESULTADO DA AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA PARA

TGFB1

A analise imunoistoquimica para o antigeno TGFB1 foi realizada tanto
no compartimento tumoral quanto no estroma. Ambas as regides foram
analisadas quanto a intensidade da marcacdo celular e quanto a
porcentagem de células coradas pelo marcador e graduadas de acordo com
o resultado obtido (vide tabela 1, 2 e 3). Os resultados em relagcao a
expressao do TGFB1 foram sumarizados na Tabela 6.

Dos 129 pacientes analisados, 1 caso foi excluido por problemas
técnicos na coloragdo imunoistoquimica. Entre os 128 casos restantes, na
avaliagdo do compartimento tumoral quanto a intensidade de marcacéo,
observou-se que 74 casos (57,8%) eram negativos, 9 casos (7,0%)
apresentavam positividade fraca, 13 casos (10,2%) positividade moderada e
32 casos (25%) apresentavam positividade forte para TGFB1.

Em relacédo a percentagem de células no compartimento tumoral que
apresentavam marcagao para TGFB1, observamos que 74 casos (57,8%)
eram negativos, 15 (11,7%) casos apresentavam expresséo entre 1-20%, 12
casos (9,4%) expressao entre 21-50% e em 27 casos (21,1%) a expressao
de TGFB1 ocorreu em >50% das células do tumor. Utilizando a
classificagcdo da expressao de TGFB1 em positividade maior ou menor do
que 50% das células no tumor, que agrupa os casos negativos com os que

apresentaram menos do que 50% de células positivas, 78,9% dos casos
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apresentaram expressao menor que 50% e 21,1% dos casos apresentaram
expressao maior que 50%.

Apods o calculo do escore de imunorreatividade para a marcacao de
TGFB1 no tumor foi realizado o calculo da média para os resultados do
escore, que foi aproximadamente 2. A partir do dado do valor da média,
convencionou-se dois grupos: valores abaixo da média (valores com escore
de 0 a 1) ou valores igual ou acima da média (valores com escore: de 2 a 6).
Observou-se que 74 casos apresentavam valores abaixo da média (57,8%)
e 54 casos apresentaram valores igual ou acima da média (42,2%).

Na avaliacdo do estroma tumoral quanto a imunomarcacido para
TGFB1, entre os 128 casos disponiveis, observou-se quanto a intensidade
de marcagdo, que 85 casos (66,4%) eram negativos, 15 casos (11,7%)
apresentavam positividade fraca, 12 casos (9,4%) positividade moderada e
16 casos (12,5%) apresentavam positividade forte para TGFB1.

Em relacdo a percentagem de células no estroma tumoral que
apresentavam marcagao para TGFB1, observamos que 85 casos (66,4%)
eram negativos, 21 (16,4%) casos apresentavam expresséo entre 1-20%, 9
casos (7,0%) expressao entre 21-50% e em 13 casos (10,2%) a expressao
de TGFB1 ocorreu em >50% das células do estroma. Utilizando a
classificagcdo da expressao de TGFB1 em positividade maior ou menor do
que 50% das células estromais, 89,8% dos casos apresentaram expressao
menor que 50% e 10,2% dos casos apresentaram expressiao maior que

50%.
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Apos o calculo do escore de imunoreatividade para a marcagao do
TGFB1 nas células do estroma foi realizado o calculo da média para os
resultados do escore, que foi aproximadamente 1. A partir do dado do valor
da média, convencionou-se dois grupos: valores abaixo da média (valores
com escore de 0) ou valores igual ou acima da média (valores com escore:
de 1 a 6). Observou-se que 85 casos apresentavam valores abaixo da média

(66,4%) e 43 casos apresentaram valores igual ou acima da média (33,6%).

Tabela 6 - Padrao de expressao de TGFB1

Caracterisitca Tumor Estroma
N % N %
Intensidade
Negativo 74 57,8 85 66,4
Positivo fraco 9 7 15 11,7
Positivo moderado 13 10,2 12 9,4
Positivo forte 32 25 16 12,5
Total 128 100 128 100
Namero de células marcadas
Negativo 74 57,8 85 66,4
1-20% 15 11,7 21 16,4
21-50% 12 9,4 9 7
>50% 27 211 13 10,2
Total 128 100 128 100
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54 RESULTADO DA AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA PARA

TGFB2

A analise imunoistoquimica para o antigeno TGFB2 foi realizada tanto
no compartimento tumoral quanto no estroma. Ambas as regides foram
analisadas quanto a intensidade da marcacdo celular e quanto a
porcentagem de células coradas pelo marcador e graduadas de acordo com
o resultado obtido (Tabelas 1, 2 e 3). Os resultados em relagéo a expressao
do TGFB2 foram sumarizados na Tabela 7.

Dos 129 pacientes analisados, 2 casos foram excluidos por
problemas técnicos na coloragdo imunoistoquimica. Entre os 127 casos
restantes, na avaliagcdo do compartimento tumoral quanto a intensidade de
marcagao, observou-se que 21 casos (16,5%) eram negativos, 22 casos
(17,3%) apresentavam positividade fraca, 34 casos (26,8%) positividade
moderada e 50 casos (39,4%) apresentavam positividade forte para TGFB2.

Em relacédo a percentagem de células no compartimento tumoral que
apresentavam marcagao para TGFB2 observamos que 21 casos (16,5%)
eram negativos, 8 (6,3%) casos apresentavam expresséo entre 1-20%, 31
casos (24,4%) expressao entre 21-50% e em 67 casos (52,8%) a expressao
de TGFB2 ocorreu em >50% das células do tumor. Utilizando a
classificagcdo da expressao de TGFB2 em positividade maior ou menor do
que 50% das células no tumor, que agrupa os casos negativos com os que

apresentaram menos do que 50% de células positivas, 47,2% dos casos
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apresentaram expressao menor que 50% e 52,8% dos casos apresentaram
expressao maior que 50%.

Apods o calculo do escore de imunorreatividade para a marcacao de
TGFB2 no tumor foi realizado o calculo da média para os resultados do
escore, que foi aproximadamente 4. A partir do dado do valor da média,
convencionou-se dois grupos: valores abaixo da média (valores com escore
de 0 a 3) ou valores igual ou acima da média (valores com escore: de 4 a 6).
Observou-se que 35 casos apresentavam valores abaixo da média (27,3%)
e 92 casos apresentaram valores igual ou acima da média (72,7%).

Na avaliacdo do estroma tumoral quanto a imunomarcacido para
TGFB2, entre os 127 casos disponiveis, observou-se quanto a intensidade
de marcagdo, que 24 casos (18,9%) eram negativos, 55 casos (43,3%)
apresentavam positividade fraca, 37 casos (29,1%) positividade moderada e
11 casos (8,7%) apresentavam positividade forte para TGFB2.

Em relacdo a percentagem de células no estroma tumoral que
apresentavam marcagao para TGFB2, observamos que 24 casos (18,9%)
eram negativos, 34 (26,8%) casos apresentavam expresséo entre 1-20%, 30
casos (23,6%) expressao entre 21-50% e em 39 casos (30,7%) a expressao
de TGFB2 ocorreu em >50% das células do estroma. Utilizando a
classificagcdo da expressao de TGFB2 em positividade maior ou menor do
que 50% das células estromais, 69,3% dos casos apresentaram expressao
menor que 50% e 30,7% dos casos apresentaram expressiao maior que

50%.
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Apos o calculo do escore de imunoreatividade para a marcagao do
TGFB2 nas células do estroma foi realizado o calculo da média para os
resultados do escore, que foi aproximadamente 3. A partir do dado do valor
da média, convencionou-se dois grupos: valores abaixo da média (valores
com escore de 0 a 2) ou valores igual ou acima da média (valores com
escore: de 3 a 6). Observou-se que 52 casos apresentavam valores abaixo
da média (40,6%) e 75 casos apresentaram valores igual ou acima da média

(59,4%).

Tabela 7 - Padrao de expressao de TGFB2

Caracterisitca Tumor Estroma
N % N %

Intensidade

Negativo 21 16,5 24 18,9

Positivo fraco 22 17,3 55 43,3

Positivo moderado 34 26,8 37 29,1

Positivo forte 50 39,4 11 8,7

Total 127 100 127 100
Numero de células marcadas

Negativo 21 16,5 24 18,9

1-20% 8 6,3 34 26,8

21-50% 31 24,4 30 23,6

>50% 67 52,8 39 30,7

Total 127 100 127 100
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Legenda: A = fraco; B= forte

Figura 1 — Marcagao por imunoistoquimica para CD74 no tumor

Legenda: A = fraco; B= forte

Figura 2 — Marcagao por imunoistoquimica para CD74 no estroma
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Legenda: A = fraco; B= forte

Figura 3 — Marcagéao por imunoistoquimica para TGFB1 e 2 no tumor

Figura 4 — Marcagao por imunoistoquimica para TGFB1 e 2 no estroma
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55 RESULTADO DA EXPRESSAO DE CD74 E ASSOCIACAO
COM VARIAVEIS CLINICO-PATOLOGICAS

Avaliando as variaveis clinico-patolégicas, foi observado associagao
estatisticamente significante entre a intensidade de marcagcédo do CD74 no
tumor e sexo (sexo feminino: marcacdo forte 44% x 10,1% masculino),
p<0,001), tabagismo (nunca fumaram: 62,5% marcacao forte, tabagistas:
17,2% marcacgao forte e em ex-tabagistas: 25% marcacéao forte, p=0,006) e
tipo histologico (bronquiolo-alveolar: 58% marcagao forte, adenocarcinoma:
34% marcacao forte e carcinoma epidermdide: 6,8% de marcacgao forte,
p<0,001) (Tabela 8).

Em relagdo a percentagem de células no tumor que marcavam CD74,
foi observado associagdo com sexo (feminino: expressao >50% em 22,1% x
4,3% masculino, p=0,003), tabagismo (nunca fumaram: 37,5% expressam>
50%, tabagistas: 10,5% expressam >50% e em ex-tabagistas: 8,3%
expressam >50%, p=0,019), estadiamento patologico (estadio |: 25%
expressam >50%, estadio Il e estadio Ill: nenhum paciente expressa >50%,
p=0,001) e tipo histologico (bronquiolo-alveolar: 41,6% expressa >50%,
adenocarcinoma: 16,4% expressa >50% e carcinoma epidermdide: nenhum
caso expressa> 50%, p=0,001) (Tabela 9).

Na avaliacdo do estroma tumoral, foi observado associagao entre
intensidade de marcagcdo do CD74 e tipo histolégico (carcinoma
epidermdide: 63,6% marcagao forte, adenocarcinoma 62,6% marcacéao forte
e bronquiolo-alveolar 41,6% marcacéo forte, p=0,003) (Tabela 10).

Na avaliagdo da percentagem de células que marcavam CD74 no

estroma, tabagismo (tabagistas: 67,2% expressédo >50%, ex-tabagistas:
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54,1% expressao >50% e nunca fumaram: 18,7% expressdo >50%,
p=0,003) e histologia (carcinoma epidermdide: 68,1% expressédo >50%,
adenocarcinoma: 56,7% expressdao >50% e bronquiolo-alveolar: 33,3%
expressdo >50%, p=0,012) apresentaram associacdo estatisticamente

significante (Tabela 11).

Tabela 8 - Intensidade de marcagao CD74 no tumor e associacdo com
variaveis clinico-patolégicas.

VARIAVEL INTENSIDADE TOTAL P
0 1 2 3

IDADE
<65 Anos 37(53,6) 6(8,6) 8(11,5) 18 (26)  69(100) 0,819
>65 Anos 35(59,3) 5(8,4)  4(6,7) 15(254)  59(100)
SEXO
Masculino 47 (68,1) 7(10,1) 8(11,5) 7(10,1)  69(100)  <0,001
Feminino 25(42,3) 4(6,7) 4(6,7) 26(44)  59(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 3(18,7)  1(6,2) 2(12,5) 10(62,5) 16(100) 0,006
Tabagista 36(62,0) 8(13,7) 4(6,8) 10(17,2)  58(100)
Ex-tabagista 28(58,3) 2(4,1) 6(12,5) 12(25)  48(100)
DPOC
Nao 24(51,0) 2(4,2) 6(12,7) 15(31,9) 47(100) 0,344
Sim 29(61,7) 4(84)  2(42) 12(255)  47(100)

ESTADIAMENTO
| 41(52,5) 5(6,4) 5(6,4) 27(34,6) 78(100) 0,065
I 17(65,3) 2(7.6) 4(153) 3(11,5)  26(100)
[ 14(58,3) 4(16,8) 3(12,5) 3(12,5)  24(100)

HISTOLOGIA

Carcinoma epidermoide 36(81,8) 0(0) 5(11,3) 3(6,8%) 44(100) <0,001
Adenocarcinoma 30(44,7) 8(11,9) 6(8,9) 23(34%) 67(100)
Bronquiolo-alveolar 4(33,3) 1(8,3) 0(0) 7 (58%) 12(100)

Grandes Células 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100)

Outros 125)  2(50)  1(25) 0(0) 4(100)
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Tabela 9 - Percentagem CD74 no tumor e associagdo com variaveis clinico-
patoldgicas

VARIAVEL PERCENTAGEM TOTAL P
0-50% >50%

IDADE

<65 63(91,3) 6(8,7) 69(100) 0,159

>65 49(83,0) 10(16,9) 59(100)

SEXO

Masculino 66(95,6) 3(4,3) 69(100) 0,003

Feminino 46(77,9) 13(22,1) 59(100)

TABAGISMO

Nunca Fumou 10(62,5) 6(37,5) 16(100) 0,019

Tabagista 52(89,6) 6(10,3) 58(100)

Ex-Tabagista 44(91,6) 4(8,3) 48(100)

DPOC

Nao 38(80,8) 9(19,1) 47(100) 0,135

Sim 43(91,4) 4(8,5) 47(100)

ESTADIAMENTO

I 62(79,4) 16(20,5) 78(100) 0,001

Il 26(100) 0(0) 26(100)

I 24(100) 0(0) 24(100)

HISTOLOGIA

Carcinoma epidermoide 44(100) 0(0) 44(100) 0,001

Adenocarcinoma 56(83,5) 11(16,4) 67(100)

Bronquiolo-alveolar 7(58,3) 5(41,6) 12(100)

Grandes células 1(100) 0(0) 1(100)

Outros 4(100) 0(0) 4(100)
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Tabela 10 - Intensidade de marcacdo de CD74 no estroma e associagao
com variaveis clinico-patologicas.

VARIAVEL INTENSIDADE TOTAL P
0 1 2 3

IDADE
<65 Anos 1(1,4) 11(15,9) 20(28,9) 37(53,6) 69 (100) 0,435
>65 Anos 1(1,6) 5(8,4) 14(23,7)  39(66,1) 59(100)
SEXO
Masculino 1(1,4) 9(13,0) 19(27,5)  40(57,9)  69(100) 0,983
Feminino 1(1,6) 7(11,8) 15(25,4)  36(61,0) 59(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 1(6,2) 2(12,4) 3(18,7) 10(62,5) 16(100) 0,783
Tabagista 1(1,7) 7(12,0) 16(27,5)  34(58,6) 58(100)
Ex-tabagista 0(0) 7(14,5) 14(29,1)  27(56,2)  48(100)
DPOC
N&o 1(2,1) 4(8,5) 15(31,9)  27(57,4)  47(100) 0,462
Sim 0(0) 5(10,6) 10(21,2)  32(68,0)  47(100)
ESTADIAMENTO
I 0(0) 8(11,7) 21(30,8)  49(72,0)  68(100) 0,343
I 1(3,8) 3(11,5) 8(30,7) 14(53,8)  26(100)
1 1(4,1) 5(20,8) 5(20,8) 13(54,1)  24(100)
HISTOLOGIA
Carcinoma epiderméide 0(0) 3(6,8) 13(29,5) 28(63,6) 44(100) 0,033
Adenocarcinoma 2(2,9) 7(10,4) 16(23,8) 42(62,6) 67(100)
Bronquiolo-alveolar 0(0) 2(16,8) 5(41,6) 5(41,6) 12(100)
Grandes Células 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 1(100)
Outros 0(0) 3(75) 0(0) 1(25) 4(100)
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Tabela 11 - Percentagem CD74 no estroma e associagdo com variaveis

clinico-patologicas.

VARIAVEL PERCENTAGEM TOTAL P
0-50% >50%

IDADE

<65 30(43,4) 39(56,5) 69(100) 0,947

>65 26(44,0) 33(56,0) 59(100)

SEXO

Masculino 27(39,1) 42(60,8) 69(100) 0,286

Feminino 29(49,1) 30(50,8) 59(100)

TABAGISMO

Nunca Fumou 13(81,2) 3(18,7) 16(100) 0,003

Tabagista 19(32,7) 39(67,2) 58(100)

Ex-Tabagista 22(45,8) 26(54,1) 48(100)

DPOC

Nao 21(44,6) 26(55,3) 47(100) 0,676

Sim 18(38,2) 29(61,7) 47(100)

ESTADIAMENTO

I 34(43,5) 44(56,4) 78(100) 0,96

Il 11(42,3) 15(34,8) 26(100)

1] 11(45,8) 13(54,1) 24(100)

HISTOLOGIA

Carcinoma epidermoide 14(31,8) 30(68,1) 44(100) 0,012

Adenocarcinoma 29(43,2) 38(56,7) 67(100)

Bronquiolo-alveolar 8(66,6) 4(33,3) 12(100)

Grandes células 1(100) 0(0) 1(100)

Outros 4(100) 0(0) 4(100)
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5.6 RESULTADO DA EXPRESSAO DE TGFB1 E ASSOCIACAO

COM VARIAVEIS CLINICO-PATOLOGICAS

Na analise dos resultados da marcagcao para TGFB1 quanto as
variaveis clinico-patologicas, foi observado associagao estatisticamente
significante entre intensidade de marcacdo do TGFB1 no tumor e sexo
(feminino: 38,9% marcagédo forte x 13% masculino, p=0,003) e tipo
histolégico (bronquiolo-alveolar: 50% marcagao forte, adenocarcinoma:
29,8% marcacao forte e carcinoma epidermoide: 11,3% marcacao forte,
p=0,002) (Tabela 12).

Em relacdo a percentagem de células no tumor que marcavam
TGFB1, foi observado associagdo apenas com o tipo histolégico (grandes
células: 100% expressao >50%, adenocarcinoma 26,8% expressao >50%, e
bronquiolo-alveolar: 25% expresséao >50%, p=0,039) (Tabela 13).

Na avaliagao do estroma tumoral, ndo foi observado associacao entre
intensidade de marcagcao do TGBFB1 e as variaveis clinicas estudadas.
Entretanto, na avaliagao da percentagem de células que marcavam TGFB1
no estroma, houve associagdo entre a percentagem e estadiamento
patologico (estadio I: 15,3% expressdo >50%, estadio Il: 0% e estadio lll:

4,1% expresséo >50%, p=0,049) (Tabelas 14 e 15).
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Tabela 12 - Intensidade de marcagdo TGFB1 no tumor e associacdo com

variaveis clinico-patolégicas.

VARIAVEL INTENSIDADE TOTAL P
0 1 2 3
IDADE
<65 Anos 40(57,9) 3(4,3) 9(13,0) 17(24,6)  69(100) 0,436
>65 Anos 34(57,6) 6(10,1) 4(6,7) 15(25,4)  59(100)
SEXO
Masculino 47(68,1) 7(10,1) 6(8,6) 9(13,0) 69(100) 0,003
Feminino 27(45,7) 2(3,3) 7(11,8) 23(38,9)  59(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 6(37,5) 1(6,2) 4(25) 5(31,2) 16(100) 0,498
Tabagista 34(58,6) 4(6,8) 6(10,3) 14(24,1)  58(100)
Ex-tabagista 28(58,3) 4(8,3) 3(6,2) 13(27,0)  48(100)
DPOC
Nao 21(44.,6) 2(4,2) 8(17,0) 16(34,0)  47(100) 0,164
Sim 29(61,7) 4(8,4) 3(6,3) 11(23,4)  47(100)
ESTADIAMENTO
I 42(53,8) 5(6,4) 9(11,5) 22(28,2)  78(100) 0,245
Il 18(69,2) 1(3,8) 0(0) 7(26,9) 26(100)
I 14(58,3) 3(12,5) 4(16,6) 3(12,5) 24(100)
HISTOLOGIA
Carcinoma
epidermoéide 36(81,8) 2(0,4) 1(0,2) 5(11,3) 44(100) 0,002
Adenocarcinoma 32(47,7) 5(7,4) 10(14,9) 20(29,8) 67(100)
Bronquiolo-
alveolar 4(33,3) 1(8,3) 1(8,3) 6(50) 12(100)
Grandes Células 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100)
Outros 2(50) 1(25) 0(0) 1(25) 4(100)
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Tabela 13 - Percentagem TGFB1 no tumor e associacdo com variaveis
clinico-patoldgicas.

VARIAVEL PERCENTAGEM TOTAL P
0-50% >50%

IDADE
<65 56(81,1) 13(18,8) 69(100) 0,522
>65 45(76,2) 14(23,7) 59(100)
SEXO
Masculino 58(84,0) 11(15,9) 69(100) 0,134
Feminino 43(72,8) 16(27,1) 59(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 11(68,7) 5(31,2) 16(100) 0,627
Tabagista 46(82,7) 12(17,2) 58(100)
Ex-Tabagista 38(79,1) 10(20,8) 48(100)
DPOC
Nao 34(72,3) 13(27,6) 47(100) 0,632
Sim 37(78,7) 10(21,2) 47(100)
ESTADIAMENTO
I 60(76,9) 18(23,0) 78(100) 0,128
Il 24(92,3) 2(7,6) 26(100)
Il 17(70,8) 7(29,1) 24(100)
HISTOLOGIA
Carcinoma epidermoide 40(90,9) 4(9,1) 44(100) 0,039
Adenocarcinoma 49(73,1) 18(26,8) 67(100)
Bronquiolo-alveolar 9(75,0) 3(25) 12(100)
Grandes células 0(0) 1(100) 1(100)

Outros 3(75) 1(25) 4(100)
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Tabela 14 - Intensidade de marcacdo TGFB1 no estroma e associagdo com
variaveis clinico-patolégicas.

VARIAVEL INTENSIDADE TOTAL P
0 1 2 3

IDADE
<65 Anos 45(65,2) 8(11,5) 7(10,1) 9(13,0) 69 (100) 0,989
>65 Anos 40(67,7) 7(11,8) 5(8,4) 7(11,8) 59(100)
SEXO
Masculino 47(68,1) 8(11,5) 7(10,1) 7(10,1) 69(100) 0,875
Feminino 38(64,4) 7(11,8) 5(8,4) 9(15,2) 59(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 10(62,5) 2(12,5) 2(12,5) 2(12,5) 16(100) 0,828
Tabagista 37(63,7) 8(13,7) 5(8,6) 8(13,7) 58(100)
Ex-tabagista 36(75,0) 3(6,2) 4(8,3) 5(10,4) 48(100)
DPOC
Nao 35(74,4) 5(10,6) 3(6,3) 4(8,5) 47(100) 0,916
Sim 35(74,4) 3(6,3) 4(8,5 5(10,6) 47(100)
ESTADIAMENTO
I 51(65,3) 9(11,5) 9(11,5) 9(11,5) 78(100) 0,444
Il 19(73,0) 2(7,6) 3(11,5) 2(7,6) 26(100)
1] 15(62,5) 4(16,6) 0(0) 5(20,8) 24(100)
HISTOLOGIA
Carcinoma Epidermoide 28(63,6) 7(15,9) 5(11,3) 4(9,0) 44(100) 0,204
Adenocarcinoma 44(65,6) 7(10,4) 4(5,9 12(17,9) 67(100)
Bronquiolo-alveolar 10(83,3) 0(0) 2(16,6) 0(0) 12(100)
Grandes Células 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100)

Outros 3(75)  1(25)  0(0) 0(0)  4(100)




53

Tabela 15 - Percentagem TGFB1 no estroma e associagcdo com variaveis

clinico-patologicas

VARIAVEL PERCENTAGEM TOTAL P
0-50% >50%

IDADE
<65 63(91,3) 6(8,7) 69(100) 0,537
>65 52(88,1) 7(11,8) 59(100)
SEXO
Masculino 60(86,9) 9(13,1) 69(100) 0,379
Feminino 55(93,2) 4(6,8) 59(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 15(93,7) 1(6,3) 16(100) 0,942
Tabagista 51(87,9) 7(12,1) 58(100)
Ex-Tabagista 43(89,5) 5(10,5) 48(100)
DPOC
Nao 42(89,3) 5(10,6) 47(100) 0,998
Sim 42(8,3) 5(10,6) 47(100)
ESTADIAMENTO
I 66(84,6) 12(15,3) 78(100) 0,049
Il 26(100) 0(0) 26(100)
11 23(95,8) 1(4,1) 24(100)
HISTOLOGIA
Carcinoma epidermoide 38(86,3) 6(13,6) 44(100) 0,15
Adenocarcinoma 61(91,0) 6(9,0) 67(100)
Bronquiolo-alveolar 12(100) 0(0) 12(100)
Grandes células 0(0) 1(100) 1(100)
Outros 4(100) 0(0) 4(100)
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5.7 RESULTADO DA EXPRESSAO DE TGFB2 E ASSOCIACAO

COM VARIAVEIS CLINICO-PATOLOGICAS

Quanto a marcacao do TGFB2 no tumor, foi observado associagao
estatisticamente significante entre a intensidade de marcacdo do TGFB2 e
tipo histolégico (adenocarcinoma: 53,7% marcagdo forte, bronquiolo-
alveolar: 50% marcagao forte e carcinoma epidermodide: 13,9% marcagao
forte, p=0,001) e entre percentagem e tipo histolégico (bronquiolo-alveolar:
66,6% expressao >50%, adenocarcinoma: 62,6% expressdao >50% e
carcinoma epiderméide: 36,3% expressdo >50%, p=0,019) (Tabelas 16 e
17).

Na avaliacdo do estroma tumoral, foi observado associagao entre
intensidade de marcagcdo do TGFB2 e idade (menos 65 anos: 13,2%
marcacgao forte, mais de 65 anos: 3,3% marcacgao forte, p=0,017) e entre
percentagem de células e tabagismo (ex-tabagistas: 29,1% expressao
>50%, nunca fumantes: 6,2% expressdo >50% e tabagistas: 3,9%
expressao >50%, p=0,037) e DPOC (DPOC: 40,4% expressdo >50% x

17,1% sem DPOC, p=0,01) (Tabelas 18 e 19).
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Tabela 16 - Intensidade de marcagao de TGFB2 no tumor e associagao com
variaveis clinico-patolégicas

VARIAVEL INTENSIDADE TOTAL P
0 1 2 3

IDADE
<65 Anos 11(16,1)  10(14,7)  15(22,0) 32(47,0) 68(100) 0,265
>65 Anos 10(16,9)  12(20,3)  19(32,2) 18(30,5)  59(100)
SEXO
Masculino 15(21,7) 13(18,8) 19(27,5) 22(31,8) 69(100) 0,191
Feminino 6(10,3)  9(155)  15(25,8) 28(48,2) 58(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 1(6,2) 1(6,2) 4(25)  10(62,5) 16(100) 0,222
Tabagista 8(14)  11(19,2) 18(31,5)  20(35)  57(100)
Ex-tabagista 12(25)  10(20,8)  9(18,7)  17(354) 48(100)
DPOC
N&o 8(17,3)  6(13,0) 13(28,2) 19(41,3) 46(100) 0,885
Sim 8(17,00  9(19,1)  13(27,6) 17(36,1)  47(100)
ESTADIAMENTO

| 14(18,1)  13(16,8) 17(22,0) 33(42,8) 77(100) 0,083
[ 4(15,3)  8(30,7)  9(34,6)  5(19,2)  26(100)
I 3(12,5) 1(4,1) 8(33,3)  12(50)  24(100)

HISTOLOGIA

Carcinoma

Epidermoide 13(30,2) 11(25,5) 13(30,2) 6(13,9) 43(100) 0,001
Adenocarcinoma 6(8,9) 8(11,9) 17(25,3) 36(53,7) 67(100)
Bronquiolo-alveolar  1(8,3) 2(16,6) 3(25) 6(50) 12(100)
Grandes Células 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100)

(
Outros 1(25) 1(25) 0(0) 2(50)  4(100)
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Tabela 17 - Percentagem TGFB2 no tumor e associacdo com variaveis

clinico-patoldgicas.

VARIAVEL PERCENTAGEM TOTAL P
0-50% >50%

IDADE
<65 31(44,9) 37(55,0) 69(100) 0,412
>65 29(49,1) 30(50,8) 59(100)
SEXO
Masculino 37(53,6) 32(46,3) 69(100) 0,153
Feminino 23(38,9) 35(61,0) 59(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 5(31,2) 11(68,7) 16(100) 0,115
Tabagista 25(43,1) 32(56,8) 58(100)
Ex-Tabagista 28(58,3) 20(41,6) 48(100)
DPOC
Nao 19(40,4) 27(59,5) 47(100) 0,301
Sim 25(53,1) 22946,8) 47(100)
ESTADIAMENTO
I 31(39,7) 46(60,2) 78(100) 0,086
Il 17(65,3) 9(34,6) 26(100)
11 12(50) 12(50) 24(100)
HISTOLOGIA
Carcinoma epidermoide 28(63,6) 15(36,3) 44(100) 0,019
Adenocarcinoma 25(37,3) 42(62,6) 67(100)
Bronquiolo-alveolar 4(33,3) 8(66,6) 12(100)
Grandes células 1(100) 0(0) 1(100)
Outros 2(50) 2(50) 4(100)
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Tabela 18 - Intensidade de marcacdo de TGFB2 no estroma e associagao
com variaveis clinico-patologicas.

VARIAVEL INTENSIDADE TOTAL P
0 1 2 3

IDADE
<65 Anos 16(23,5) 30(44,1) 13(19,1) 9(13,2) 68(100) 0,017
>65 Anos 8(13,5) 25(42,3) 24(40,6) 2(3,3) 59(100)
SEXO
Masculino 15(21,7)  28(40,5) 21(30,4) 5(7,2) 69(100) 0,743
Feminino 9(15,5) 27(46,5) 16(27,5) 6(10,3) 58(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 3(16,6) 11(61,1)  2(11,1) 0(0) 18(100) 0,332
Tabagista 10(17,5)  23(40,3) 17(29,8) 7(12,2) 57(100)
Ex-tabagista 11(22,9) 21(43,7) 14(29,1) 2(4,1)  48(100)
DPOC
Néo 10(21,7)  21(45,6) 12(26) 3(6,5)  46(100) 0,87
Sim 7(14,8) 24(51,0) 13(27,6) 3(6,3) 47(100)
ESTADIAMENTO
I 10(12,9)  38(49,3) 22(28,5) 7(9,0) 77(100) 0,434
Il 8(30) 9(34,6) 7(26,9) 2(7,6) 26(100)
i 6(25) 8(33,3)  8(33,3) 2(8,3) 24(100)
HISTOLOGIA
Carcinoma
Epidermoide 11(25,5) 17(39,5) 11(25,5) 4(9,3) 43(100) 0,779
Adenocarcinoma 12(17,9)  27(40,2) 21(31,3) 7(10,4) 67(100)
Bronquiolo-alveolar 1(8,3) 8(66,6) 3(25) 0(0) 12(100)
Grandes Células 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100)
Outros 0(0) 3(75) 1(25) 0(0) 4(100)
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Tabela 19 - Percentagem TGFB2 no estroma e associagcdo com variaveis
clinico-patologicas.

VARIAVEL PERCENTAGEM TOTAL P
0-50% >50%

IDADE
<65 46(66,6) 22(33,3) 69(100) 0,703
>65 42(71,1) 17(28,8) 59(100)
SEXO
Masculino 48(69,5) 21(30,4) 69(100) 0,942
Feminino 40(67,7) 18(32,2) 59(100)
TABAGISMO
Nunca Fumou 15(93,7) 1(6,2) 16(100) 0,037
Tabagista 35(60,3) 22(38,7) 58(100)
Ex-Tabagista 34(70,8) 14(29,1) 48(100)
DPOC
Nao 39(82,9) 7(17,1) 47(100) 0,01
Sim 28(59,5) 19(40,4) 47(100)
ESTADIAMENTO
I 53(67,9) 24(32,1) 78(100) 0,983
I 18(69,2) 8(30,7) 26(100)
11 17(70,8) 7(29,2) 24(100)
HISTOLOGIA
Carcinoma
epidermoide 25(56,8) 18(43,1) 44(100) 0,098
Adenocarcinoma 47(70,1) 20(29,8) 67(100)
Bronquiolo-alveolar 11(91,6) 1(8,4) 12(100)
Grandes células 1(100) 0(0) 1(100)

Outros 4(100) 0(0) 4(100)
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5.8 RESULTADO DA SOBREVIDA

5.8.1 Anélise para Sobrevida Livre de Recidiva

Na avaliagdo da amostra dos 129 pacientes como um todo,
observamos uma sobrevida livre de recidiva de 71% em 3 anos para um
tempo de seguimento mediano de 40,37 meses (valor minimo de 0,23

meses e maximo de 85,9 meses).

5.8.2 Andlise univariada para Sobrevida Livre de Recidiva

ApoOs a realizagdo da analise univariada, em relacdo as variaveis
clinico-patoldgicas estudadas, apenas o estadiamento patolégico apresentou
associagao com sobrevida livre de recidiva em 3 anos (p <0,001). Quanto a
avaliagcdo dos marcadores CD74, TGFB1 e TGFB2 no tumor e estroma, foi
observado associagdo entre sobrevida livre de recidiva e percentagem de
marcagao de CD74, através do parametro: marcagcdo maior que 50% versus
menor que 50% ou negativo, quando avaliado no tumor (SLR em 3 anos:
93,3% x 67,8%, p=0,018). Em analise de subgrupo, quanto ao estadio |
apenas, observamos SLR em 3 anos de 93,3% x 82% em favor da marcacao
em >50% das células tumorais (p=0,24) (Tabela 20, Figuras 5 a 7).

Foi observado, também, associacéo entre a intensidade de marcagao
de CD74 no estroma (p=0,043) e percentagem do CD74, quando avaliado
por 4 estratificagdes: negativo,1-20%, 21-50% e >50% (p=0,028) e sobrevida
livre de recidiva. Entretanto, esse achado foi provavelmente relacionado aos

casos agrupados como marcagao negativa, dois casos apenas, que
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apresentaram evolugdo totalmente distinta do restante do grupo, néao
parecendo apresentar significado clinico (Tabela 20).

Nao foi observado associacdo entre sobrevida livre de recidiva e os
demais marcadores. Houve dificuldades em se estabelecer clara distingdo
entre os graus de intensidade de marcagdo dos trés marcadores,
principalmente entre as marcagdes forte e moderada, prejudicando a correta

interpretacao dessa variavel, bem como o indice composto por ela.

Tabela 20 - Analise univariada para sobrevida livre de recidiva.

Variavel N SLR em 3 anos (%) Valor de p
Idade
<65 anos 69 74,2 0,493
>65 anos 59 66,6
Sexo
Masculino 69 64,0 0,197
Feminino 59 78,4
Tabagismo
Nunca fumou 16 67,0 0,316
Tabagista 58 67,4
Ex-tabagista 48 78,4
DPOC
Nao 47 72,5 0,644
Sim 47 79,3

Estadiamento

I 78 84,3 <0,001
Il 26 56,4

11 24 429

Tipo Histolégico

Carcinoma epidermoide 44 69,1 0,899
Adenocarcinoma 67 67,9

Bronquiolo-alveolar 12 83,3

Grandes células 1 60

Outros 4 57




Cont/ Tabela 20

Variavel N SLR em 3 anos (%) Valor de p
CD74

Intensidade-tumor

Negativo 72 68 0,935
Fraco 11 72,7

Moderado 25 73,9

Forte 20 79,3

Percentagem-tumor

Negativo 72 69,1 0,127
1-20% 21 71,4

21-50% 18 65,7

>50% 17 87,5

<50% 112 67,8 0,018
>50% 16 93,3

indice-tumor

indice abaixo da média 99 70,1 0,816
indice acima da média 29 74,6

Intensidade-estroma

Negativo 2 0 0,041*
Fraco 16 79,4

Moderado 34 64,3

Forte 76 74,6
Percentagem-estroma

Negativo 2 0 0,028*
1-20% 18 87,8

21-50% 36 63,2

>50% 72 74 1

<50% 56 65,9 0,138
>50% 72 77,2

indice-estroma

indice abaixo da média 37 65 0,078
indice acima da média 91 73,7

TGFB1

Intensidade-tumor

Negativo 74 66,9 0,96
Fraco 9 62,5

Moderado 13 75,5

Forte 32 80,5
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Cont/ Tabela 20

Variavel N SLR em 3 anos (%) Valor de p
Percentagem-tumor

Negativo 74 66,9 0,476
1-20% 15 80

21-50% 12 75

>50% 27 75,3

<50% 101 69,8 0,339
>50% 27 75,3

indice-tumor

indice abaixo da média 74 66,9 0,658
indice acima da média 54 76,5

Intensidade-estroma

Negativo 85 74 0,566
Fraco 15 71,4

Moderado 12 61,4

Forte 16 62,5
Percentagem-estroma

Negativo 85 74 0,348
1-20% 21 75

21-50% 9 67,2

>50% 13 73,3

<50% 115 70,7 0,51
>50% 13 73,3

indice-estroma

indice abaixo da média 74 74 0,262
indice acima da média 54 65,2

TGFB2

Intensidade-tumor

Negativo 21 66,8 0,466
Fraco 22 75,3

Moderado 58 64,6

Forte 26 83,2

Percentagem-tumor

Negativo 21 66,8 0,625
1-20% 8 68,6

21-50% 31 59,5

>50% 67 77,6

<50% 60 62,6 0,292
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Cont/ Tabela 20

Variavel N SLR em 3 anos (%) Valor de p
>50% 67 77,6

indice-tumor

indice abaixo da média 35 65,3 0,493
indice acima da média 92 72,7
Intensidade-estroma

Negativo 24 58,7 0,708
Fraco 55 77,6

Moderado 37 711

Forte 11 63,6
Percentagem-estroma

Negativo 24 58,7 0,393
1-20% 34 84,3

21-50% 30 64,2

>50% 39 71

<50% 88 70,8 0,843
>50% 39 71

indice-estroma

indice abaixo da média 52 75,1 0,332
indice acima da média 75 67,5
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Sobrevida livre de recidiva e Estadio
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Figura 5 - Estadiamento Agrupado e Sobrevida Livre de Recidiva. (p<0,001)
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Sobrevida livre de recidiva e Infiltrado CD74+ no tumor
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Figura 6 — Sobrevida Livre de Recidiva e marcagédo para CD74 nas células

tumorais avaliada em marcagao maior ou menor do que 50% das células.

(p=0,018)
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Figura 7 — SLR e marcacgado para CD74 nas células tumorais avaliada em

marcagao maior ou menor do que 50% das células apenas no estadio I.

(p=0,24)
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5.8.3 Andlise Multivariada para Sobrevida Livre de Recidiva

Na avaliacdo da analise multivariada para sobrevida livre de recidiva
foram utilizadas as variaveis que atingiram significancia estatisitca na analise
univariada e as variaveis que atingiram valor de p de até 0,20. Através da
analise pela técnica de riscos proporcionais de Cox, apenas Estadiamento
patolégico (HR: 4,5; IC 95% [2,0-10,1], p=<0,001) foi fator de risco

independente para a recidiva da doencga (Tabela 21).

Tabela 21 - Analise Multivariada para Sobrevida Livre de Recidiva.

Variavel HR IC95% p

Estadiamento

| 1 Referéncia <0,001
1] 3,8 (1,7-8,6)

1" 4.5 (2,0-10,1)

Positividade CD74 no tumor

> 50% 1 Referéncia 0,197
<50% 3,8 (0,49-30)

Positividade CD74 no estroma

> 50% 1 Referéncia 0,172
<50% 3,5 (0,82-4,0)

5.8.4 Resultado da Sobrevida Global

Em relagdo a amostra de 129 pacientes como um todo observamos
uma sobrevida global de 71,7% em 3 anos para um tempo de seguimento
mediano de 40,37 meses (valor minimo de 0,23 meses e maximo de 85,9

meses) Figura 8. A andlise foi realizada em 3 anos em decorréncia da
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inclusdo de pacientes até o ano 2007, estes com apenas 3 anos de

seguimento.

1,0

81

61

Sobrevida Cumulativa

24
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0 20 40 60 80 100

Tempo (meses)

Figura 8 - Sobrevida Global para pacientes com CPCNP nao estratificada

para nenhuma variavel estudada.

5.8.5 Andlise univariada para Sobrevida Global

Em relagdo as variaveis clinico-patolégicas estudadas, foi observado
que idade (p=0,017), sexo (p=0,006) e estadiamento patoldgico (p=0,001)
apresentaram associacao estatisticamente significante com a sobrevida
global em 3 anos. Tipo histolégico também apresentou associacdo com SG

em 3 anos, entretanto, quando tumores de grandes células (1 caso) foi
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agrupado com outros tumores (4 casos de carcinoma adenoescamoso) essa
associacgao foi perdida (Tabela 22).

Na avaliagdo dos marcadores CD74, TGFB1 e TGFB2 no tumor e
estroma e sobrevida global, nenhum marcador apresentou associagao
estatisticamente significante com a sobrevida global. Entretanto, ressalva
deve ser feita quanto a avaliacdo do CD74 no tumor, através do parametro:
marcagao maior que 50% versus menor que 50% ou negativo, onde
observamos curvas de sobrevida totalmente dissociadas e muitos casos
censorados, demonstrando um SG em 3 anos de 87,5% x 69,4%,
favorecendo os pacientes com infiltrado >50% de CD74 no tumor (p=0,074).
Esse achado necessita de maior tempo de seguimento para uma conclusao
definitiva (Figura 9). Nenhuma avaliagdo por intensidade ou pelo indice
formado pela intensidade e percentagem se mostrou capaz de diferenciar

evolugdes distintas em relagao a sobrevida global.



Tabela 22 - Analise univariada para sobrevida global
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Variavel N SG em 3 anos (%) Valor de p
Idade
<65 anos 69 80,6 0,017
>65 anos 59 61,2
Sexo
Masculino 69 62,5 0,006
Feminino 59 82,4
Tabagismo
Nunca fumou 16 75,0 0,933
Tabagista 58 711
Ex-tabagista 48 74,3
DPOC
Nao 47 76,2 0,971
Sim 47 75,6
Estadiamento
I 78 80,2 0,001
Il 26 64,1
1] 24 52,3
Tipo Histolégico
Carcinoma epidermoide 44 67,1 0,019*
Adenocarcinoma 67 72,2
Bronquiolo alveolar 12 81,8
Grandes células 1 0
Outros 4 50
CD74
Intensidade-tumor
Negativo 72 70 0,742
Fraco 1 81,8
Moderado 25 74,8
Forte 20 69,6
Percentagem-tumor
Negativo 72 70 0,296
1-20% 21 71,2
21-50% 18 65,2
>50% 17 88,2
<50% 112 69,4 0,074
>50% 16 87,5




Cont/ Tabela 22

Variavel N SG em 3 anos (%) Valor de p
indice-tumor

indice abaixo da média 99 71,7 0,507
indice acima da média 29 71
Intensidade-estroma

Negativo 2 50 0,298
Fraco 16 75

Moderado 34 71,9

Forte 76 71,7
Percentagem-estroma

Negativo 2 50 0,131
1-20% 18 83,3

21-50% 36 65,2

>50% 72 73

<50% 56 70 0,581
>50% 72 73

indice-estroma

indice abaixo da média 37 71,7 0,909
indice acima da média 91 72

TGFB1

Intensidade-tumor

Negativo 74 70,5 0,578
Fraco 9 66,7

Moderado 13 76,2

Forte 32 74,4
Percentagem-tumor

Negativo 74 70,5 0,68
1-20% 15 80

21-50% 12 73,3

>50% 27 69,6

<50% 101 72,2 0,93
>50% 27 69,6

indice-tumor

indice abaixo da média 74 70,5 0,321
indice acima da média 54 73,4
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Cont/ Tabela 22

Variavel N SG em 3 anos (%) Valor de p

Intensidade-estroma

Negativo 85 75,7 0,754
Fraco 15 62,8
Moderado 12 58,3
Forte 16 67,7

Percentagem-estroma

Negativo 85 75,7 0,284
1-20% 21 70,7
21-50% 9 38,9
>50% 13 68,4
<50% 115 72,1 0,912
>50% 13 68,4

indice-estroma

indice abaixo da média 74 70,5 0,321
indice acima da média 54 73,4
TGFB2

Intensidade-tumor

Negativo 21 76,2 0,26
Fraco 22 72,4
Moderado 58 64,6
Forte 26 83,5

Percentagem-tumor

Negativo 21 76,2 0,447
1-20% 8 50

21-50% 31 70

>50% 67 73,6

<50% 60 69,2 0,281
>50% 67 73,6

indice-tumor

indice abaixo da média 35 67,9 0,394
indice acima da média 92 73

Intensidade-estroma

Negativo 24 73,7 0,656
Fraco 55 72,7
Moderado 37 66,2

Forte 11 78,8




73

Cont/ Tabela 22

Variavel N SG em 3 anos (%) Valor de p

Percentagem-estroma

Negativo 24 73,7 0,412
1-20% 34 791
21-50% 30 61,6
>50% 39 71,4
<50% 88 70,1 0,937
>50% 39 71,4

indice-estroma
indice abaixo da média 52 78,5 0,382
indice acima da média 75 66,8

Sobrevida Global e Infiltrado CD74+ no tumor
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Figura 9 - Sobrevida Global e marcacdo para CD74 nas células tumorais

avaliada em marcac¢ao maior ou menor do que 50% das células. (p=0,074)
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5.8.6 Andlise Multivariada para Sobrevida Global

Em relacdo a andlise multivariada para sobrevida global, foram
utilizados as variaveis que atingiram significancia estatisitca na analise
univariada e as variaveis que atingiram valor de p de até 0,20. Através da
analise pela técnica de riscos proporcionais de Cox, apenas Estadiamento
(HR: 3,0; IC 95% [1,4-6,5], p=0.004) e idade (HR: 2,3; IC 95% [1,2-4,4],

p=0,01) foram fatores de risco independentes para o obito (Tabela 23).

Tabela 23 - Analise Multivariada para Sobrevida Global.

Variavel HR IC 95% p

Estadiamento

| 1 Referéncia 0,04
“ 2;4 (111'512)

1] 3 (1,4-6,5)

Sexo

Feminino 1 Referéncia 0,131
Masculino 1,7 (0,8-3,4)

Idade

<65 anos 1 Referéncia 0,01
>65 anos 2,3 (1,2-4,4)

Positividade CD74 no tumor
> 50% 1 Referéncia 0,36
< 50% 2 (0,4-9,3)
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5 DISCUSSAO

A importancia do cancer de pulmao de células nao-pequenas se
baseia em dois pilares: frequéncia e taxa de mortalidade. Esta neoplasia
representa a neoplasia maligna mais frequentemente diagnosticada em todo
0 mundo, excetuando-se tumores de pele ndo-melanoma, e possui a maior
taxa de mortalidade relacionada a neoplasia em ambos os sexos. Portanto,
representa um sério problema na politica de saude mundial. Mesmo nos
estadios mais precoces, de acordo com o estadiamento proposto pela AJCC,
observa-se taxas elevadas de recidiva apds a ressecg¢ao cirurgica.

Durante décadas os tumores de pulm&o de células ndo-pequenas
foram tratados de forma semelhante, entretanto, cada vez mais se conhece
a respeito das diferencas entre os diversos tipos celulares que constituem
esse subgrupo e, principalmente, cada vez mais se conhece a respeito das
bases moleculares envolvidas na génese desses tumores.

Existe na literatura uma busca crescente do entendimento dos
mecanismos relacionados a fisiopatologia desse grupo heterogéneo de
neoplasias na tentativa de descobrir novos alvos terapéuticos e fatores
prognésticos. Recentemente, estudos vém avaliando determinadas
caracteristicas do infiltrado inflamatério e citocinas relacionadas com
inflamacao e correlacionando esses achados com a evolugcdo das mais
diversas neoplasias, possibilitando, em alguns casos, a distincdo de

evolugdes diferentes de pacientes agrupados sob o mesmo estadio.
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Entretanto, ainda se sabe muito pouco sobre todos os aspectos do processo
inflamatdrio e sua relagdo com a promocgao tumoral.

Foi optado, nesse estudo, pela analise do CD74 (receptor do MIF), e
pela analise do TGFB1 e B2 devido a importancia central que essas
moléculas exercem na regulagado do processo inflamatério.

A casuistica deste estudo foi composta por 129 casos de cancer de
pulmao de células nao-pequenas, operados no periodo compreendido entre
01/2003 e 12/2007. Os dados epidemiologicos estdo, em sua maioria, em
concordancia com a literatura nacional e mundial em se tratando de uma
populacao de pacientes candidatos a ressecgao cirurgica.

Observamos um discreto predominio do sexo masculino (54,3%),
média de idade de 58,6 anos (54,2% dos individuos apresentando menos 65
anos) e com a maior parte do pacientes apresentando histéria de exposigao
atual ou pregressa ao tabaco (82,8%).

Ao contrario do que observamos nos estudos iniciais de tratamento
adjuvante, encontramos, neste estudo, um predominio de tumores no
estadio inicial (60,4% estadio patoldgico ). Isso se deve, em parte, a melhor
selecdo de pacientes para o procedimento cirurgico, decorrente do melhor
entendimento da evolucdo da doenga com comprometimento linfonodal no
mediastino (EC IlIA- N2) e da otimizagdo dos exames utilizados no
estadiamento, como a mediastinoscopia e o PET-CT. Houve o predominio
de lobectomias sobre pneumectomias (78,3% x 17,9%), o que é esperado

visto o grande numero estadios | na amostra considerada.
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O adenocarcinoma foi o subtipo histolégico mais comum (51,9%),
seguido pelo carcinoma epiderméide (34,8%), estando de acordo com os
dados epidemioldgicos atuais. O tratamento adjuvante mais realizado foi a
quimioterapia baseada em platina, terapia padrao para esta situacao, sendo
a cisplatina e o etoposide o esquema mais utilizado.

Quanto a analise do CD74, foi observado que a percentagem de
marcagao em >50% das células no compartimento tumoral foi associada a
sobrevida livre de recidiva na analise univariada. Esse padrdo de marcacao
foi associado com sexo feminino, nao-fumantes, histologia (bronquiolo-
alveolar e adenocarcinoma) e estadiamento (estadio 1) quando avaliado no
tumor. Coincidentemente, essas caracteristicas estdo associadas com um
melhor prognoéstico em cancer de pulmdo. Trés dessas caracteristicas
também estdo associadas com presenga de mutagdes no gene EGFR, e
seria interessante avaliar a presenca destas nesta amostra e a eventual
interacdo com expressao ou ndao de CD74, posto que ndo ha dados
descritos na literatura para esta associacdo em cancer de pulmao. Neste
estudo ndo observamos associagao da percentagem do infiltrado CD74+ no
estroma e sobrevida livre de recidiva.

Na avaliagdo da intensidade nao foi observado associacdo da
intensidade de marcacado do CD74 com sobrevida livre de recaida. Durante a
leitura dos marcadores houve dificuldade significativa na diferenciagao entre
os diversos graus de intensidade, principalmente no estroma. Por esse

mesmo motivo, acreditamos que a analise do indice também esteja
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prejudicada, ja que este é formado pela associagdo da intensidade e
percentagem de células marcadas.

Considerando que a expressido do CD74 avaliada por
imunoistoquimica se correlaciona com a atividade do MIF, fator relacionado
com pior prognostico devido a sua capacidade de estimulo a angiogénese,
invasao, metastatizacdo e modulacdo da resposta imune, era de se esperar
que os pacientes que apresentaram maior percentagem de expressao de
CD74 no tumor tivessem apresentado pior evolugao, como demonstrado em
um estudo em cancer de pancreas submetidos a terapia multimodal, em que
0s pacientes que apresentavam marcagao de CD74 em >70% das células
do tumor apresentavam maiores de taxas de invasdo vascular linfatica,
invasao perineural e pior sobrevida (NAGATA et al. 2009).

Entretanto, a exata funcdo do CD74 e sua correlacdo com o MIF
ainda nao esta totalmente estabelecida e a sua contribuicdo para
carcinogénese é complexa e pode variar de acordo com o estagio de
evolucdo da doenga. O MIF é um mediador critico da defesa do hospedeiro
e é envolvido tanto na resposta inflamatéria aguda quanto na crénica. O MIF
tem sido relacionado com a capacidade de recrutar leucdcitos ao sitio de
inflamacéao através de ligagdo com os receptores CXCR2 e CXCR4, devido
as suas propriedades quimiocinas-simile, e alguns estudos tém demonstrado
evidéncias que exerce propriedades relacionadas com resposta inflamatéria
tipo Th1, dessa forma, se produzido nas fases iniciais da resposta
inflamatdria em volta do tumor poderia estar associado tanto a mecanismos

pré-tumorais, quanto anti-tumorais (SCHWARTZ et al. 2009).
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Em pulmdo de modelos animais, a neutralizagdo do MIF reduziu o
acumulo de neutréfilos no sitio de inflamacéao (TAKAHASHI et al. 2009). Em
outros estudos, culturas de macréfagos/mondcitos foram tratados com MIF e
estes se tornaram mais fagociticos e capazes de destruir patégenos
intracelulares (NATHAN et al. 1973; JUTTNER et al. 1998). Em um estudo
com linhagem celular de cancer de mama, foi sugerido que o MIF é
determinante para a diferenciagdo dos macréfagos no subtipo M1. Neste
estudo as células tumorais induziam a polarizacdo M2 através da inibicdo da
agao do MIF nos macrofagos associados ao tumor do tipo M1 (BURNETT et
al. 2008). Outro estudo demonstrou falha nas células TCD4+ em se
diferenciar no fenétipo Th1 na auséncia do MIF (WONG et al 2009). Outras
funcbes também atribuidas ao MIF sdo a capacidade de aumentar a
expressao de receptores TLR4 em células apresentadoras de antigenos e
antagonizar os efeitos de glicocorticéides. Logo tais atividades de MIF, que
dependem pelo menos parcialmente de sua interacdo com seu receptor
CD74, poderiam desempenhar um papel antitumoral, particularmente nas
fases mais iniciais da progressao tumoral (ROGER et al. 2001).

A populagao do nosso estudo foi composta na sua grande maioria por
tumores em estadio inicial e a maior expressdo de CD74 no tumor se
correlacionou com melhor sobrevida livre de recidiva. Ndo se sabe qual é a
exata relacdo biolégica desse achado com a marcagdo pelo CD74
acontecendo no estroma neste momento. Nem com a presenca do infiltrado
por TAM do tipo M1 que pode conferir um melhor prognéstico. Também néao

sabemos da relacdo desse achado com relagao a predicdo de resposta ao
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tratamento, visto que esses pacientes em estadio | ndo sdo candidatos a
terapia adjuvante. Portanto, seria interessante realizar essa analise sob a
otica da expressao do CD44 (co-fator para o CD74), do MIF e do infiltrado
por macrofagos M1 para que se possa tirar maiores conclusoes.

Outra importante consideragao para o entendimento dos achados é
que a precisa fungcdo do MIF pode depender de onde esta ocorrendo a
expressao celular (intracelular, extracelular, no tumor, ou nas células do
estroma). O MIF é expresso em uma ampla variedade de tipos celulares,
incluindo células T, mondcitos, macrofagos, células dendriticas, neutréfilos e
células tumorais. Diferente de outras citocinas, ele € armazenado no citosol
dessas células. No ambiente extracelular liga-se com afinidade ao dominio
extramembranar do CD74, e com o auxilio do CD44, leva a ativagao da via
ERK1/2 MAPK e AKT/PI3K, relacionada com progressao tumoral. Niveis
elevados de MIF extracelular se correlacionam com maior quantidade de
citocinas angiogénicas, maior microdensidade vascular e pior prognostico
(McCLELLAND et al. 2009).

Quanto a sua fungdo no compartimento intracelular, estudos
observam que o MIF contribui para a sobrevivéncia celular, controle do ciclo
celular e da homeostase. Este aparente beneficio, quando no compartimento
intracelular, parece estar relacionado a via JAB1/CSN5 que promove a
degradacéao de p27 e sofre regulagao pelo MIF(KLEEMANN et al. 1999). Em
linhagens de células de cancer de mama a expressao abundante de MIF
intratumoral foi associado com tumores de tamanhos menores, receptor de

progesterona e estrégeno e melhor evolugdo. Nestas linhagens, tumores
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invasivos, quando comparados com tumores in situ, apresentavam niveis
menores de MIF intracelular e maior expressdo de CD74 (VERJANS et al.
2009).

Os efeitos do MIF acontecem tanto de forma paracrina do tumor para
o estroma, quanto do estroma para o tumor. Em um estudo foi observado
aumento da secrecao de MIF por células de cancer de mama apos estimulo
com MIF recombinante, levantando a hipotese que o MIF oriundo dos TAMs
pode desencadear aumento sustentado de MIF pelas células tumorais,
sugerindo uma alga de amplificagdo. Além disso, ocorre também o efeito do
estimulo do MIF do tumor de forma autécrina (VERJANS et al. 2009).

Entretanto, a sequéncia de eventos ndo é totalmente conhecida. Em
estudo que avaliou o expressdao de quimiocinas angiogénicas em relagao
com a expressao do CD74, foi observado aumento crescente da expressao
dessas quimiocinas quando avaliadas em pacientes com marcagao
negativa, seguido por marcagao apenas estromal e com os maiores niveis
detectados em pacientes com marcagao estromal e tumoral concomitante,
sugerindo talvez, que o influéncia se dé no sentido do tumor para o estroma
€ esse, por sua vez, apos ativacao, passasse a estimular ainda mais o tumor
(MCCLELLAND et al. 2009).

No presente estudo, a marcagdo de CD74 em >50% das células se
correlacionou com sobrevida livre de progressao apenas quando avaliada no
tumor, sem correlacdo com o estroma. Interessante foi o fato de que apenas
pacientes do estadio patoldgico | apresentaram marcagao >50% das células

do tumor, com nenhum paciente nos estadios Il e lll apresentando esse
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achado. Quando avaliamos o estroma em relagdo a percentagem de
marcacgao >50%, observamos marcagao nos trés estadios, sem diferenca
estatistica. Dos 16 casos onde a marcagao para CD74 no tumor foi >50%,
10 (62,5%) aconteceram em pacientes com marcagdo no estroma <50%
para CD74. Esse achado pode representar uma fase ainda inicial na relagao
entre CD74/MIF do tumor e estroma, onde se encontra, por exemplo, uma
maior concentragdo do MIF intracelular no tumor, justificando assim uma
melhor evolugdo. Entretanto, ndo é possivel afirmar baseado nos dados
disponiveis, uma vez que nao realizamos imunoistoquimica para MIF.

Outro ponto a ser ressaltado € em relacdo a ativacido do CD74. O
padrao de marcacao neste estudo foi semelhante ao que é reportado na
literatura, com a maior concentragdo ocorrendo no compartimento
intracelular. Sabendo-se que o CD74 é um receptor de superficie de
membrana, seria interessante saber se a sinalizacdo do MIF/CD74 origina-
se da superficie celular ou é ativada por endossomos, por exemplo.

Foi observado que a marcagéo por CD74 em > 50% das células no
tumor foi associado com sexo feminino, nao-tabagistas e subtipos
histolégicos adenocarcinoma e bronquiolo-alveolar. Como referido
inicialmente, em conjunto, esses fatores se associam com maior chance de
se encontrar mutagcdo ativadora no gene do EGFR, que confere melhor
prognoéstico. Em estudos com linhagem celular de cancer de mama, niveis
elevados de MIF intracelular apresentou correlagao positiva, moderada e

significante com a expressao aumentada do EGFR (XU et al. 2008).
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Em relagdo ao TGFB, nenhuma das duas isoformas avaliadas
(TGFB1 e TGFB2) evidenciou associagao com a sobrevida livre de recidiva
ou sobrevida global. Neste estudo observamos que a marcagao para TGFB
no tumor variou entre as duas isoformas. Foi visto que TGFB2 marcou a
maior parte das células do tumor e essa marcacao foi forte ou moderada na
maioria dos casos. Quanto ao TGFB1, no tumor, a marcacao foi negativa na
maioria do casos.

Entretanto, semelhante ao ocorrido na avaliagdo da intensidade de
marcacao pelo CD74, houve muita dificuldade em se estabelecer limites
precisos entre os diversos graus de intensidade, dificultando assim também
a utilizacédo do escore formado pela intensidade e percentagem de células.

Muitos autores focam suas analises na avaliagao do TGFB no tumor e
dados da marcagao em células do estroma sao escassos. Semelhante ao
estudo de BACMAN et al (2007) que avaliou a expressao de TGFB1 no
estroma de tumores colorretais, ndo encontramos marcagao nas células do
estroma na maioria dos casos para TGFB1. Nosso estudo acrescenta dados
a literatura, visto que dados do padrdo de expressao de TGFB1 e B2 no
estroma de tumores de pulmao de células ndo-pequenas € escasso.

Assim como CD74, a marcagao por TGFB2 em >50% das células do
tumor se correlacionou com os subtipos histolégicos adenocarcinoma e
bronquiolo-alveolar. Entretanto, em 80,5% dos casos onde TGFB2 marcou
>50% das células tumorais a marcagao para CD74 ocorreu em menos da
metade das células do tumor, ou seja, ndo houve associagao entre as duas

marcacoes. Em relacdo ao estadiamento, apenas o TGFB1 mostrou
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associagao, onde a marcacgao das células do estroma em >50% se associou
com estadio |. Diferente do observado em um estudo em cancer colorretal, a
marcagao do TGFB1 ndo aumentou sucessivamente com a progressao dos
estadios (BELLONE et al. 2001).

Contudo, a correta interpretagcdo desses resultados é complicada
pelas dificuldades associadas com a distingdo da forma biologicamente
latente, inativa do TGFB da sua forma ativa. Os dados na literatura ainda
sdo muito conflitantes em relagdo ao papel prognéstico dessas moléculas.
Existe, sabidamente, muitos mecanismos pelos quais a via do TGFB pode
estar alterada, sem necessariamente existir alteracdo no proprio TGFB,
como por exemplo, a reducado da expressao dos receptores no estroma ou
tumor por mutagdo ou downregulation ou por alteragbes na via de
sinalizagao intracelular mediada pelas moléculas Smad 2,3 e 4 (YANG e
YANG 2009).

A despeito das analises feitas com os marcadores neste estudo, na
analise multivariada para sobrevida livre de recidiva, apenas a variavel
estadio patolégico se mostrou independente.

Assim, acreditamos que o CD74 tenha um papel importante na
biologia do CPCNP inicial e sua interagdo com o hospedeiro, embora
precisemos esclarecer melhor o seu significado, tanto pela avaliagédo da
expressao de moléculas coadjuvantes e reguladoras (MIF, CD44), quanto da
melhor caracterizagdo do microambiente celular onde estamos observando
esta expressdo, bem como através da avaliagdo de modelos animais de

cancer de pulmao controlados para esta variavel, principalmente pelo
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conjunto crescente de evidéncias da sua relevancia em outros tumores e a
existéncia inclusive de ensaios clinicos com drogas (anticorpos monoclonais)

dirigidas contra este alvo.



86

CONCLUSOES

A marcacgao para CD74 no tumor se associou com sexo feminino, com
nao-tabagistas, com os tipos histolégicos adenocarcinoma e
bronquiolo-alveolar e com estadio |.

A marcagao para CD74 em mais de 50% das células do tumor se
associou de forma significativa com melhor sobrevida livre de recidiva
em 3 anos quando comparado com tumores que expressavam CD74
em menos de 50% das suas células.

A marcagao para TGFB1 foi negativa na maioria dos casos tanto no
tumor quanto no estroma. TGFB2 foi positiva na maioria dos casos,
com intensidade maior observado no tumor.

TGFB2 apresentou associagdo com DPOC e tabagismo.

Neste estudo as isoformas do TGFB, B1 e B2, ndo se associaram
com sobrevida livre de recidiva e sobrevida global.

Estadio patolégico foi fator independente para o desfecho sobrevida
livre de recidiva.

Estadio patolégico e idade foram fatores independentes para

sobrevida global.
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ANEXO




Anexo 1 - Ficha de Coleta de Dados Ficha n°:

Projeto: Banco de Dados de Cancer de Pulméao
FICHA CANCER de PULMAO

Nome: RGH:

Data de nascimento: ...... [ [ ... Sexo: (1)M (2)F
Data admisséo no Térax: ...... /... [ ...

Medico responsavel: Hospital:

Manifestagdes iniciais: (1)Assintomatico (2)Dispnéia (3)Dor toracica

(4)Hemoptise (5)Tosse (6)Infeccdo pulmonar recorrente  (6)Outros Quais? ......

Tabagismo: (1)Nunca fumou (2)Passivo (3)Ativo. Magos/ano: ............ccccuu....

(4)Ex-fumante. Tempo de abandono: anos.

ECOG na admissao: (0)0 (1)1 (2)2 (3)=3

Emagrecimento (1)Nao (2)Sim. Qtos ......... kgl ......... meses. Peso habitual: ...... Kg
Comorbidades: (1)Nao (2)Sim Quais? ...........cccvenen.n.

Uso de medicagao: (1)Nao (2)Sim Quais? ..........ccccevvnenene.

Modo diagndstico histolégico: (1)broncoscopia (2)pungao guiada por TC
(3)Biopsia de linfonodo cervical/lFSC (4)VATS (5)Toracotomia

(6)Outros: .................

Exames de imagem realizados na avaliagdo do paciente(qualquer tempo)(1)Nao
(2)Sim

Mapeamento com FDG PET (1)Nao (2)Sim

Indicagdo do PET: (1)Estadiamento (2)Aval. Resposta (3)Seguimento

Tipo histolégico (bidpsia): (1)CEC (2)Adenoca  (3)Bronquioloalveolar
(4)Grandes células (5)Carc. ndo pequenas cels (6)Carc. de pequenas cels
(7)Neuroendocrino (carcindide) (8)Outro. Qual: .........cocoviiiiiiiiiiiie e,

Numero do AP da bidpsia:




Estadio Clinico na Admissdo: T( ) N( ) M( )Local de metas.

Estadio Clinico na Admissao: (1)IA (2)IB (3)IA (4)IIB (5)IIA (6)IIB (7)IV
Tratamento principal inicial: Cirurgia(1)Sim (2)Nao QT(1)Sim (2)Nao
RXT(1)Sim (2)Nao QT+RXT(1)Sim (2)Nao

Tratamentos oncolégicos realizados neste paciente (qualquer tempo)( )sim ( )nao
Cirurgia (1)Nao (2)Sim Radioterapia externa (1)Nao (2)Sim

Braquiterapia (1)Nao (2)Sim Quimioterapia 1a linha (1)Nao (2)Sim
Tratamento neoadjuvante  (1)Ndo (2)Sim Qual: (1)QT  (2)RXT

Cirurgia (O)N (1)S Data da cirurgia: ...... [oeennn. [ovovinnns

Tipo de Cirurgia: (0)Toracot Expl (1)Cunha (2)Segment (3)Lobectomia
(4)Bilobectomia (5)Pnemectomia (6) VATS (7)0utras ........cccceeeeeeeeiiiiiiiiieeeennn,
Resseccao Completa (1)Nao (2)Sim Irressecavel (1)Nao (2)Sim

Motivo da

irressecabilidade.......... ...
Numerodo AP dapega ........cceeeeeeeeeeiieeiieee e,

Tipo Histologico: (1) CEC (2) Adenoca (3) Grandes Células (4) Pequenas células
(5) OULIO, QUANI ...t e e e e e
Tamanho do tumor: ........... cm Lado do pulmao: (1)direito  (2)esquerdo
Localizagao do tumor primario: (1)lobo superior  (2)lobo médio  (3)lobo inferior
Margem brénquica (1)positiva (2)negativa (3)ca “in situ”

Inv vascular (1)N&o (2)Sim Inv. linfatica (1)Nao (2)Sim

Inv neural (1)N&o (2)Sim Inv pleura visceral (1)N&o (2)Sim

Inv de estruturas adjacentes: (1)Nao (2)Sim Qual: .......cooviiiiiiiiiii e
Numero de LN mediastinais: Dissecados: ............... Comprometidos: ........cccccevveeeeee.
Localizagdo dos LN mediast comprometidos: (0)mediast sup  (1)subcarinal
(2)mediast inf  (3) OULrO:.....ceveveeieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Numero de LN hilares: Dissecados:. ................ Comprometidos: ......cccccceeveeeenn.
Estadio Cirargico: T cir( ) Ncir( )Mcir( )

Estad Cirargico (1) 1A (2)IB (3) 1A (4)1IB (5) 1A (6) 1B (7) IV

Tratamento adjuvante (1)Nao (2)Sim. Data inico Adjuvancia: ..... [, [,
Tipo de tto adjuvante: (1)QT. Drogas: .........ccccovreeeeeiiiniiiiiieeeeeenn N ciclos...........
(2)RXT . Dose: ... Gy.

Data do final da adjuvancia: ...... /... [



RXT como tratamento principal (1)Nao (2)Sim. Dose: ........... Gy
Data inicio RXT: ...... [, [ Data fim RXT ....... [, [

QT como tto principal: (1)Nao  (2)Sim

Tipo de QT de primeira linha: platino (1)Nao (2)Sim taxano(1)Nao (2)Sim

gemcitabina (1)Nao (2)Sim vinorelbina(1)Nao (2)Sim VP16(1)Nao (2)Sim
Irinotecano (1)NAo (2)SIim  OULIO: .....uuviiieiiii s

Data inicio QT primeira linha: ..... /... /... Data fim QT primeira linha: ..... /... /...

Numero de ciclos de QT de primeira linha ____intervalo entre as aplicagbes ___dias

Tipo de QT de segunda linha: platino(1)Nao (2)Sim paclitaxel(1)Nao (2)Sim

docetaxel(1)Nao (2)Sim gemcitabina(1)Nao (2)Sim vinorelbina(1)Nao

(2)Sim VP16(1)Nao (2)Sim pemetrexato(1)Nao (2)Sim inibidor de

EGFR(1)Nao (2)Sim Irinotecano(1)Nao (2)Sim Outro: ...,

Data inicio QT primeira linha: ..... /... /... Data fim QT primeira linha: ...../ .....[ .....
Numero de ciclos de QT desegunda linha _____intervalo entre as aplicagbes ___dias
Recorréncia pés tratamento: (1)N&o (2)Sim Data: ..... ... [

Local da recorréncia: (1)Local (2)Distancia.

Sitio da recorréncia sistémica: (1)Ossos (2)Cérebro (3)Pulmao (4)Figado
(B)Adrenal  (B)OULIOS: .o
Tratamento da recorréncia: (1)QT (2)RXT  (3)Cirurgia (4)Sem tto oncoldgico

Data da ultima informagao sobre o paciente: ...... [, [

Estado na ultima avaliagao:

(1)Vivo sem evidéncia de tumor (2)Vivo com evidéncia de tumor

(3)Morto por cancer (4)Morto por outras causas. Qual: .......ccccceeeviiiiieennennn.
Segunda neoplasia primaria: (1)Nao (2)Sim. Data seg. primario: ..... [ [

Local da segunda neoplasia primaria: ..........ccoeuuuiiiiiieeeeieiiiee e e e e e e eeaeans

Nome de quem preencheu a ficha:



