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“‘Quanto mais alto se subia, tanto menos se entendia, como a nuvem tenebrosa que
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RESUMO

No mundo inteiro, as neoplasias de pulm&o apresentam maior taxa de
incidéncia e mortalidade, liderando as estatisticas de novos casos de cancer, com
uma estimativa de 2,1 milhdes de pacientes diagnosticados em 2018. O correto
diagnostico da neoplasia direciona ao tratamento correto e mais efetivo, e a utilizacéo
de marcadores imunohistoquimicos (IHQ) nas neoplasias de pulmé&o, quando
associada a outros meétodos, possibilita um aumento na acuidade diagndstica,
subsidiando a escolha do protocolo terapéutico mais adequado. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o perfil imunohistoquimico dos marcadores de proliferacao
celular PCNA e BrdU, em pacientes portadores de neoplasias de pulméo, comparando
os achados com a imunomarcacdo de lesbes benignas e metastaticas. Foram
selecionadas amostras de 55 pacientes. Desses, 52 eram portadores de neoplasia de
pulméo, 2 possuiam tumores metastaticos, além de 2 casos de bronquiectasia. Entre
0s pacientes com informacdes relacionadas ao tabagismo, 72% eram ex-fumantes. A
analise imunohistoquimica demonstrou um percentual de positividade para PCNA de
98,2%, incluindo positividade para os tumores metastaticos e as alteracbes nao
neoplasicas. A andlise da BrdU apresentou positividade de 87,3%, incluindo as
metastases e um caso de bronquiectasia. Dessa forma, se concluiu que o emprego
da IHQ para PCNA e BrdU em pacientes portadores de cancer de pulméo, demonstrou
limitagcbes diagndsticas, uma vez que ndo possibilitou uma correta distingdo entre
lesbes inflamatdrias benignas, malignas ou metastaticas; ndo apresentando, portanto,
especificidade diagndstica para as neoplasias de pulmé&o, sendo recomendado o

emprego de outros marcadores para essa finalidade.

Palavras-chaves: Neoplasias pulmonares. Antigeno nuclear de célula em

proliferacdo. Bromodesoxiuridina. Imunohistoquimica. Biomarcadores.



ABSTRACT

Worldwide, lung cancer presents the highest incidence and mortality rate,
leading the statistics on new cancer cases, with an estimated number of 2.1 million
patients diagnosed in 2018. A correct diagnose of the neoplasia leads to the right and
more effective treatment, and the use of immunohistochemical (IHC) markers for
pulmonary cancer, when associated to other diagnostic methods, increases diagnostic
accuracy, ensuring that the correct treatment protocol is being employed. The aim of
this study was to evaluate the immunohistochemical profile of the cell proliferation
PCNA and BrdU markers, in patients diagnosed with lung cancer, comparing the
outcomes with the immunostaining of benign and metastatic lesions. A total of 55
patients samples were selected for the study. From them, 52 patients presented lung
cancer, 2 patients had metastatic tumors, and the other 2 were diagnosed with
bronchiectasis. Among patients who presented information related to smoking, 72%
were former smoker The results demonstrated 98.2% positivity for PCNA, including
the metastatic tumors and the non-neoplastic lesions. The BrdU analysis presented
87.3% positivity, including metastasis and bronchiectasis. Thus, it is possible to
conclude that the use of IHC for PCNA and BrdU in patients diagnosed with lung
cancer has demonstrated diagnostic limitations once it did not allow a correct
distinction among benign, neoplastic or metastatic lesions; therefore, not presenting
diagnostic specificity for lung cancer, and the use of more specific biomarker for this
purpose being recommended.

Keywords: Lung cancer. Proliferating cell nuclear antigen. Bromodeoxyuridine.

Immunohistochemistry. Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

O céancer de pulméo é o tumor mais incidente e letal entre os tipos de cancer
do mundo, com uma taxa de mortalidade relacionada de 1,6 milhdes de mortes por
ano. A correlacdo do cigarro com a mortalidade por cancer de pulmao foi bem
estabelecida na literatura (RECK; RABE, 2017).

A maioria dos tumores de pulméo ndo causa sintomas até sua disseminacao,
contudo, algumas pessoas em estagios iniciais da doenca manifestam algum
sintoma. Dentre 0os mais comuns estdo tosse persistente com piora progressiva,
acompanhada ou ndo de sangue, dor no peito, rouquidao, falta de ar e infec¢des
respiratorias recorrentes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Os fatores de risco relacionados ao historico familiar contemplam a
susceptibilidade genética herdada, que quando associada a exposicdo a agentes
carcindgenos, fatores alimentares e comportamentais, desencadeiam alteracdes
genéticas que culminam com o desenvolvimento e progressdo da neoplasia. Essas
alteracdes incluem ativacédo de vias de crescimento celular, e inibicdo de vias de
supressdo tumoral (HERBST; HEYMACH; LIPPMAN, 2008; KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2016).

Os tipos histolégicos de tumor de pulméo incluem adenocarcinoma, carcinoma
de células escamosas, carcinoma de pequenas células e carcinoma neuroenddcrino.
Apesar de compartilharem varias caracteristicas moleculares, a maioria das
alteracbes genéticas de tais tumores é distinta (SWANTON; GOVINDAN, 2016). O
diagndstico é importante para o inicio do tratamento e manejo dos sintomas, porém,
ainda € um ponto desafiador. A analise citoldgica associada a exames de imagem é
o padrao tradicional para o diagndstico, contudo, a sensibilidade varia entre 30 e 60%.
Além disso, o beneficio de bidpsias consecutivas as cegas € limitado. Apesar da
toracocentese ser amplamente utilizada na pratica clinica, tal procedimento nao esta
disponivel em todas as unidades hospitalares. Com os avan¢os na biologia molecular
do cancer, marcadores tumorais vém sendo aplicados como ferramentas
diagndsticas. Contudo, a acuracia diagndstica de tais marcadores ainda é insipiente,
sendo necessaria a utilizacdo de painéis com varios marcadores, elevando o impacto
financeiro do diagndstico e tratamento da doenca (FENG et al.,, 2016; LEE et al.,
2017).
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Considerando a problemética dos biomarcadores atualmente disponiveis para
auxiliar o diagnostico precoce do cancer de pulméao, seu impacto negativo no processo
de recuperacao de saude do paciente e a oneracao dos sistemas de saude, o presente
trabalho objetivou analisar o perfil de expressdao dos marcadores de proliferacao
celular PCNA e BrdU e sua correlagdo com pacientes portadores de neoplasias de

pulmao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

A Organizac¢do Mundial de Saude (OMS) define o cancer como sendo um termo
genérico designado para um amplo nimero de doencgas que podem afetar qualquer
parte do corpo. Uma caracteristica do cancer é o rapido surgimento de células
anormais que crescem além dos seus limites usuais, podendo invadir partes
adjacentes do corpo e se espalhar para outros 6rgdos. Pode apresentar diversos
subtipos anatdémicos e moleculares que requerem estratégias de manejo especificas.
Outros termos comuns utilizados para descrever a doenga sédo tumores malignos e
neoplasias (WHO, 2019).

As estimativas para 2018 apontaram um aumento no numero de novos casos
para 18,1 milhdes (figura 1), e para 9,6 milhdes o numero de mortes no mundo (figura
2). Um a cada cinco homens e uma a cada seis mulheres desenvolvem cancer durante
sua vida, e um a cada oito homens e uma a cada onze mulheres morrem pela doenca.
E estimado em 43,8 milhes o nimero de portadores da doenca que continuam vivos

5 anos apds o diagnostico, a chamada taxa de sobrevida em 5 anos (IARC, 2018b).

Figura 1 — Nimero de novos casos em 2018, ambos 0s sexos, todas as idades

Pulméo (11,6%)

Mama (11,6%)

Outros (42,9%) Colon e reto (10,2%)
Prostata (7,1%)
Cérvix (3,2%) Estémago (5,7%)
Eséfago (3,2%) Fl’gado (4’7%)

Total: 18.078.957 casos

Fonte: IARC, 2018a.
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Figura 2 — Numero de mortes em 2018, ambos 0s sexos, todas as idades

Pulméo (18,4%)

g

Mama (6,6%)

Outros (35,8%)

Prostata (3,8%)
Pancreas (4,5%)
)

Total: 9.555.027 mortes

Colon e reto (9,2%)

Estdbmago (8,2%)

Figado (8,2%)

Es6fago (5,3%

Fonte: IARC, 2018a.

2.1.1 Fatores de Risco

Segundo a OMS, os cinco principais fatores de risco alimentar e
comportamental, responsaveis por um terco da mortalidade pela doenca, sdo: o
elevado indice de massa corporal, o baixo consumo de frutas e vegetais, a auséncia
de atividade fisica, o uso de tabaco e a ingestdo de bebidas alcodlicas. O fumo é o
fator de risco mais importante para o cancer, responsavel por 22% das mortes
associadas a doenca (WHO, 2019).

Paises com baixos indices de desenvolvimento humano (IDH) apresentam
maior frequéncia de certos tipos de cancer associados a pobreza. Nesses paises, as
infeccbes causadoras de cancer como hepatites, Helicobacter pylori, virus Epstein-
Barr e o Papiloma Virus Humano (HPV), séo responsaveis por 25% de todos 0s casos
e 70% de todas as mortes. A manifestacdo tardia dos sintomas associada a
diagnosticos e tratamentos inacessiveis sdo comuns. Em 2017, apenas 26% dos
paises de baixa renda afirmaram possuir servi¢os de diagnostico disponiveis no setor
publico, e apenas 30% relataram possuir servicos de tratamento especializado. O
impacto econdmico vem aumentando significativamente e o custo anual em 2010 foi
estimado em aproximadamente 1,16 trilhdes de délares (IARC, 2018b; WHO, 2019).
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O aumento populacional e seu envelhecimento também estdo entre os
principais fatores de risco. A incidéncia de neoplasias aumenta significativamente com
0 aumento da idade, onde o risco habitual € combinado a menor eficiéncia dos

mecanismos de reparacéao celular (IARC, 2018b).
2.1.2 Incidéncia

A incidéncia e mortalidade em funcé&o do tipo de cancer no mundo, estao

descritas nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 — Tipos de cancer mais comuns, ambos 0s sexos, todas as idades (WHO, 2019).

TIPO NUMERO DE CASOS

Pulméao 2,09 milhdes

Mama 2,09 milhdes

Colon e Reto 1,80 milhdes

Prostata 1,28 milhdes

Cancer de pele (ndo melanoma) 1,04 milhdes
Estémago 1,03 milhdes

Tabela 2 — Niamero de mortes por tipo de cancer, ambos 0s sexos, todas as idades (WHO,
2019).

TIPO NUMERO DE MORTES

Pulméao 1,76 milhdes
Célon e Reto 862.000
Estébmago 783.000
Figado 782.000
Mama 627.000

No Brasil, a incidéncia por tipo cancer e por sexo estdo descritas na figura 3. A
taxa de mortalidade, por tipo de cancer, é descrita nas tabelas 3 e 4.
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Figura 3 — Distribui¢cdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018, no

Brasil, por sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizagao Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prostata 68.220  31,7% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio & Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%

Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estomago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Puméo ~ 12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esofago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Qvario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistea Nervoso Central 5510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*Nimeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: INCA, 2018.

Tabela 3 — Mortalidade segundo localizacdo primaria do tumor, em homens brasileiros, 2015
(INCA, 2019a).

TIPO NUMERO DE MORTES

Traqueia, Bronquios e Pulmdes 15.514
Prostata 14.484

Estémago 9.132

Céblon e Reto 8.163

Esbdfago 6.525

Figado e vias biliares 5.647
Sistema Nervoso Central 4.718
Cavidade oral 4.672
Pancreas 4.654

Laringe 3.809

Tabela 4 — Mortalidade segundo localizagéo primaria do tumor, em mulheres brasileiras, 2015
(INCA, 2019a).

. TPo_____ NUMERODEMORTES ____

Mama 15.403

Traqueia, Bronquios e Pulmdes 10.978
Célon, Reto e Anus 8.433

Colo do atero 5.727
Estémago 5.132

Pancreas 4.808

Sistema Nervoso Central 4.315
Figado e vias biliares 4.063
Ovario 3.536

Localizagcdo priméaria 3.189

desconhecida
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2.1.3 Incidéncia do Cancer de Pulmao

Os tumores de pulméo s&o os mais incidentes e apresentam a maior taxa de
mortalidade por cancer. Essa neoplasia, juntamente com o cancer de mama, lidera os
nameros de novos casos de cancer no mundo. Aproximadamente 2,1 milhdes de
pessoas foram diagnosticadas com cancer de pulmdo em 2018. Dessas, a grande
maioria é composta por pessoas do sexo masculino (IARC, 2018b).

No brasil, o cancer de pulméo é o segundo mais comum entre homens e o
gquarto entre mulheres, com uma estimativa de 31.270 novos casos em 2018, sendo
18.740 nos homens e 12.530 nas mulheres. O ultimo levantamento realizado pelo
Instituo Nacional do Cancer (INCA) apontou um total de 26.498 mortes pela doencga,
sendo 15.514 homens e 10.978 mulheres (INCA, 2019a).

Ainda segundo o INCA, a taxa de sobrevida em cinco anos € de 18%. Essa
taxa aumenta para 56% quando os casos sdo diagnosticados no estagio inicial da
doenca. Todavia, no Brasil apenas 16% dos casos sao diagnosticados em seu inicio
(INCA, 2019a).

Dentre os fatores de risco modificaveis para o desenvolvimento dos canceres
de pulméo, o tabagismo aparece como principal agente, sendo responsavel por 85 a
90% dos casos, além de aumentar em até 20 vezes o risco de morte em consequéncia
da doenca. Outros fatores de risco incluem exposicdo a agentes quimicos e minerais
carcinégenos, radiacao ionizante, exposi¢cao ao asbesto, além de fatores dietéticos e
genéticos (CHABNER; LONGO, 2015).

2.2 ANATOMIA E FISIOPATOLOGIA DOS PULMOES

O trato respiratorio pode ser dividido em compartimentos superior e inferior. As
vias aéreas superiores se estendem da regido sino-nasal até a laringe. O trato
respiratorio inferior se estende da traqueia aos pulmdes. A arvore traqueobrbénquica
se divide em unidades progressivamente menores: brénquios, bronquiolos e acinos
(CIBAS; DUCATMAN, 2009).
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Figura 4 — Arvore traqueobrénquica, imagem adaptada
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Fonte: NETTER, 2000.

Os pulmdes sédo 6rgdos esponjosos, essenciais a respiracao, estéo localizados
nos dois lados do térax, separados pelo coracdo e conteudos do mediastino. Cada
pulméo possui formato de cone, e apresenta apice, base, duas bordas e duas
superficies. O apice se estende para a raiz do pescoco, aproximadamente 2,5 a 3,8
centimetros acima do nivel da primeira costela. A base é mais ampla, concava e fica
acima da superficie superior do diafragma. A superficie externa ou toracica é convexa
e possui o formato da cavidade do peito. A superficie interna € cbncava e possui,
anteriormente, uma depressado que corresponde a superficie convexa do pericardio;

posteriormente, uma fissura profunda (hilo pulmonar), promove a adesdo a raiz
pulmonar (HENRY GRAY, 2010).
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Figura 5 — Vista frontal dos pulmdes
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Ainda segundo Gray (2010), cada pulméao é dividido em lobos, superiores e
inferiores, por uma fissura. O pulmé&o direito € maior e mais pesado; € mais largo que
0 esquerdo devido a inclinagdo do coracdo para o lado esquerdo. A raiz pulmonar
estd localizada um pouco acima da regido medial da superficie interna de cada
pulmé&o, e é através dela que os pulmdes se conectam ao coracao e a traqueia. A raiz
pulmonar € formada pelo tubo brénquico, artéria pulmonar, veias pulmonares, artérias
e veias brénquicas, plexo de nervos pulmonares, sistema linfatico pulmonar, glandulas
brénquicas e tecido areolar, todos envolvidos pela pleura. O peso dos dois pulmdes
juntos é de aproximadamente 1,2 kg, sendo mais pesado em homens do que em
mulheres (HENRY GRAY, 2010).

Os componentes celulares do trato respiratério inferior variam de acordo com
a localizacéo: a traqueia e os bronquios apresentam epitélio pseudoestratificado,
cilindrico e ciliado, com células colunares ciliadas, células caliciformes, células basais
e neuroenddcrinas (células de Kulchitsky); os bronquiolos terminais apresentam

epitélio cubico ciliado com células de Clara (ndo ciliadas); e os alvéolos sdo revestidos
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por epitélio simples pavimentoso, composto de pneumdécitos do tipo | e Il, além de
macrofagos alveolares (CIBAS; DUCATMAN, 2009; KIERSZENBAUM; TRES, 2012).

A figura 6 demonstra um pulméo normal com vias aéreas proximais e distais.
As vias aéreas proximais, compostas de células ciliares, células secretorias, células
basais indiferenciadas, células caliciformes produtoras de muco e células
neuroendocrinas. As vias aéreas distais, compostas de células alveolares tipo | e II.
Outros tipos celulares presentes no microambiente pulmonar incluem células
musculares lisas, fibroblastos, células endoteliais e células imunes, incluindo

macréfagos alveolares residentes e células dendriticas (ALTORKI et al., 2019).

Figura 6 — Composic¢ao celular das vias aéreas proximais e distais
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Fonte: traduzido de ALTORKI et al., 2019.

A pleura é uma membrana serosa de dupla camada, presente no torax (figura
7). A parte da pleura que reveste a superficie dos pulmdes é a pleura visceral ou
pulmonar. A pleura parietal forra a superficie interna da parede do térax, diafragma, e

se reflete sobre as estruturas que ocupam a parte média do térax. As duas camadas
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da pleura séo continuas no nivel da raiz dos pulmdes, muito embora em condicdes
normais sejam separadas entre si por uma delgada pelicula liquida, o liquido pleural.
O espaco virtual entre elas € denominado cavidade pleural (HENRY GRAY, 2010).

A cavidade pleural possui uma UuUnica camada de células mesoteliais.
Normalmente, a pequena quantidade de fluido nessa cavidade é suficiente para a
lubrificacdo das superficies adjacentes a medida que se movimentam durante a
respiracéo (CIBAS; DUCATMAN, 2009). Uma pequena diferenga na pressao positiva
dos capilares locais resulta em um pequeno excesso de fluido que é reabsorvido pelos
capilares do sistema linfatico, localizados nas membranas (STRASINGER; DI
LORENZO, 2008).

Figura 7 — Revestimento pulmonar, evidenciando o espaco pleural
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Fonte: CASTRO, 2014.

A funcéo cardinal desempenhada pelos pulm®es € a troca de gases entre o ar
inspirado e as hemacias (figura 8). A respiracdo leva oxigénio aos tecidos e remove
diéxido de carbono, podendo ser dividida em quatro principais funcdes: 1) ventilagdo
pulmonar, representada pelo influxo e efluxo de ar entre o ambiente externo e os
alvéolos; 2) difusdo do oxigénio de dioxido de carbono (alvéolos e sangue); 3)
transporte de gases no sangue e liquidos corporais; 4) regulacao respiratoria (HALL,
2011; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).
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Figura 8 — Esquema da membrana alveolar, corte transversal

Membrana

Epitélio basal
alveolar epitelial

Camada de
liquido e
surfactante

Alvéolo

Difusao
L

Difusao

Hemacia

Endotélio capilar
Espaco intersticial Membrana basal capilar

Fonte: HALL, 2011.

2.2.1. Cancer de Pulméo

O termo neoplasia significa “novo crescimento”. Ela pode ser classificada como
benigna ou maligna, de acordo com sua capacidade de invadir estruturas adjacentes
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016). Segundo o INCA, o cancer € um conjunto de mais
de 100 doengas que tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células
gue invadem os tecidos e oOrgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras
regides do corpo (INCA, 2019b).

O ciclo celular normal é extremamente organizado e regulado por processos
qgue garantem a duplicacdo do material genético e a divisdo das células. Essa
regulacdo envolve sinais de controle do crescimento, bem como sinais de proteinas
gue monitoram a integridade celular e garantem a auséncia de danos genéticos
através de reparos ou, na sua impossibilidade, da morte celular programada (OTTO;
SICINSKI, 2017). A divisao celular normal é basicamente composta de quatro fases.
Na fase S, ocorre a sintese de DNA através da duplicacdo do material genético e na
fase M ocorre a divisdo dos cromossomos, organelas celulares e citoplasmas das

células, processo denominado de mitose. As fases de intervalo ou gap (GO/G1 e G2),
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separam, respectivamente, a fase M da fase S, e a fase S da fase M (BOGLIOLO,
2013).

A etiologia do cancer de pulméo € diversa. O tabagismo é o principal fator de
risco modificavel e responde por 85% a 90% de todos os casos, sendo responsavel
por um aumento de até 20 vezes o risco de 6bito, em compara¢do com pacientes ndo
fumantes. Existe relacdo entre a intensidade de exposicdo a fumaca e a gravidade
das alteracbes da doenca. As alteragbes genéticas desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento da enfermidade e incluem: delecdo do cromossomo
3p, além de mutacgBes nos genes que codificam as proteinas p53, KRAS e p16. Outros
fatores incluem a exposicao a agentes quimicos, radiacéo ionizante, asbesto e outros
minerais carcindgenos (CHABNER; LONGO, 2015; CIBAS; DUCATMAN, 2009;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Evidéncias recentes sugerem ainda uma correlacdo entre o cancer de pulmao
e a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) que é independente do uso do
tabaco, e possivelmente mediada por susceptibilidade genética (RECK; RABE, 2017).

As alteracges epiteliais se correlacionam com a intensidade de exposi¢cao aos
agentes carcindgenos, sobretudo ao tabaco, iniciando, geralmente, pela hiperplasia
das células basais e metaplasia escamosa, seguidas por displasia escamosa e
carcinoma in situ, sendo este o Ultimo estagio antes da evolucao para uma neoplasia
invasiva. Normalmente, a doenca é diagnosticada a partir dos 50 anos de idade, sendo
0s sintomas mais comuns a tosse (50% a 70%), dores toracicas (40%), perda de peso
(40%) e dispneia (20%). Em muitos casos, o tumor s6 é descoberto durante sua
disseminacdo metastatica (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Tradicionalmente, o cancer de pulméao se divide em duas categorias: cancer de
pulmédo de pequenas células (CPPC) e cancer de pulmao de células ndo pequenas
(CPCNP). O CPPC responde por 15% do nimero de casos de cancer de pulméo e é
um tipo de cancer pulmonar neuroendécrino. O CPCNP é responsavel por
aproximadamente 85% dos casos de cancer de pulméo, podendo ser classificado
histologicamente como adenocarcinoma, carcinoma epidermoide e carcinoma de
células grandes (figura 9). Desses, 0 adenocarcinoma representa o tipo histolégico
mais frequente, com uma prevaléncia estimada de 40% dos casos (CHABNER,;
LONGO, 2015).
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Figura 9 — Variaveis histolégicas do cancer de pulmao. A, adenocarcinoma formando uma
glandula; no detalhe, IHQ positiva para o marcador TTF-1. B, carcinoma de células
escamosas bem diferenciado, apresentando areas de queratinizacdo. C, carcinoma de
células pequenas, com ilhas de pequenas células fortemente basofilicas e regides de

necrose. D, carcinoma de grandes células, apresentando pleomorfismo e sem evidéncia de
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Fonte: KAUMAR; ABBAS; ASTER, 2016.

2.2.2 Perfil Molecular do Cancer de Pulméo

As bases moleculares do cancer de pulméao sdo complexas e heterogéneas, e
seu entendimento direciona o diagndstico, progndstico e tratamento desse tipo de
neoplasia. O desenvolvimento dos tumores de pulmao envolve mdltiplas alteracées
genéticas e epigenéticas, ativagado de vias de promocéo do crescimento celular, bem
como inibicdo de vias de supressdo tumoral. A medida que essas vias bioquimicas
sdo conhecidas, novas estratégias de tratamento direcionadas para alteracdes
moleculares especificas podem ser desenhadas (COOPER et al., 2013; ROSE-
JAMES; SREELEKHA, 2012).

Existe uma grande diversidade genética dentre as alteragBes presentes nos
diferentes tipos de céancer de pulmdo (figura 10), e o entendimento de seu

7z

comportamento molecular é de fundamental importancia para a abordagem



28

terapéutica (COOPER et al., 2013; ROSE-JAMES; SREELEKHA, 2012). Em linhas
gerais, os oncogenes “condutores” (driver genes) sao responsaveis pelo crescimento
e viabilidade das células tumorais, acumulando mutacfes de maneira gradativa, o que
resulta em transformacéo neoplasica das células pulmonares (CHABNER; LONGO,
2015; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016). No cancer de pulméo, a tumorogénese se
relaciona a ativacdo de proteinas promotoras do crescimento, sendo as principais
KRAS, EGFR, BRAF, MEK-1, HER2, MET, ALK e RET. A ativacdo de oncogenes
promotores do crescimento pode ocorrer por amplificacdo, mutacdes pontuais e
reorganizacao estrutural de genes, desencadeando a sinalizacdo descontrolada de
vias oncogénicas. As alteracdes relacionadas a inativacao dos genes supressores de
tumor incluem P53, PTEN, LKB-1 (COOPER et al., 2013).

Nos pacientes ndo fumantes, a maioria das alteragdes incluem mutacdes no
EGFR, e raramente muta¢gBes no gene KRAS. Apesar de ndo serem incomuns, as
alteracdes no gene TP53 ocorrem com menor frequéncia em comparagcdo aos
pacientes tabagistas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Figura 10 — Células de origem e alteragdes caracteristicas de acordo com o subtipo histolégico

Carcinoma de células Carcinoma de AEEETEETD
escamosas células pequenas
" |
0SS S

SOX2 (3q amp)

ncnoalveola
't junction ce

Fonte: traduzido de SWANTON; GOVINDAN, 2016.

2.2.3 Rastreamento e Diagndstico

O rastreamento universal para o cancer de pulmao com radiografia do térax e
citologia do escarro néo € custo-efetivo. O maior estudo realizado nos Estados Unidos
por trés institutos médicos, sob supervisdo do National Cancer Institute (NCI), contou
com a participacdo de aproximadamente 30.000 homens submetidos a triagem. A
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mortalidade global n&o foi reduzida em comparagdo com o grupo controle.
Recentemente, estudos clinicos randomizados apontaram a tomografia
computadorizada (TC) helicoidal de baixa dose associada com a citologia do escarro,
como sendo capaz de detectar nddulos em estagio mais precoce, em comparacao
com a radiografia simples de térax. Contudo, a exposi¢cdo a doses de radiacédo pode
ser desnecessaria nos nodulos benignos, sendo o método indicado apenas para
individuos considerados de alto risco para desenvolvimento de cancer de pulméo. O
protocolo testado pelo National Lung Cancer Screening Trial (NLST) considerou de
alto risco os pacientes entre 55 e 74 anos, fumantes atuais ou ex-fumantes com
historico de pelo menos 30 macos/ano, ou com anormalidades persistentes em
radiografias de torax (CHABNER; LONGO, 2015; CIBAS; DUCATMAN, 2009).

O diagnostico patolégico é estabelecido em conformidade com os critérios de
classificacao da OMS, uma vez que a maioria das op¢des de tratamento s&o baseadas
nas caracteristicas histologicas. As amostras de tecido podem ser obtidas por
broncoscopia ou biépsia cirdrgica, e amostras citoldgicas podem ser preparadas a
partir de efusbes, aspirados ou escovados pulmonares. A diferenciagdo morfologica
pode ser auxiliada pela imunocitoquimica ou imunohistoquimica (RECK; RABE,
2017).

O estadiamento dos tumores se baseia nos critérios tumor-nodulo-metastase
(TNM), que consideram o tamanho do tumor primario, comprometimento de linfonodos
regionais, e metastases a distancia. Para tanto, os pacientes sdo submetidos a
exames de imagem mais avancados, como a tomografia computadorizada (TC),
tomografia computadorizada por emissdo de positrons (PET-TC) e ressonancia
magnética (RNM). O correto estadiamento é fundamental para entender o prognostico
e tracar o plano de intervencdo (CHABNER; LONGO, 2015; RECK; RABE, 2017).

A utilizagao de biomarcadores pode melhorar a avaliagéo do risco de cancer de
pulmdo durante a triagem, além de facilitar o diagndstico. Alguns estudos
demonstraram a importancia preditiva para desenvolvimento de cancer de pulméao da
Proteina Surfactante Pulmonar tipo B (Pro-SFTPB). Outros marcadores sao utilizados
no diagnoéstico e avaliagdo da evolucao clinica da doenca instalada, incluindo CA125,
CYFRA 21-1, CEA e HE4. Contudo, a utilizacédo de tais marcadores ainda é limitada,
sendo necessarios avangos nos estudos que buscam melhor compreender as
caracteristicas moleculares dos tumores de pulméo, favorecendo a descoberta de

novos marcadores com valor de rastreio e diagndstico, e que possibilitem o desenho
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de estratégias terapéuticas mais eficazes (CANCER, 2018; COOPER et al., 2013;
RECK; RABE, 2017; ROSE-JAMES; SREELEKHA, 2012).

Por estar desregulada em muitos tipos de neoplasia, a avaliagéo da atividade
proliferativa de células tumorais tem se tornado uma ferramenta comum na pratica
histopatoldgica, uma vez que fornece subsidios para o correto diagndstico, previsédo
do comportamento clinico e tratamento da doenca (BOLOGNA-MOLINA et al., 2013).

2.3 IMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Em 1846, Bence-Jones descobriu a presenca de uma proteina na urina de
pacientes com mieloma multiplo, que até hoje é utilizada como diagndstico da doenca.
A partir desta descoberta, os marcadores tumorais bioquimicos foram definidos como
gualquer substancia produzida por células neoplasicas ou pelo hospedeiro em
resposta a presenca de tumor, que podem ser detectadas em fluidos corporais. Dessa
maneira, a introducdo de marcadores tumorais na clinica oncolégica possui ampla
utilidade, principalmente no desenvolvimento de novas técnicas imuno-diagnésticas
(DIAMANDIS et al., 2002).

A imunohistoquimica (IHQ) foi introduzida em 1966 como método de
diagnostico em patologia de tumores, e baseia-se no principio da utilizacdo de
anticorpos como reagentes especificos para deteccdo de antigenos presentes em
células ou tecidos. O produto da reacdo antigeno-anticorpo € examinado ao
microscopio em preparados citoldgicos, em cortes histoldgicos de amostras incluidas
em parafinas ou em cortes obtidos de tecidos congelados e cortados em criostato
(BIBBO; FILHO, 2001).

Ainda segundo Bibbo & Filho (2001), as principais indicacées de IHQ em
oncopatologia incluem a caracterizacao de linhagens de neoplasias morfologicamente
indiferenciadas, ou ainda, a subclassificacdo de neoplasias cujo padrdo morfolégico
permite apenas identificacdo genérica; avaliagdo progndstica em neoplasias ou lesdes
potencialmente pré-neoplasicas; e solucdo de duvidas diagnosticas.

No método de IHQ indireto, sdo utilizados dois anticorpos (figura 11). O
anticorpo primario se liga diretamente ao antigeno de interesse, ao passo que 0
anticorpo secundario é dirigido contra as imunoglobulinas do anticorpo primario. O
anticorpo secundario é marcado com a substancia que permite a revelacdo do

complexo antigeno-anticorpos (FERRO, 2013).
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Figura 11 — Método indireto simples, onde “M” &€ o marcador, “Ac 2” € o anticorpo

secundario, “Ac 1” é o anticorpo primario e “Ag” é o antigeno

| ———— |
Fonte: FERRO, 2013.

2.3.1 Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular (PCNA)

O PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) € uma proteina de 36 kD,
codificada pelo gene PCNA, também conhecido como ATLD2, localizado no bracgo
curto do cromossomo 20 (figura 12). A proteina é encontrada no nudcleo e atua como
cofator (proteina auxiliar) da DNA polimerase delta. O PCNA (figura 13) foi descrito
como sendo um marcador de proliferacdo celular, agindo como um homotrimero e
ajudando a aumentar a processabilidade da sintese da cadeia principal durante a
replicacdo do DNA. Possui papel fundamental na resposta ao dano no DNA, onde é
ubiquitinado e envolvido na via de reparo de DNA. (NETO et al., 2001; NIH, 2019) No
ciclo celular, a expressdo do PCNA aumenta durante a fase G1, com pico na fase S,
e declinio durante as fases G2/M (MUSKHELISHVILI;, LATENDRESSE;
HENDERSON, 2003).

Figura 12 — Localizacé&o citogenética do PCNA: 20p12.3, braco curto (p) do cromossomo 20

na posicdo 12.3
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Fonte: NIH, 2019.
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Figura 13 —Estrutura molecular do PCNA

Fonte: PDB, 2019.

O PCNA tem sido utilizado extensivamente em pesquisas basicas e como
ferramenta progndstica na patologia cirdrgica, sendo o método de identificacdo de
células em atividade proliferativa mais comumente utilizado, depois da
bromodesoxiuridina (MUSKHELISHVILI; LATENDRESSE; HENDERSON, 2003).

A elevada expressdo do PCNA estd associada a infiltracdo tumoral e
metastases em diversos tipos de cancer como mama e figado, aléem de estar
relacionada a um mau prognéstico em pacientes portadores de cancer gastrico. A
deteccdo dessa proteina auxilia na avaliacdo da proliferacdo tumoral e da atividade
metastatica (HU et al., 2017). Os niveis elevados em adenocarcinoma de pulméao
foram relatados por Bai e colaboradores (2018), sendo associados a parametros
clinico-patolégicos, incluindo estadiamento TMN, diferenciacdo celular e tamanho do

tumor, além de metastase (BAI et al., 2018).

2.3.2. Bromodesoxiuridina (BrdU)

A bromodesoxiuridina (figura 14) € um andalogo da timidina, utilizada para
identificar microscopicamente células em sintese de DNA (fase S), a partir de sua
incorporacdo aos nucleos celulares. A BrdU é eficientemente fosforilada por cinases
e entdo incorporada a fita de DNA pela DNA polimerase. A deteccéo é realizada por
imunohistoquimica (IHQ) com anticorpos anti-BrdU (ALBERTS et al., 2017; LIBOSKA
etal., 2012; MUSKHELISHVILI; LATENDRESSE; HENDERSON, 2003).
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Figura 14 — Estrutura quimica da timidina (esquerda) e BrdU (direita)

Fonte: NCBI, 2019.

A avaliacdo da atividade proliferativa de células é essencial para estudos
toxicologicos e de carcinogénese, como demonstrado por Wang e colaboradores
(2016) que aplicaram o ensaio com BrdU para detectar a taxa de proliferacao celular
em pacientes com cancer de pulmao de células ndo pequenas. A utilizacdo da BrdU
tem sido considerado o padrdo ouro para avaliacdo da atividade proliferativa de
células em cortes de tecido (MUSKHELISHVILI; LATENDRESSE; HENDERSON,
2003; WANG et al., 2016).

Por competir com a timidina na incorporacdo ao DNA, a bromodesoxiuridina
inibe a proliferacédo celular, apresentando também potencial antineoplasico (NCBI,
2019a).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a expressao do PCNA e da BrdU em neoplasias de pulmdo humano,
bem como suas aplicaces como marcadores tumorais no diagnostico de cancer de

pulmao.
3.2 ESPECIFICOS

e Identificar o perfil clinico-laboratorial de pacientes portadores de lesbes
pulmonares de um hospital universitario na cidade do Recife — PE.

e Utilizar a técnica de imunohistoquimica para identificar os marcadores de
proliferacédo celular PCNA e BrdU em amostras de pulmao.

e Correlacionar a expressédo dos marcadores com o diagnostico de cancer de

pulmao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Foram selecionadas amostras de tecido pulmonar incluidos em blocos de
parafina de 55 pacientes, desses, 51 casos de cancer de pulmao, 2 lesbes
metastaticas e 2 lesdes inflamatorias benignas. Do total, 38 amostras eram de
pacientes do sexo masculino e 17 do sexo feminino. A faixa etaria variou entre 11 e
81 anos de idade. As amostras foram colhidas entre os anos de 2011 e 2015, em
pacientes provenientes dos ambulatérios de oncologia do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz, localizado na cidade do Recife-PE. O processamento
imunohistoquimico foi realizado nos laboratorios do Departamento de Pés-Graduacéo
em Patologia da UFPE, Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e

Laboratério de Patologia do Hospital das Clinicas da UFPE.

O estudo foi aprovado (anexo) pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de
Pernambuco (CEP-CCS-UFPE) Numero do Parecer: 968.840.

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de pulmdo foram obtidas por broncoscopia ou biopsia
transtoracica. Os fragmentos de tecido pulmonar coletados foram fixadas em solucéo
de formalina e encaminhadas para o laboratério de histotecnologia para
processamento. Em seguida, as amostras foram clivadas e incluidas em cassetes
para processamento histolégico, que consiste na difusao dos reagentes para o interior
dos tecidos, bem como na remocéao de liguidos teciduais, favorecendo sua rigidez. A
inclusdo em parafina foi realizada em trés etapas: desidratacao, clarificacédo
(diafanizacéo) e infiltracdo com parafina, em processador automatico de tecidos.
Posteriormente, foi realizada a inclusdo dos fragmentos em molde contendo parafina

liquida que, apds solidificacdo, prosseguiu para microtomia.

Em micrétomo rotativo, os tecidos foram seccionados em fatias uniformes de
4um e em seguida dispostos em laminas silanizadas. Ao todo foram selecionados 55
casos e confeccionadas 55 laminas, cada uma contendo 02 cortes da mesma

amostra. Ao todo foram realizados 110 cortes dos 55 casos, distribuidos em 55
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[aminas.

O processamento imunohistoquimico aconteceu em dois dias. No primeiro dia
foi realizada a desparafinizacdo das laminas através da imerséo em xilol P.A, alcool
P.A e lavagem com agua deionizada. Em seguida, procedeu-se a recuperacao
antigénica através de solucdo tampdao (Target Retrieval Solution EnVisiontm FLEX,
DAKO), em panela aguecida por 30s a 125° C e 15 psi de pressao. Apos resfriamento,
foi aplicada solugdo de lavagem (Wash buffer EnVisiontm, DAKO) por 5 minutos. Apos
remocao do excesso de solucdo de lavagem, as areas com cortes de tecido foram
marcadas com caneta hidrofébica. Essas areas receberam solucdo de bloqueio da
peroxidase (Peroxidase-blocking reagente EnVisiontm, DAKO), que agiu durante 10
minutos em bandeja de incubacao para proteger da luz. Apoés retirada da bandeja, as
amostras foram imersas em solucéo de lavagem por mais 10 minutos para receber a
solucdo de bloqueio de proteina (EasyPath), que agiu durante 5 minutos.
Posteriormente, 100 uL dos anticorpos foram pipetados e aplicados nos 110 cortes.
Desses, 55 receberam anti-PCNA (PCNA Antibody, Santa Cruz Biotechnology) e 55
receberam anti-BrdU (BrdU Antibody, Santa Cruz Biotechnology), na diluicdo de
1:100. Apo6s imunomarcacdo, as laminas seguiram novamente para camara de

incubacédo que foi colocada na geladeira overnight.

No segundo dia as amostras foram retiradas da geladeira, lavadas com solugéo
de lavagem (Wash buffer EnVisiontm, DAKO) por 5 minutos. Em seguida, foi aplicado
como anticorpo secundario o polimero universal anti-mouse e anti-rabbit (N-
Histofine®, NICHIREI BIOSCIENCES’s), que agiu durante 20 minutos em camara
escura a temperatura ambiente. As laminas foram novamente lavadas por duas vezes,
5 minutos cada vez, com solu¢cdo de lavagem padréo. Finalmente, foi utilizado nos
cortes a solugdo reveladora cromégena de diaminobenzidina (DAB EnVisiontw,

DAKO) por 5 minutos, seguido da montagem e analise microscoépica.

As imunomarcagdes foram classificadas em intensas (+++), moderadas (++),

fracas (+) ou negativas (-).
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5 RESULTADOS

A distribuicdo das amostras por classificacdo histoldgica se deu da seguinte
forma: 43 casos de cancer de pulméo de células ndo pequenas, 08 casos de cancer
de pulmédo de pequenas células, 02 casos de bronquiectasia, 01 melanoma
metastatico e 01 osteosarcoma metastético (figura 14). Do total de pacientes, 43
apresentavam informacdes referentes a tabagismo. Destes, 72% (31 pacientes)

apresentaram histérico de tabagismo (figura 15).

Figura 15 — Percentual de distribuicdo de casos por classificagdo histolégica.

4%

m CPCNP = CPPC = Metdstases Inflamacgao

Fonte: o autor.
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Figura 16 — Percentual de pacientes com (azul) e sem (laranja) histérico de tabagismo.

m Ex-fumantes ® Nunca fumaram

Fonte: o autor.

A imunohistoquimica para os anticorpos priméarios anti-PCNA e anti-BrdU foi
verificada pela marcacéo nuclear, com discreta variacédo de intensidade na cor marrom
(moderada a intensa), conforme verificado nas figuras 17 e 18. Ao comparar tais
caracteristicas, evidenciou-se um padrao de marcacao similar entre PCNA e BrdU. A
avaliagdo foi realizada no parénquima do 6rgéo onde se localizava a massa tumoral.
O padrao de variagéo reativa foi evidenciada em todos 0s grupos de neoplasias
analisadas.

Figura 17 — IHQ demonstrando células de pulm&o positivas para PCNA. Barra de escala: 2

um

Fonte: o autor.
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Figura 18 — IHQ demonstrando células de pulméo positivas para BrdU. Barra de escala: 2 um

2pm

Fonte: o autor.

A analise do PCNA revelou um percentual de positividade de 98,2% (54 casos),
incluindo os tumores metastaticos (melanoma e osteosarcoma), e as condi¢cdes nado
neoplasicas (bronquiectasia). A analise da BrdU foi positiva para 87,3% dos casos (48
pacientes), incluindo as neoplasias metastaticas e um caso de bronquiectasia (figura
19). Um caso de CPCNP foi negativo para analise imunohistoquimica com os dois

marcadores. O paciente ndo apresentava histérico de tabagismo.

Figura 19 — Comparacao entre os percentuais de positividade e negatividade do PCNA e
BrdU

120%
100%
80%
60%
40%

20%

2%

0%
PCNA BrdU

B Positivos M Negativos

Fonte: o autor.
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A comparacdo qualitativa (positividade ou negatividade) entre PCNA e BrdU
demonstrou uma concordancia de 89,1% (49 casos). A comparacdo na intensidade
da marcagao (quantitativa) entre PCNA e BrdU demonstrou uma concordancia de

54,5% (30 casos) entre as analises (figura 20).

Figura 20 — Concordéancia qualitativa e quantitativa da imunomarcacdo com PCNA e BrdU

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

Andlise Qualitativa Andlise Quantitativa

B Concordancia ™ Discordancia

Fonte: o autor.

Tabela 5 — Intensidade da marcag¢do IHQ com PCNA, em percentual de ocorréncia, em

amostras de pulmao.

PCNA
MARCACAO PERCENTUAL DE OCORRENCIA
Intensa (+++) 82%
Moderada (++) 14%
Fraca (+) 2%
Negativa (-) 2%

Tabela 6 — Intensidade da marcagdo IHQ com BrdU, em percentual de ocorréncia, em

amostras de pulméo.

BrdU
MARCACAO PERCENTUAL DE OCORRENCIA
Intensa (+++) 44%
Moderada (++) 38%
Fraca (+) 5%
Negativa (-) 13%
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Entre os pacientes com histérico de tabagismo, 100% apresentaram
positividade para marcacdo com PCNA, e 87% para BrdU (figura 21).
Os pacientes sem histérico de tabagismo apresentaram positividade de 92%

para marcacdo com PCNA e 75% para marcacao com BrdU (figura 22).

Figura 21 — Percentual de positividade na marcacdo com PCNA e BrdU, em pacientes com

histérico de tabagismo.
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Fonte: o autor.
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Figura 22 — Percentual de positividade na marcagdo com PCNA e BrdU, em pacientes sem
histérico de tabagismo.
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Fonte: o autor.

A intensidade da marcagéao variou entre as amostras de pacientes com historico

de tabagismo (tabela 7) e sem histérico de tabagismo (tabela 8).

Tabela 7 — Intensidade da marcacédo IHQ para PCNA e Brdu, em percentual de ocorréncia,

de pacientes com histérico de tabagismo.

. PERCENTUAL DE OCORRENCIA
MARCAGAO PCNA BrdU
Intensa (+++) 81% 52%

Moderada (++) 16% 32%
Fraca (+) 3% 3%
Negativa (-) 0% 13%

Tabela 8 — Intensidade da marcacgéo IHQ para PCNA e Brdu, em percentual de ocorréncia,

de pacientes sem histérico de tabagismo.

. PERCENTUAL DE OCORRENCIA
MARCAGAO PCNA BrdU
Intensa (+++) 67% 33,5%

Moderada (++) 25% 33,5%
Fraca (+) 0% 8%
Negativa (-) 8% 25%
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6 DISCUSSAO

A aplicabilidade clinica de um marcador tumoral deve ser avaliada para cada
tipo de tumor, considerando suas especificidades. Foram analisadas 51 neoplasias
de pulméo, 2 neoplasias metastéticas, 2 altera¢des inflamatérias, e sua positividade
para dois marcadores de proliferacdo celular, o PCNA e a BrdU. Alguns dados
epidemioldgicos também foram coletados.

A andlise dos dados demonstrou concordancia epidemiolégica com a literatura
no que tange a distribuicdo etaria dos tumores de pulméo, sendo mais prevalentes
na populacédo masculina (“Cancer Statistics”, 2017; IARC, 2018b, a; INCA, 2019a).

O tabagismo, principal fator de risco no desenvolvimento de neoplasias
pulmonares, esteve presente em 72% dos casos analisados, demonstrando
correlacdo com os dados amplamente encontrados na literatura (CHABNER; LONGO,
2015; WHO, 2019).

A analise IHQ do PCNA revelou um elevado percentual de marcacao (98,2%)
e baixa especificidade, uma vez que alteracdes inflamatérias e neoplasias nao
pulmonares foram igualmente marcadas. A positividade nas bronquiectasias pode ser
explicada pelo fato do PCNA estar também superexpresso em células em processo
de reparo de DNA. Embora os niveis de PCNA estejam elevados durante o ciclo
celular, a meia vida tissular dessa proteina € longa, indicando que o nucleo continua
expressando o PCNA mesmo depois de finalizado o reparo, ou seja, em células que
nao se encontram mais em divisdo. Esses achados estdo em conformidade com
outros estudos (BOLOGNA-MOLINA et al, 2013; MUSKHELISHVILI;
LATENDRESSE; HENDERSON, 2003; TAUPIN, 2007), que demonstraram que 0
valor de deteccdo de células em estado proliferativo pelo PCNA pode variar
significativamente de acordo com o tipo celular e entre células normais e malignas,
sendo, portanto, considerado um marcador questionavel, e recomendada a utilizacao
de marcadores mais especificos, como a proteina Ki-67. Finalmente, ndo houve
distincdo quantitativa que permitisse diferenciar os tumores pulmonares dos tumores
metastaticos, sendo, portanto, evidenciada a falta de especificidade para os tipos
histoldgicos testados.

O estudo imunohistoquimico para a BrdU demonstrou um elevado percentual
de marcacdo (87,3%), embora um pouco inferior ao apresentado pelo PCNA.

Ademais, em uma das lesfes inflamatérias, ndo houve marcacdo pela BrdU,
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sugerindo uma especificidade discretamente superior da BrdU em relacdo ao PCNA.
A imunomarcacdo evidenciada em um dos casos de bronquiectasia pode ser
explicado pelo fato da BrdU estar presente durante o processo de reparo celular,
apoptose e até mesmo nas poliploidias, onde ha duplicacdo de material genético sem
duplicacéo celular. Esses achados corroboram os achados de outros estudos que
demonstram a desvantagem na utilizacdo da BrdU como marcador de proliferacéo
celular, destacando sua baixa especificidade (MUSKHELISHVILI; LATENDRESSE;
HENDERSON, 2003; TAUPIN, 2007). A comparacao entre a marcagao dos tumores
pulmonares com 0s tumores metastaticos também néo evidenciou especificidade
gualitativa.

A analise comparativa entre PCNA e BrdU revelou que em 89% dos casos 0S
dois marcadores concordaram qualitativamente, uma vez que marcaram as mesmas
amostras. A comparacao quantitativa (em cruzes) demonstrou uma variagao
significativamente maior (54% de concordancia), sendo a intensidade da marcacao
pela BrdU mais oscilante, sugerindo uma sensibilidade levemente superior em relacao
a PCNA, porém com baixa especificidade quando comparada a outras neoplasias e
alteracoes inflamatérias, denotando baixa utilidade clinica para os tumores de pulmao
em relagdo a outros marcadores.

A negatividade na marcacdo com PCNA e BrdU apresentada por um paciente
portador de cancer de pulméo de células ndo pequenas pode estar associado ao fato
do tumor apresentar uma baixa taxa de proliferacao celular, geralmente encontrada
em tumores bem diferenciados (EISENBERG; KOIFMAN, 2001), ndo sendo, portanto,
detectado pela imunohistoquimica.

Considerando que o PCNA e BrdU sado marcadores de proliferacéo
celular, e que células neopléasicas, no geral, apresentam elevada taxa proliferativa, o
emprego de tais marcadores como ferramenta diagnostica tém sido amplamente
empregada no rastreio e diagnoéstico do cancer. Contudo, a analise do presente
estudo revelou falta de especificidade dos marcadores, uma vez que células nao
neoplasicas apresentaram elevada atividade proliferativa, resultando em uma alta
positividade a andlise imunohistoquimica. Ademais, células neoplasicas com baixa
taxa de proliferacao celular ndo foram sensiveis a marcacao, o que pode ocasionar

conflitos diagndsticos.
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Outra limitagao observada foi a falta de especificidade quantitativa e qualitativa
na distingcdo entre neoplasias de etiologias diversas, como o0s tumores pulmonares,

melanomas e osteosarcomas.
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7 CONCLUSOES

Diante do exposto, pode-se concluir que o perfil imunohistoquimico das
amostras marcadas com PCNA e BrdU apresentou relacdo pouco especifica ou
inespecifica com os dados clinico-laboratoriais analisados, tais como classificagéo
histoldgica, tabagismo, sexo ou idade dos pacientes. Os marcadores também se
mostraram inespecificos para auxilio diagnéstico de lesdes pulmonares, uma vez que
nao permitiram uma correta distincdo entre alteracdes benignas, malignas e
metastaticas, ndo demonstrando, portanto, correlagdo com os tipos histolégicos
estudados. Além disso, os marcadores ndo foram sensiveis na detec¢cdo de um tipo
tumoral bem diferenciado.

Deste modo, € possivel sugerir que o emprego da imunohistoquimica para
PCNA e BrdU em amostras de pulmao apresentou limita¢cdes diagnosticas, ndo sendo
0 PCNA e a BrdU, portanto, recomendados como marcadores complementares para
auxilio na correta classificacao histolégica, progndéstico e planejamento terapéutico

dos pacientes acometidos com neoplasias de pulmao.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 968.840
Data da Relatoria: 29/01/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se e emenda ao projeto de doutorado do Programa de Pds-Graduacado em Genética da UFPE em
parceria com o Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC) cujo objetivo é incluir o Hospital AC Camargo
Cancer Center (Séo Paulo) visando aumentar o nUmero de amostras de DNA e RNA de tumores frescos e a
inclusdo dos pesquisadores Antonio Hugo Jose Froes Marques Campos, Cynthia Aparecida Bueno de
Toledo Osorio e Jefferson Luiz Gross, todos do A C Camargo.

O presente estudo de corte transversal retrospectivo, tem por objetivo avaliar a presenga do papilomavirus
humano em tecido pulmonar de pacientes com cancer de pulméo através da deteccéo e tipificagcdo viral,
analise da integracdo do DNA e expresséo dos oncogenes virais, além da analise de polimorfismos génicos.

O material biolégico sera obtido do Biobanco do Hospital AC Camargo, que possui procedimentos
operacionais padréo para coleta, armazenamento, solicitagdo, processamento e distribuicdo de material
biolégico humano (amostras de tecido congelado e/ou sangue) aprovado dentro de seu protocolo de
desenvolvimento (Registro CONEP B-001).
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Serao selecionadas aliquotas de trés microgramas de DNA e RNA extraidas de tumores de pacientes com
cancer de pulméo utilizando-se os kits aprovados para uso pelo referido Biobanco e amostras de DNA e
RNA de pacientes cujas biopsias apresentaram diagnésticos negativos para o cancer de pulméo. Os
diagnosticos correspondentes serdo revisados pelo Dr. Antonio Hugo José Frées Marques Campos,
patologista responséavel pelo Biobanco, e pela Dra. Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Oso6rio, patologista
do Departamento de Anatomia Patologica. Dados clinicos de prontuério (idade, género, profisséo, histéria
de cancer na familia, histéria de tabagismo) serao associados as amostras fornecidas pelo Biobanco do A.
C. Camargo Cancer Center.

Objetivo da Pesquisa:

A pesquisa tem por objetivo geral avaliar a presenca do Papilomavirus humano em tecido pulmonar de
pacientes com cancer de pulméo e por objetivos especificos: 1) detectar a presenca do DNA de
Papilomavirus humano em material pulmonar e sanguineo de pacientes com cancer de pulmao; 2) identificar
os tipos de HPV presentes no material pulmonar e sanguineo de pacientes com cancer de pulmé&o; 3) avaliar
a expresséao dos genes E2, E6 e E7 do HPV no material pulmonar de pacientes com cancer de pulmao; 4)
avaliar a presenca das oncoproteinas E5, E6, E7 e p16INK4A no tecido tumoral e 5) avaliar a presenca de
polimorfismos génicos em material pulmonar e sanguineo de pacientes com cancer de pulmao.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Quanto a etapa a ser realizada no A C Camargo Cancer Center, motivo da formulagdo desta emenda, as
amostras e dados associados serdo fornecidas aos pesquisadores pelo Biobanco sem identificadores que
possam implicar risco de quebra da privacidade dos participantes. A transferéncia de responsabilidades sera
feita por assinatura de Termo de Transferéncia de Material Biolégico Humano.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
O projeto € relevante e é viavel do ponto de vista metodologico.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Conteudo avaliado anteriormente pelo CEP tendo sido considerado adequado.

Recomendacoes:

Incluir o Lattes dos pesquisadores colaboradores do A C Camargo Dr. Antonio Hugo Jose Froes Marques
Campos (Biobanco), Dra. Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Osério (Departamento de Patologia) e Dr.
Jefferson Luiz Gross (Nucleo de Pulméo e To6rax) e de Bianca de Franga Sdo Marcos (Biomédica do
Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental da UFPE). Quanto as
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cartas de anuéncia recomendamos que as mesmas, no caso a do Biobanco de AC Camargo, ndo sejam
assinadas por membros da equipe de pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Emenda aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Emenda aprovada.

RECIFE, 02 de Marco de 2015

Assinado por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)
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