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Requisitos minimos para o laudo de anatomia patologica
em cancer de pulmao: justificativas na patogénese’
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O pulmao é uma fonte de grande nimero de espécimens citoldgicos e histologicos. Destes espécimens
o patologista devera emitir um diagnéstico, tendo, dessa forma, importante papel no estabelecimento
do estadiamento clinico e patolégico. A prioridade do patologista na avaliacdo de um tumor pulmonar,
para fazer um diagnéstico histolégico especifico, reside na avaliacdo do espécimen histolégico;
contudo, pode ser acompanhada de preparados citologicos. Aqui pode fazer-se necessaria a
suplementacao por técnicas histoquimicas e imunoistoquimicas. Se houver adequadas condicées de
fixacao do tecido, técnicas especiais como microscopia eletrénica, imunoistoquimica em material
congelado, citogenética e estudos moleculares poderao ser realizados. Excecao seréa feita se o material
for muito pequeno, quando entdo devera ser totalmente submetido a técnica de rotina; neste caso, se
o diagndstico nao puder ser elaborado, bidpsias subseqiientes poderéo ser prospectivamente obtidas e
direcionadas para a técnica especial de estudo. Este é o caso freqiientemente encontrado nos linfomas
malignos, nos quais os espécimens de bidépsia poderao ser muito pequenos e insuficientes para o
diagnostico definitivo sem imunofenotipagem. O estadiamento patolégico de tumor primario de
pulméo seréa alcancado quando houver adequado estudo macro e microscopico. Os procedimentos
descritos a seguir poderéo ser aplicados para resseccdes por segmentectomia, lobectomia,
pneumectomia, resseccdes em bloco, traquéia ou bréonquios. (J Pneumol 2002;28(4):201-218)

Minimum requirements for the anatomopathological
report in lung cancer: justifications in the pathogenesis

The lung is source to a large number of cytological and histologic specimens. Pathologists should
diagnose these specimens and then participate in the clinical and pathologic staging of the tumor.
The first priority of pathologists when evaluating a lung tumor with specific histologic diagnosis
can usually be accomplished with routine cytological or histologic preparations. These may be
supplemented as necessary with ancillary histochemical or immunohistochemical studies. If
adequate diagnostic tissue is available, special studies such as electron microscopy, frozen section
immunostaining, cytogenetics, and molecular studies can be performed. In the case of small
specimens, all tissue should be routinely processed; if a diagnosis cannot be rendered, subsequent
biopsies can be prospectively triaged for the necessary and appropriate special studies. This is
typical in cases of malignant lymphoma, in which biopsy specimens may be too small for
definitive diagnosis without the aid of immunophenotype studies. The pathologic staging of a
primary lung tumor is contingent on appropriate gross and microscopic examination of resection
specimens. Standardized and unified staging schemes are necessary for comparative and
collaborative studies of lung tumors. The following approach can be applied to segmentectomy,
lobectomy, pneumectomy, en bloc resections, and tracheal or bronchial sleeve resections.
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INTRODUCAO

Magnitude do problema — O cancer de pulmao é a
segunda neoplasia mais freqiiente nos Estados Unidos e
representa a principal causa de morte por cancer naquele
paisV). Estimava-se que nos Estados Unidos seriam diag-
nosticados 171.500 casos novos e ocorreriam 160.000
mortes por cancer de pulmao no ano de 2000. Nesse
mesmo pais o cancer de pulméo é responsavel por 14%
de todos os casos novos de cancer no homem, mais fre-
qiiente depois do cancer de prostata, que representa 36%.
Entre as mulheres também ocupa a segunda posicdo em
incidéncia, 13% de todos os casos novos, precedido pelo
cancer de mama, que é responsavel por 32%. O carcino-
ma de pulmé&o é a principal causa de morte tanto no ho-
mem (33% de todas as mortes por cancer) quanto na
mulher (24% de todas as mortes por cancer).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude®?,
estimou-se a ocorréncia de 20.000 casos novos de can-
cer de pulmao no ano de 1998, sendo o quarto sitio mais
freqiiente, precedido pelo cancer de mama, colo uterino
e estdbmago. Nos homens & o cancer mais freqiiente
(15.040 casos novos), sendo também o mais letal, com
9.400 mortes estimadas para o ano de 1998. Entre as
mulheres o cancer de pulmao representa o quinto sitio
mais comum, com 4.960 casos novos e 3.300 mortes
estimadas para o ano de 1998.

O carcinoma broncogénico vem representando um
grande desafio para os oncologistas, uma vez que, apesar
de todos os avancos diagnésticos e terapéuticos, a taxa
de sobrevida global em cinco anos permanece inalterada
em 13% ao longo das Ultimas décadas®.

Clinicamente, os carcinomas broncogénicos sao classi-
ficados em carcinoma de pulmao de células nado-peque-
nas (CPCNP) e carcinoma de pulméo de células pequenas
(cpcp). O CPCNP é o mais freqiiente, 75 a 80% de todos
casos®, e nestes pacientes o estadiamento clinico & fun-
damental para estabelecer a estratégia terapéutica.

Em geral, o tratamento locorregional (cirurgia ou radio-
terapia) é recomendado para os pacientes com doenca
localizada. Os pacientes com CPCNP metastético sao sub-
metidos a tratamento quimioterdpico. A base do trata-
mento dos pacientes com CPCP é a quimioterapia®.
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Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho

AgNORs — Argyrophilic Nucleolar Organizer Regions
NORs — Regides organizadoras nucleolares

CCNP - Carcinomas de células nado-pequenas

CEA - Antigeno carcino-embridnico

Chr A — Cromogranina A

CK20 - Ceratina de alto peso molecular

CK7 - Ceratina de baixo peso molecular

CPC - Carcinomas de pequenas células

CPCNP - Carcinomas de pulmé&o de células ndo-pequenas
CPCP - Carcinoma de pulméao de células pequenas
CPK-BB - Creatina fosfoquinase-BB

DNA - Acido desoxirribonucleico

EGFR - Receptor para fator de crescimento epidérmico
EMA - Antigeno epitelial de membrana

FISH — In situ hybridization

SKY - Cariotipo espectral

FTI - Inibidor de farnesiltransferase

GRP - Peptideo liberador de gastrina

GTP - Guanosina trifosfato

HMF6-2 — Globulos de gordura do leite humano

HPV — Human papilomavirus

LCC - Carcinoma de grande células

NCAM - Molécula de adeséo celular neural

NSCC - Carcinomas nao-pequenas células

PCNA - Antigeno de proliferacao nuclear

PDLC - Carcinoma pouco diferenciado de pulmao

PH - Perda de heterozigose

pRB - Probe

RNA - Acido ribonucleico

RNAr - Acido ribonucléico ribossémico

SCC - Carcinomas de pequenas células

SCC-Ag - Antigeno do carcinoma de células escamosas
sIL-2R — Receptor de interleucina solavel -2

SqCC - Carcinoma de células escamosas

TIMP - Inibidor tecidual de metaloproteinases

TNM - Estadiamento TNM

TPA - Antigeno polipeptideo tecidual

A maioria dos pacientes com CPCNP apresenta doenca
em estadios avancados na ocasiao do diagnéstico, sendo
este um dos motivos da sua alta taxa de mortalidade. Es-
tima-se que, no momento do diagnéstico de CPCNP, 20%
dos pacientes tém doenca localizada, 25% tém extensdo
da neoplasia para os linfonodos mediastinais e 55% ja
apresentam metastases a distancia®.

Nos estadios mais precoces a resseccao cirirgica re-
presenta a chance real de cura®; entretanto, mesmo no
estadio clinico 1A (TINOMO), cerca de 30 a 40% dos pa-
cientes morrerao em conseqiiéncia da progressao da neo-
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plasia®®), principalmente a custa de recidiva sistémica. A
administracao de terapéutica adjuvante para esses pacien-
tes ainda ndo mostrou claro beneficio na melhora da so-
brevida®. Por esse motivo, a identificacao de fatores prog-
nosticos vem sendo objeto de estudo de diferentes pes-
quisadores, com a finalidade de selecionar os pacientes
com maior risco de recidiva. Esses pacientes seleciona-
dos teriam beneficio potencial com terapéuticas adjuvan-
tes, que visam evitar a recidiva da neoplasia e a sua evo-
lucéo fatal.

Varias caracteristicas clinicas, patolégicas e molecula-
res vém sendo estudadas e apontadas como fatores de-
terminantes da sobrevida nos pacientes com CPCNP(©-10),
Os fatores mais importantes para avaliacdo prognéstica
sdo o performance status, o estadiamento clinico e a
perda de pesot®9). Estas caracteristicas sao utilizadas como
parametros para avaliar o impacto na sobrevida dos no-
vos fatores prognésticos pesquisados.

Avancos recentes na definicdo histopatolégica do can-
cer de pulmao — O conhecimento de imunoistoquimica,
morfometria, biologia molecular e cinética celular tem sido
usado para estimar o grau de proliferacao de tumores
malignos!?, dessa forma contribuindo para determinar
fatores preditivos de sobrevida entre os pacientes com
neoplasias. Indice de mitoses, DNA ploidia e contetdo de
regides organizadoras nucleolares (NORs) tém sido muito
valorizados atualmente como medidas do grau de ativida-
de proliferativa das células cancerosas. De posse dessas
informacdes, seria possivel, entdo, definir, por exemplo,
os carcinomas de células escamosas (SqCC), estadio [, mais
agressivos, instituindo-se precocemente terapia coadju-
vante visando impedir a disseminacao sistémica e talvez
alcancar a cura dos pacientes. O termo “carcinoma pou-
co diferenciado de pulmao” (PDLC) refere-se a uma neo-
plasia maligna pulmonar com auséncia de caracteristicas
morfolégicas distintivas a microscopia de luz. Embora um
diagnéstico de PDLC nao interfira na conduta do pacien-
te, cujo estadiamento favoreca, de antemao, a resseccao
cirGrgica ou apenas o tratamento paliativo, freqiientemen-
te o uso desse termo obscurece o reconhecimento do
verdadeiro SqCC e atrasa o estabelecimento da terapia
efetiva. Nao obstante, para atender aos objetivos deste
capitulo, o termo PDLC seréa utilizado tanto para mostrar
as dificuldades diagnosticas, quanto para apresentar os
avancos diagnoésticos na valorizacao desses tumores.

O papel da classificacdo — Quando a primeira ressec-
céo curativa do cancer de pulmao foi relatada em 1933,
pouco era conhecido sobre as importantes implicacdes
terapéuticas impostas pelos varios tipos histologicos de
neoplasias pulmonares’213. A medida que mais e mais
tumores pulmonares foram ressecados, tornou-se claro
que pacientes com carcinomas de pequenas células (SCC)
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nao eram sérios candidatos a cirurgia, uma vez que eles
disseminavam-se sistemicamente com grande rapidez.
Com a introducdo de quimioterapia combinada para SCC,
em 1970, tornou-se claro que muitos pacientes com can-
cer de pulmao poderiam curar-se ou obter importantes
remissdes clinicas, desde que modalidades terapéuticas
fossem adequadamente aplicadas. Conseqiientemente,
tornou-se incrivelmente importante desenvolver uma clas-
sificacdo para o cancer de pulm&o que permitisse reco-
nhecer adequadamente os diferentes tipos de tumor. Do
ponto de vista clinico, a distincdo mais importante deve
ser feita entre os SCC e os carcinomas nao-pequenas cé-
lulas (non-sScc). Existem diversas classificacoes histologi-
cas para o cancer de pulmdo. A mais usada pelo grupo
de patologia pulmonar da FMUSP ¢ a classificacao da Or-
ganizacdo Mundial de Satide'¥, recentemente publicada,
que reconhece sete tipos maiores de cancer de pulmao:
1) Carcinoma de células escamosas (SqCC)
a. Papilifero
b. Células claras
c. Pequenas células
d. Basalodide
2) Carcinoma de pequenas células (SCC)
a. Carcinoma de pequenas células combinado
3) Adenocarcinoma
Acinar
Papilifero
Carcinoma bronquioalveolar
Nao-mucinoso
Mucinoso
Misto mucinoso e nao-mucinoso
Sélido com producao de mucina
Adenocarcinoma com subtipos mistos
h1l. Adenocarcinoma fetal bem diferenciado
h2. Adenocarcinoma (“coldide”) mucinoso
h3. Cistadenocarcinoma mucinoso
h4. Adenocarcinoma em células “anel de sinete
h5. Adenocarcinoma de células claras
4) Carcinoma de grandes células (LCC)
a. Carcinoma de grandes células neuroenddcrino
b. Carcinoma de grandes células neuroendécrino com-
binado
c. Carcinoma basaldide
d. Carcinoma de células claras
e. Carcinoma de grandes células com caracteristicas
rabdbides
5) Carcinoma adenoescamoso
6) Carcinoma com elementos pleomérficos e sarcoma-
téides
a. Carcinomas com células gigantes ou fusiformes
al. Carcinoma pleomérfico
a2. Carcinoma de células fusiformes
a3. Carcinoma de células gigantes
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Figura 1 — Oncogenes dominantes

Figura 2 — Oncogenes recessivos

b. Carcinossarcoma

c. Blastoma pulmonar
7) Tumor carcinéide

a. Carcinébide tipico

b. Carcindide atipico

A intenc¢ao de tais sistemas classificatérios é fornecer
critérios a microscopia de luz que possam permitir esta-
belecer diagnésticos consistentes entre os patologistas.
Com tal disciplina, comparativamente, os protocolos de
tratamento podem entdo ser estabelecidos. Quando os
critérios propostos por esses sistemas classificatorios sédo
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obedecidos, ha 90% de concordancia entre os diagnosti-
cos emitidos por patologistas experientes. Diversos estu-
dos tém mostrado a aplicabilidade e reprodutibilidade dessa
classificacdo ao considerar que ha estreita correlacao quan-
to ao tipo de tumor presente no espécimen de bidpsia,
resseccdo cirargica e metéastase linfonodal®. Grande va-
riabilidade interobservador é encontrada na identificacao
do carcinoma indiferenciado de grandes células frente ao
carcinoma de células escamosas pouco diferenciado e
adenocarcinomas pouco diferenciados. Grande especifi-
cidade nesse reconhecimento pode ser obtida quando
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microscopia eletronica é feita em cada tumor, apesar das
dificuldades praticas da técnica na rotina diagnostica, bem
como seus custos. Parte das dificuldades em situar com
exatidao carcinomas de pulméo em uma das sete catego-
rias previamente estabelecidas decorre do fato de que mui-
tos de tais tumores exibem combinacdes de padrdes mor-
fologicos®. Em um estudo de 100 casos consecutivos de
cancer de pulméo no qual o tumor inteiro ou 10 blocos
foram examinados, apenas 34% foram compostos de um
Unico tipo’”). Esperancas recentes de que a imunoistoqui-
mica previsse uma separacao nitida entre os diversos ti-
pos histolégicos ndo tém sido alcancadas; ao contrario,
tém fornecido evidéncias para consideravel overlap dos
perfis antigénicos entre os diferentes tipos histolégicos9.
Na pratica, deve ser enfatizado também que o método
utilizado para classificar os tumores influenciara enorme-
mente os resultados. Assim, por exemplo, carcinomas
adenoescamosos aumentardo proporcionalmente as sé-
ries de casos estudados por microscopia eletrénica em
relacdo aqueles analisados apenas a microscopia de luz.
Os sistemas classificatorios apresentados utilizam crité-
rios diagnosticos a microscopia de luz, nao incluindo, por-
tanto, o termo “PDLC”, cujos defensores preconizam a uti-
lizacdo da microscopia eletrdnica na sua caracterizacao.

Problemas diagnésticos — Problemas que impedem o
diagnostico de cancer de pulmao podem ser de natureza
técnica ou interpretativa. Problemas técnicos incluem
crushing dos espécimens de biépsia, fixacdo inadequa-
da, cortes espessos, artefatos por dessecamento e impreg-
nacao acentuada dos corantes nos tecidos (Figura 1). Cada
um desses fatores poderé distorcer os detalhes nucleares
e citoplasmaticos, impedindo um diagnostico preciso. Ina-
dequada representacao do tumor pode fornecer ao pato-
logista substrato indubitavelmente maligno, porém insufi-
ciente para classifica-lo (Figura 2). Nessas situacdes, es-
forcos deverao ser feitos no sentido de ao menos separar
tumores indiferenciados de grandes e pequenas células,
ainda que, em algumas situacdes, tal ampla separacdo
possa ser impossivel por falta de material avaliavel. Se o
Scc for excluido com certeza, o uso do termo carcinoma
anaplasico de grandes células poderé assegurar ao clinico
que um tumor de pequenas células nao foi over diagnos-
ticado.

Em anos recentes, eletronmicroscopistas e citopatolo-
gistas tém questionado se realmente existe um carcinoma
de “grandes células” puro. Eletronmicroscopistas freqiien-
temente identificam caracteristicas ultra-estruturais de um
tumor anaplésico fornecedoras de diferenciacdo escamo-
sa, glandular, ou mesmo de pequenas células''?. Citopa-
tologistas freqiiente e corretamente interpretam um tu-
mor como escamoso, glandular, ou mesmo pequenas cé-
lulas, quando o material disponivel pelo patologista é ina-
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dequado ou carece de marcadores histologicos para um
diagnostico preciso. Patologistas sédo particularmente re-
lutantes em usar o termo carcinoma anaplasico de gran-
des células e recorrem ao termo PDLC para o diagnéstico
histopatolégico.

Problemas interpretativos na classificacdo do cancer de
pulméo incluem os seguintes:

1) aspirados por agulha;

2) tumores com expressao de multiplos fenotipos;

3) scC que formam tubulos, escamas ou células gigan-
tes sinciciais podem ser erroneamente interpretados como
nao-pequenas células;

4) dificuldades no reconhecimento da variante mista de
grandes e pequenas células do SCC. Biologicamente, este
tumor é semelhante a variante classica (oat-cell) do SCC,
ocorrendo com freqiiéncia comparavel. Compde-se de
células com nuicleos maiores e mais proeminentes cito-
plasmas que a variante classica. Se as caracteristicas nu-
cleares s&o hipervalorizadas (cromatina dispersa e nucléo-
los indistintos), os tumores sdo erroneamente interpreta-
dos como “PDLC”.

Medidas para utilizagdo do termo “PDLC” — Em vista
das opcdes terapéuticas vigentes, todo esforco devera ser
feito na tentativa de separar, a0 menos a microscopia de
luz, tumores pulmonares em pequenas células e nao-pe-
quenas células. Microscopia eletrdnica, dados clinicos e
laboratoriais podem fornecer critérios importantes para
melhor definicdo de casos rotulados como “PDLC”. Tu-
mores caracterizados como “PDLC” devem incluir cortes
para uma segunda opinido, citologia e processamento para
microscopia eletrénica. Desde que a microscopia eletrd-
nica & uma técnica nem sempre acessivel na rotina diag-
nostica, critérios histoldégicos deverado ser explorados ao
méximo. Neste contexto, coloracdes especiais por histo-
quimica (mucina) e imunoistoquimica (queratina, CEA, cro-
mogranina) deveréo ser consideradas.

PROCEDIMENTOS DE ROTINA PARA ESPECIMENS
PULMONARES

Espécimens pulmonares (Quadro 1) podem ser exami-
nados a fresco ou ap6s fixacdo em formalina; cada um
com vantagens e desvantagens. Insuflacdo com formali-
na e fixacdo poderd ser obtida por canulacdo do brén-
quio (ou artéria pulmonar) e insuflacdo com formalina a
10% tamponada sob pressido de 20cm de agua, ou em
um reservatorio que cubra os espécimens por completo.
O parénquima pulmonar normal é adequadamente fixo
em poucas horas por cortes macroscopicos, mas geral-
mente fixacdo overnight & necesséria para grandes tu-
mores ou pulmdes extensamente consolidados. Espéci-
mens insuflados serdo seccionados em fatias com inter-
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QUADRO 1
Espécimens contendo tumores pulmonares

QUADRO 2
Partilha do tecido pulmonar para estudos especiais

Espécimens citolégicos

e Escarro

e Aspirado transtraqueal

e Escovado brénquico

¢ Lavado bronquico

e Lavado broncoalveolar (LBA)

¢ Citologia sangue artéria pulmonar

e Aspirados transtraqueal e tranbronquico por agulha

e Aspirados por agulha fina, esfregacos, e imprints obtidos a
partir de espécimens histologicos

e Derrames (especialmente pleura)

Espécimens histolégicos
* Biopsias
Bronquica/traqueal
Transbronquica
Biopsia por toracoscopia
Puncao/bidpsia transtoracica
Bidpsia por mediastinoscopia (metastases linfonodos)
Toracotomia com biépsia
® Espécimens por resseccdo™
Bidpsia a céu aberto
Resseccao em cunha
Segmentectomia
Lobectomia
Bilobectomia
Pneumectomia
Resseccgao radical em bloco incluindo estruturas adjacentes
Ressecgao de grandes vias aéreas
e Espécimens de autdpsia

* Qualquer dos espécimens podera incluir por¢oes de estruturas adjacentes, como pleura
parietal, parede toracica, estruturas mediastinais, etc.

valos regulares no plano sagital, embora para correlacao
com tomografia computadorizada sejam mais adequados
0s cortes transversais no plano horizontal. Os cortes obti-
dos deverado ser mantidos em ordem, a fim de ndo serem
perdidas relacdes anatomicas. Pulmdes frescos nao-insu-
flados s&o abertos ao longo das vias aéreas, com particu-
lar atencao para a presenca de tumores localizados e suas
relacdes com vasos. Antes disso, a margem bronquica ja
tera sido examinada por cortes congelados.

O laudo anatomopatolégico — Independente da ava-
liacdo macroscopica, as informacdes a seguir deverao ser
registradas no laudo anatomopatolédgico para fins de diag-
nostico e estadiamento:

1) Exame externo do espécimen, incluindo dimensdes,
peso, cor, aspecto da pleura e outras estruturas incluidas
(pericardio, parede torécica, etc.).

2) Subtipo histolégico e grau®?; localizacdo (por seg-
mento, quando possivel); cor, consisténcia; alteracdes se-
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Tecido fresco

e Citometria de fluxo
e Citogenética

e Cultura de células

Congelamento a 80°de tecido tumoral e ndo-tumoral

e Cortes congelados para imunoistoquimica, incluindo marca-
dores linféides

¢ Genética molecular/rearranjo génico

e Bioquimica quantitativa (e.g.: peptideos hormonais)

Glutaraldeido para microscopia eletronica

e Cubos ou laminas de tecidos de Tmm

Tecido nao-tumoral para andlise quantitativa de fibras (e.g.:
ashesto)

cundarias (cavitacdo, p.e.); tamanho das trés dimensoes;
tumoracdes endobrdnquicas ou intravasculares; relacoes
com mucosa brénquica, parede brénquica, pleura, fissu-
ras e margens cirirgicas (delineacao com tinta nanquim e
coloracdes para elastica sdo uteis para obter tais informa-
¢des); distancia da margem brénquica e pleural; altera-
¢des secundarias (especialmente pneumonia obstrutiva);
invasao vascular; invasao de estruturas adjacentes (pleu-
ra, parede toracica) e margens; associacdo com displa-
sia/carcinoma in situ na mucosa bronquica proximal. A
pleura devera incluir laminas eléstica interna e externa e
respectivas invasdes (melhor constatadas em coloracdes
para fibras elasticas).

3) Tecido nao tumoral devera ser investigado para con-
dicdes associadas, tais como bronquite crénica, enfise-
ma, asbestose e bronquiolite respiratoria (tabagismo).
Tecidos exibindo efeitos secundérios, tais como pneumo-
nia obstrutiva, deverdo ser evitados durante tal avaliacéo.

4) Exame dos linfonodos devera incluir aqueles disseca-
dos no espécimen principal, tanto quanto aqueles remo-
vidos pelo cirurgido. Os linfonodos deverao ser designa-
dos de acordo com sua localizacao anatdomica para os
propésitos de estadiamento. Para aqueles obtidos no es-
pécimen principal, suas relacdes com o tumor deverdo
ser anotadas.

5) Os tecidos enviados em separado (pericardio, p.e.)
deverdo ser examinados e descritos separadamente.

6) Selecionar tecido tumoral e nao-tumoral para estu-
dos especiais (Quadro 2).

7) Documentacéo fotografica das caracteristicas ante-
riormente apontadas e designacao dos locais para repre-
sentacdo histolégica; desenho ou xerox do espécimen
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original poderdo ser Uteis para correlacdo com os cortes
designados.

Um minimo de trés cortes do tumor e um do tecido
nao-tumoral deveréo ser examinados de rotina. Tais cor-
tes deverdo conter relacdes do tumor com a mucosa e
parede brénquica, bem como a pleura. Um corte histolo-
gico da margem brénquica devera ser incluido. Todos os
linfonodos, designados, e margens deverdo ser submeti-
dos a exame histologico. Em caso de lesdes clinicamente
ocultas, principalmente carcinomas de células escamosas
in situ ou microinvasivo, e casos de displasia, deverao ser
estudados em cortes seriados da &rvore bronquica. O exa-
me e a descricdo dos espécimens tumorais deverdo ser
direcionados a fornecer informacdes para o estadiamen-
to TNM. Informagdes minimas necessarias no laudo ana-
tomopatologico estdao contidas no Quadro 3.

Protocolos para cancer de pulmao deverao ser utiliza-
dos na prética pelos grupos de térax. Um exemplo cor-
rentemente usado é o preconizado pelo grupo do Memo-
rial Sloan Kettering Cancer Center, que foi publicado
por Rosai®V.

TEcNIcAS ESPECIAIS — MARCADORES BIOLOGICOS

Grandes avancos tém tomado lugar no diagnéstico e
estudo dos tumores pulmonares devido a uma explosao
no desenvolvimento das técnicas especiais nos campos
da imunoistoquimica, citometria de fluxo, hibridizaco in

QUADRO 3
Informacdes anatomopatologicas minimas de espécimens
ressecados necessarias para estabelecimento do TNM

Caracteristicas do tumor (T):

e Tipo histolégico e grau*

e Tamanho (maiores dimensoes)

¢ Distancia e condi¢oes da margem bronquica

e Invasao da pleura (visceral ou parietal; fissuras) e estruturas
adjacentes (e margens)

e Pneumonia obstrutiva associada

Linfonodos (N):

e Numero total de linfonodos envolvidos, designados pelo ci-
rurgido e dissecados na peca

* Grau histolégico

e Bem diferenciado

¢ Moderadamente diferenciado
e Pouco diferenciado

¢ Indiferenciado

* American Joint Committee on Cancer Lung. In: Bearhs OH, Henson DE, Hutter RV,
Kennedy B, editors. Manual for staging of cancer, Vol. 4. Philadelphia: JB Lippincott,
1992;115-22.
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situ e biologia molecular. Esses desenvolvimentos tém
revolucionado a acuracia diagnostica de certos tipos de
tumores pulmonares e o melhor entendimento da histo-
génese e patogénese. Caracteristicas clinicas, patologi-
cas e moleculares vém sendo estudadas e apontadas como
fatores determinantes da sobrevida nos pacientes com
CPCNP®10) Os fatores mais importantes para avaliacdo
prognéstica sdo o performance status, o estadiamento
clinico e a perda de peso®®9. Estas caracteristicas sao uti-
lizadas como parametros para avaliar o impacto na so-
brevida dos novos fatores prognosticos pesquisados. Den-
tre estes, a concentraco sérica dos marcadores tumorais
vem sendo estudada nos pacientes com CPCNP2),

Marcador biolégico define alteracées celulares e mole-
culares associadas a transformacao maligna. Podem ser
de dois tipos: 1) marcadores intermediarios que medem
alteracdes celulares e moleculares antes do aparecimento
da malignidade; 2) marcadores diagnosticos: presentes em
associacao com a malignidade®. O processo de identifi-
cacdo e validacao para uso clinico do marcador tem di-
versas etapas:

e Identificacdo inicial feita em linhagens celulares do
tumor em questao;

e Teste do marcador em tecido proveniente de biép-
sias de pacientes com diagnostico estabelecido do tumor
em questao;

e Teste em biépsias de tecidos normais e com proces-
so inflamatério;

e Teste em escarro, sangue ou urina para validacao
como teste nao-invasivo que possa ser usado em popula-
céo de alto risco.

Marcadores biolégicos diagnosticos

Marcadores biolégicos diagnosticos sao substancias que
podem ser medidas quantitativamente por métodos bio-
quimicos, imunologicos e moleculares nos fluidos ou nos
tecidos corporais, associados a neoplasias e possivelmen-
te com o 6rgao de origem®@324. Nas ultimas décadas, va-
rias proteinas e pequenos peptideos tém sido identifica-
dos como produtos de secrecao de diferentes neoplasias
solidasi®®, podendo ser utilizados como marcadores tu-
morais diagnésticos.

Em 1848, Bence Jones descreveu a proteina do mielo-
ma multiplo, primeira substancia empregada clinicamen-
te como marcador tumoral®?. Desde estao, varias outras
substancias vém sendo pesquisadas em neoplasias de di-
ferentes sitios primarios, com o objetivo de avaliar a sua
aplicacao na pratica clinica.

Os marcadores bioldgicos diagnésticos podem ser Uteis
no manejo clinico dos pacientes com cancer, auxiliando
nos processos de diagnostico, estadiamento, avaliacio de
resposta terapéutica, deteccao de recidivas e prognosti-
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co. Inimeras substancias estao sendo continuamente des-
cobertas e algumas amplamente empregadas na pratica
diaria, apesar de poucas evidéncias cientificas que autori-
zem a sua aplicacdo clinica®®.

Em pacientes com cancer de pulméo os marcadores
biolbgicos diagnosticos propriamente ditos nao se mos-
traram Uteis como recurso diagnéstico, devido a sua bai-
xa sensibilidade e especificidade. Entretanto, os marca-
dores biologicos diagnésticos podem ser utilizados para
expressar diferentes caracteristicas biologicas dos carci-
nomas broncogénicos?.

Marcadores bioldgicos diagnésticos sorolégicos — Va-
rias substancias classificadas como marcadores biologi-
cos diagnosticos séricos ja foram estudadas em pacientes
com CPCNP. Os marcadores biolégicos diagnosticos séri-
cos mais estudados em pacientes com CPCNP sdo: CEA,
TPA [antigeno polipeptideo tecidual], SCC-Ag [antigeno do
carcinoma de células escamosas], Chr A [cromogranina A],
NSE, CYFRA21.1, NCAM [molécula de adesao celular neu-
ral]; CPK-BB [creatina fosfoquinase-BB); sIL-2R [receptor de
interleucina solivel-2]. As principais aplicacdes clinicas
pesquisadas para estes marcadores sdao o seu papel no
estadiamento e na avaliacdo prognostica.

Poucos pesquisadores brasileiros estudaram o papel dos
marcadores biologicos séricos em pacientes com carcino-
ma broncogénico. Em 1992, Takagaki®” analisou o pa-
pel dos marcadores bioldgicos diagnosticos em 60 pa-
cientes com carcinoma broncogénico. Observou que o
CEA foi o marcador mais freqgiientemente aumentado nes-
tes pacientes e o CA72.4 o que melhor se correlacionou
com a extensao da neoplasia. Em 1999, Grossi?® estu-
dou 103 pacientes com CPCNP e observou que o CYFRA21.1
foi o marcador mais elevado [55%)], seguido pelo CA72.4
[50%)], CEA [44,4%)], enolase neurdnio-especifica [35,7%)],
CA15.3 [31%)] e CA19.9 [14,7%]. Nesse estudo, isolada-
mente nenhum dos marcadores bioloégicos diagnosticos
teve valor prognéstico independente, porém a associa-
cdo de marcadores biologicos elevados pode auxiliar na
identificacdo dos pacientes com pior sobrevida.

Marcadores bioloégicos diagnésticos histologicos

MICROSCOPIA ELETRONICA

Caracteristicas submicroscépicas tém sido identificadas
para distinguir tumores pulmonares®?:39, Dos 41 carcino-
mas de pulmao considerados como carcinomas anaplési-
cos de grandes células a microscopia de luz, Delmonte?”
e Capelozzi et al.®9 encontraram oito (40%) com ausén-
cia de evidéncias ultra-estruturais de diferenciacao. Os 33
remanescentes mostraram alguma evidéncia de diferen-
ciacdo escamosa (desmossomos e tonofilamentos), glan-
dular (microvilos ou microécinos) ou neuroendécrina. SCC,
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independente do subtipo, apresentam nticleo redondo ou
oval com cromatina finamente dispersa, citoplasma escas-
so e organelas esparsas. Desmossomos podem ser identi-
ficados. Dentro dos processos citoplasméticos, pequenos
granulos neurossecretérios podem ser identificados. Es-
tes tumores diferem dos carcinbides pela presenca nestes
de maior nimero de granulos neurossecretoriost®1-33),

MORFOMETRIA

A morfometria tem-se mostrado como ferramenta til
na determinacao de fatores morfoldgicos de prognostico
em cancer de pulmao, em parte por minimizar a subjeti-
vidade dos sistemas classificatorios, em parte por permi-
tir a construcdo de modelos matemaéticos preditivos de
sobrevida®0-3%. Assim, no carcinoma de células escamo-
sas, o subtipo histoldégico mais freqiiente de cancer de
pulmao, que tem na resseccéo cirtrgica o método ideal
de tratamento, é sabido que, apesar do estadiamento ain-
da ser importante na determinacao da sobrevida, pacien-
tes com doenca localizada apresentam recidivas nos pri-
meiros cinco anos apoés ressecgao cirrgica. Para identifi-
car quais seriam esses pacientes, foram estudados marca-
dores morfolbgicos de espécimens cirtrgicos relevantes
para compor um modelo matemético em prever sobrevi-
da. Assim, da analise histolégica do espécimen, células
tumorais exibindo relacdo nucleo/citoplasmaética ou volu-
me nuclear altos apresentaram melhor sobrevida. Estes
resultados sugerem que a constatacao inversa dos mes-
mos parametros poderia selecionar os pacientes candida-
tos a modalidades terapéuticas complementares para evi-
tar a recidiva tumoral®3. Esta sugestao foi reforcada pe-
los resultados obtidos nos carcinomas de células escamo-
sas avancados pelo mesmo método. Neste estudo, cons-
tatamos que tumores apresentando células com relacao
nlcleo/citoplasma e volumes nucleares baixos tiveram
melhor comportamento em termos de sobrevida dos pa-
cientes, possivelmente por melhor efeito radioterapico
sobre as células assim caracterizadas®¥. Dando prosse-
guimento ao estudo, outro trabalho foi concebido para
avaliar o papel de parametros clinicos e morfométricos
em discriminar resposta a quimioterapia em pacientes com
carcinomas de pequenas células do pulméao. Os resulta-
dos obtidos mostraram que o volume dos nticleos e a an-
giogénese tumoral foram as variaveis morfométricas mais
relevantes para separar os dois grupos de pacientes, con-
ferindo sensibilidade de 80,43% ao modelo. Concluiu-se,
através dos resultados obtidos, que parametros histopa-
tolégicos podem fornecer informacdes valiosas quanto
ao grau de resposta dos tumores a quimioterapia em pa-
cientes com carcinomas de pequenas células do pulmao,
encorajando o uso de procedimentos morfomeétricos na
anélise destes tumores®°,
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IMUNoOISTOQUIMICA

A imunoistoquimica dos tumores pulmonares consiste
em uma poderosa ferramenta diagnoéstica usada para de-
tectar marcadores epiteliais, mesenquimais, linféides,
melanociticos, neuroendécrinos hormonais e molecula-
res. A seguir, uma breve discussao sobre alguns marcado-
res para cancer de pulméo.

Carcinomas de células escamosas demonstram reativi-
dade para queratinas de baixo e alto peso molecular e
para involucrina. Imunorreatividade também tem sido
constatada para vimentina, antigeno epitelial de mem-
brana (EMA), glébulos de gordura do leite humano (HMF6-
2), proteina S-100, Leu-M1 e CEA. Mutacdes do antigeno
p53 sdo comuns e costumam ser detectadas no estadio
precoce da doenca. A mucosa adjacente ao tumor usual-
mente mostra metaplasia escamosa e carcinoma in situ.
Recentemente, presenca de HPV foi detectada em 20%
de SqCC e substancialmente maior nos casos mostrando
caracteristicas condilomatosas no epitélio adjacente.

Adenocarcinomas mostram reatividade para queratinas
de baixo peso molecular, antigenos de membrana epite-
lial, CEA e componentes secretdrios. A expressao de que-
ratina 7 tem sido tomada como evidéncia de diferencia-
céo glandular no carcinoma de pulm&o. Pode haver em
algumas situacdes co-expressdo de queratina e vimenti-
na. Células de Langerhans S-100 positivas sao freqiien-
tes no estroma tumoral. Em cerca de metade dos casos
hé positividade para apoproteinas do surfactante pulmo-
nar, uma caracteristica altamente eficaz no diagnostico
diferencial com outros tipos de carcinoma de pulmao e,
mais importante, com adenocarcinomas metastaticos.
Catepsina B e componentes da membrana basal sao tam-
bém encontrados. Adenocarcinomas de pulm&o mostram
ainda consistente expressao de antigenos Lewis X e Y
dos grupos sanguineos, caracteristica esta de valor tam-
bém no diagnéstico diferencial. Hiperexpressao de pro-
dutos génicos supressores tumorais, como p53, nos ade-
nocarcinomas de pulméao, tem sido especificamente as-
sociada com o tabagismo e expressao de carcinogénese
precoce para adenocarcinomas. A deteccio de ativacao
de oncogenes K-ras em tabagistas formais com adeno-
carcinomas de pulméo sugere que mutacdes K-ras consti-
tuem um evento precoce e irreversivel no desenvolvimento
deste tipo de tumor. Mutacdes de K-ras também ocorrem
em hiperplasias bronquioalveolares atipicas, expressio
esta tida como indicador de mau prognostico. Adenocar-
cinomas metastaticos do trato digestivo (CK20+; CK7-) nos
pulmdes (CK20-; CK7+) podem ser diferenciados pela ex-
pressao de queratinas de baixo peso.

Diferenciacdo neuroendécrina — Miultiplos polipepti-
deos sao produzidos pelo cancer de pulmao, particular-
mente SCC. O Quadro 4 lista os marcadores neuroend6-
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QUADRO 4
Imunoistoquimica dos marcadores
neuroenddcrinos em cancer de pulmao

Marcadores scC NSSC
L-dopa descarboxilase 48-82% 12-33%
Cromogranina-A 48-93% 0-28%
Enolase 93-100% 27-57%
Bombesina (GRP) 20-69% 1-17%
Sinaptofisina 43-88% 10-28%
Leu-7 59-89% 16-44%

crinos observados em SCC e NSCC. Heterogeneidade de
expressao existe. Fenotipo neuroenddcrino é tipicamen-
te definido como expressao de dois ou mais marcadores
listados no Quadro 1. Por essa definicao, 75% dos SCC e
20 a 25% dos NSCC tém fenétipo neuroendéerino. Em
NSSC, alguns estudos tém mostrado que fenétipo neuroen-
décrino associa-se com melhor resposta a quimioterapia
e melhora na sobrevida®¢-39),

FATORES PROLIFERATIVOS

Ha varios métodos de coloracdo dos nucleos com o
intuito de determinar atividade proliferativa celular incluin-
do: coloracdo imunoistoquimica para deteccao do antige-
no de proliferacao nuclear (PCNA) e Ki-67, coloracdo his-
toquimica para regides nucleolares organizadoras (AgNORs).
O PCNA é uma proteina &cida nuclear de 36kD envolvida
na sintese de DNA. Em cortes fixados pela formalina e
embebidos na parafina, o anticorpo monoclonal PC10 con-
tra PCNA cora os nucleos das células na fase S, G1 tardia
e G2 precoce. Alta imunoexpressédo de PCNA correlacio-
na-se com aneuploidia, Ki-67 expressao, fase-S de tumo-
res aneuploides e indice de mitoses em carcinomas n&o-
pequenas células de pulméo linfonodos negativos®?. To-
davia, PCNA nao foi um marcador importante de sobrevi-
da em andlise univariada e multivariada de carcinomas
nao-pequenas células de pulmaot9,

Estudos mostram que expressao de Ki-67 pode ser um
Gtil marcador para sobrevida em carcinomas, operaveis,
nao-pequenas células“*?. Todavia, a analise de multiplos
parametros em carcinomas de células ndo-pequenas nao
mostrou correlacdo entre expressao de Ki-67 e ploidia de
DNA, fase-S ou tipo histologico0:42-44),

Apesar de ndo ser uma reacdo imunoistoquimica,
AgNORs pode ser uma medida da atividade de prolifera-
cao nuclear. As regides organizadoras do nucléolo (NORs)
sdo constituidas por segmentos de DNA que contém os
genes para a producdo do acido ribonucléico ribossomi-
co (RNAr) e representam os nucléolos celulares. Usando-
se uma técnica de impregnacédo com a prata, estas estru-
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turas sdo visualizadas a microscopia 6ptica como pontos
escuros (AgNOR). O nimero e a area de NORs no nucleo
sao relacionados com a sintese de proteinas e, portanto,
as NORs expressam-se mais nos tumores de alto grau. Re-
centemente, Antonangelo et al. demonstraram que pa-
cientes com carcinomas de células escamosas com baixa
expressao de AgNOR apresentam maior sobrevida quando
comparados com os com tumores com alta expressao.
Protocolos terapéuticos atualmente existentes dependem
do estadiamento e da caracterizacao histolégica do can-
cer de pulmao. Dai verifica-se a importancia de um siste-
ma de classificacdo no reconhecimento dos varios tipos
histologicos. A classificacdo universalmente aceita como
padrao de referéncia é a da Organizacdo Mundial de Saut-
de, que se baseia em dados obtidos a partir da micros-
copia de luz. Esta classificacdo reconhece quatro tipos
maiores de cancer de pulméo: carcinoma de células esca-
mosas (epidermoéide), carcinoma de células pequenas (oat-
cell), adenocarcinoma, carcinoma de grandes células (ana-
plasico). Alem de toda subjetividade, pertinente a qual-
quer sistema classificatorio, outro grande problema a se
levar em conta diz respeito a representatividade do mate-
rial. Em grande ntimero de casos, esse evento possibilita
apenas que neoplasias sejam grosseiramente separadas
em oat-cell e ndo oat-cell, por exemplo. A experiéncia
adquirida com o estudo de fatores de prognéstico no can-
cer de pulméao por Capelozzi et al.(162939 faltava ainda
ser completada pela demonstracédo da utilidade da morfo-
metria e histoquimica na rotina diagnéstica. Esta demons-
tracdo pode ser alcancada aplicando as mesmas técnicas
em uma série diferente de tumores, proveniente de outro
centro de estudo. Essa idéia resultou em trabalho, no qual
o objetivo em questéo era verificar o papel do AgNOR no
comportamento dos carcinomas de células nao-pequenas
de pulmao operados, através da expressao nas células do
tumor primaério e metéstases linfonodais. O estudo mos-
trou-nos que a expressao do AgNOR é Util em prever com-
portamento de carcinomas de células ndo-pequenas em
estadio precoce (I e II). O estudo mostrou também que
nao ha diferencas na expressao entre os tumores primé-
rios e metastaticos, sugerindo que mecanismos de ativi-
dade proliferativa da célula tumoral no cancer de pulmao
podem néo ter influéncias nas metastases.

PLOIDIA CELULAR (DNA)

Ha muitas controvérsias na literatura para o estudo da
ploidia celular nos tumores de pulm&o. Em estudo recen-
te, Bernardi et al.*3 demonstraram que carcinomas de
células escamosas aneuploides apresentaram menor so-
brevida que os tumores dipléides/tetrapléides. Contudo,
no mesmo trabalho, quando se incluiram no estudo ou-
tros marcadores de prognéstico, apenas a expressao das
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proteinas nucleolares (NORs) mantiveram correlacdo com
a sobrevida.

BIOLOGIA MOLECULAR

Aplicacdo de técnicas em biologia molecular tem resul-
tado em melhor entendimento dos eventos genéticos que
contribuem para a carcinogénese, crescimento tumoral,
invasdo e metastases no cancer de pulméao. Proliferacao
celular normal & controlada por um grupo de eventos ce-
lulares coordenados regulados por uma expressao balan-
ceada de multiplos genes e produtos génicos. A carcino-
génese & um processo de multiplos passos, através do
qual uma série de eventos resulta em um imbalanco de
proto-oncogenes ativados e genes supressores, que con-
duzem a transformacao celular, autonomia, e crescimen-
to celular incontrolado. Estes eventos carcinogénicos po-
dem ocorrer sob influéncia de exposicao aos carcindge-
nos e fatores inerentes ao hospedeiro ao longo do tempo
em sucessivos passos envolvendo a transformacéo de mul-
tiplos genes.

Marcadores moleculares sdo potencialmente Uteis para
deteccao precoce, monitorizacdo de resposta terapéuti-
ca, preditores de potencial metastatico e prognéstico,
posteriormente contribuindo na etiologia e carcinogéne-
se do cancer de pulmao. Como os eventos moleculares
da carcinogénese pulmonar, invasao e metastases podem
ser melhor compreendidos, novas estratégias terapéuti-
cas poderao ser desenvolvidas.

A biologia molecular do cancer de pulméao é dividida
em: 1) carcinogénese e 2) invasao e metéastases.

Carcinogénese — Do ponto de vista biolégico, o cancer
de pulmao é a expressao fenotipica do aciimulo de altera-
cdes genéticas ao longo das células epiteliais de revesti-
mento das vias aéreas. Estas alteracdes genéticas resul-
tam em proliferacao celular incontrolavel por interferén-
cia no ciclo celular ou inibicao da morte celular progra-
mada (apoptose). Dessa forma, o avanco no conhecimento
das causas de proliferacdo celular podera trazer impor-
tantes implicaces no diagnostico precoce e no estabele-
cimento de novas estratégias terapéuticas. O conhecimen-
to dos fatores genéticos e moleculares envolvidos na car-
cinogénese pulmonar iniciou-se em 1960 com a citoge-
nética. Sofreu grande avanco em 1980, com o conheci-
mento dos oncogenes envolvidos e atingiu o apice em
1990, com a identificacao dos genes supressivos tumo-
rais (oncogenes recessivos ou antioncogenes). Tais fato-
res genéticos, que interferem com o ciclo celular ou apop-
tose, potencialmente influenciados por fatores ambien-
tais, como o fumo e a poluicdo, tém permitido melhor
compreensio dos mecanismos genéticos e moleculares
no desenvolvimento do cancer de pulmé&o. Portanto, a
andlise de tais fatores permitira compreender os efeitos
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resultantes no tratamento com novos agentes, tipos his-
tologicos, diagnéstico, riscos de recidiva e sobrevida.

Suscetibilidade genética ao cdncer de pulmaéo — Estu-
dos epidemiolégicos tém demonstrado que algumas for-
mas de cancer sdo comuns em familias, sugerindo que a
suscetibilidade ao cancer pode ser herdada. J& o cancer
de pulmao é mais comumente tido como uma forma de
cancer determinada apenas pelo ambiente (fumo, mine-
radores de uranio). Contudo, com base em evidéncias cli-
nicas, diferentes graus de suscetibilidade para a formacéo
de tumores devido a agentes ambientais tém sido postula-
dos. Evidéncias epidemiologicas para aumento do risco
familiar de cancer do pulmao foram notadas em 1960.
No maior estudo até o momento, risco de 2,4 para can-
cer de pulmao foi identificado em parentes de pacientes
com cancer de pulm&o®?. Este risco familiar é suportado
por recentes dados colhidos na populacdo de Utah“®.
Identificou-se tendéncia familiar ao cancer de pulméo,
sendo que as mulheres jovens nao fumantes apresentam
risco maior do que os homens. Estudos geneal6gicos des-
sas familias sugerem um carater co-dominante de heran-
ca mendeliana transmitida através de um gene autosso-
mico raro. Esse modelo sugere que portadores desse gene
desenvolvem cancer de pulmao precocemente, com risco
2.245 vezes maior em individuos homozigotos néo fu-
mantes.

Alteracgdes genéticas adquiridas — ONCOGENES — Nem
todo cancer de pulméo tem a heranca familiar de base.
Dessa forma, tumores esporadicos ou de causa nao fami-
liar ndo sao devidos a mutac¢des nas linhagens germinati-
vas ou a um gene de suscetibilidade ao cancer, resultantes
de transmissdao por heranca, mas sim devidos a altera-
¢cOes genéticas sométicas adquiridas. A primeira evidén-
cia convincente de que o cancer poderia ser decorrente
de elementos genéticos nao herdados foi a observacio
por Rous, em 1911, de que filtrados celulares de um sar-
coma de galinha poderiam induzir sarcomas em outras
galinhas. Demonstrou-se que o potencial oncogénico de
um virus, o virus do sarcoma Rous, era resultante de um
gene celular mutante especifico chamado v-src. Assim, a
partir da identificacdo desse oncogene, mais de 50 dife-
rentes oncogenes tém sido implicados no desenvolvimento
do cancer humano. Oncogenes sao derivados de genes
celulares normais chamados proto-oncogenes. A protei-
na codificada resultante de um proto-oncogene tem pa-
pel importante na regulacdo do crescimento celular. A
ativacao dos oncogenes pode resultar de mutacéo, trans-
locacdo cromossémica, amplificacdo e desregulacdo na
transcricéo, resultando na producdo de uma proteina anor-
mal ou na hiperproducéo de proteinas normais. Agora
esses proto-oncogenes ativados sao chamados de onco-
genes e suas proteinas codificadas, de oncoproteinas.
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Nomenclatura: Proto-oncogenes e oncogenes sao denominados por
trés letras em italico (p.e., myc). As mesmas trés letras nao italicas e
comegando com maitscula designam as proteinas codificadas (p.e.,
Myc). O prefixo v, como em v-src, refere-se a um oncogene de
origem viral. Ao proto-oncogene correspondente é dado o prefixo
c (c-sra).

Em sua forma ativada, os oncogenes propiciam um
crescimento exacerbado para a célula que os expressa.
Observacdes laboratoriais, clinicas e epidemioldgicas su-
gerem que hé necessidade de varios eventos genéticos ou
bioquimicos para transformar as células normais em célu-
las neoplasicas. Portanto, acimulos sucessivos de even-
tos criticos em uma populacao celular com crescimento
exacerbado resultam em carcinogénese. Uma vez que a
célula normal se tenha transformado em célula neopléasi-
ca (i.e., crescimento incontido), outros eventos sao re-
queridos para que as células malignas proliferem com su-
cesso, principalmente a provisdo de novos vasos nutrien-
tes (angiogénese), para entdo criar um microambiente fa-
voravel ao crescimento. A interacdo entre as alteracoes
genéticas nos nucleos celulares e as alteracdes necesséa-
rias para o microambiente celular, tais como suprimento
vascular, nutricado e matriz extracelular, estao comecando
a ser estudadas. A inter-relacdo entre esses fatores pode
exercer papel critico nos véarios graus de malignidade de
um cancer.

Cinco categorias de proto-oncogenes sdo descritas:
fatores de crescimento,
receptores para fatores de crescimento ou hormonios,
tradutores de sinais intracelulares,
fatores de transcricao nuclear
proteinas controladoras do ciclo celular

OoooOOoo

Alteracées moleculares — ALTERACOES CITOGENETICAS
— Alteragdes cromossdmicas sao informativas em tumo-
res a medida que elas apontam para uma area especifica
a ser examinada no genoma a procura de mutacdes ou
perda da informacao genética para o controle regulatério
do crescimento. Inicialmente, alteracdes cromossdmicas
foram identificadas ao exame dos cromossomos em uma
célula em divisdao ao microscépio de luz. Esta tarefa, co-
nhecida como citogenética, foi o inicio da compreensao
genética de muitas alteracdes malignas e teve inicio com
a identificacdo do cromossoma Philadelphia, em 1960.
No cancer de pulmao, alteracdes citogenéticas ou do ca-
ri6tipo em carcinomas de pequenas células (CPC) tém sido
repetidamente demonstradas, com delecées no braco curto
(p) do cromossomo 3 (3p), especificamente 3p21-25,
sugerindo um gene supressor tumoral neste sitio. Tam-
bém tém sido identificadas perdas citogenéticas do braco
longo (q) do cromossomo 5 (5921), 13 (13q14) e 17
(17q13), estes dois ultimos sitios contendo o lécus su-
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pressor para os genes Rb e p53. Adicionalmente, nos
carcinomas de células ndo-pequenas (CCNP) numerosas
anormalidades genéticas tém sido vistas através de estu-
dos citogenéticos, mais freqiientemente em 3p14, 3921,
19q13, 11p15, 1q11, 7ql11, 1921, 3p23 e 3p21, sendo
que até o momento ndo foram ainda identificados os ge-
nes envolvidos em tais &reas.

Ha duas classes de oncogenes: oncogenes dominantes
e 0s oncogenes recessivos (ou genes tumorais supresso-
res). Oncogenes dominantes sao facilmente identificados,
uma vez que eles tém um efeito genético dominante em
converter uma célula nao-transformada em uma célula
transformada (maligna). Nessas circunstancias, somente
um de seus dois alelos portador de um gene especifico
necessita ser afetado. Evidéncias de uma segunda classe
de genes ativos na carcinogénese — oncogenes recessivos
ou genes supressores tumorais — tém sido mais dificeis de
estabelecer. A evidéncia mais antiga da existéncia de ge-
nes tumorais supressores na carcinogénese advém de es-
tudos genéticos em células sométicas através da fusao de
células normais e neoplasicas. Surpreendentemente, as
células hibridas resultantes nao foram neoplasicas, um
achado n&o esperado, caso um oncogene dominante es-
tivesse envolvido. Se a transformacéao fosse devida a um
oncogene suprido por um dos membros do hibrido, a pre-
senca de informacao genética normal suprida pelo outro
membro deveria nao ter efeito na transformacéo. Essa
observacdo conduziu a nocdo de que a célula neoplasica
havia perdido a informacdo genética de ambos os alelos
paterno e materno de lécus genético critico, que por sua
vez foi substituido pela célula normal no hibrido.

Retinoblastoma — Outra evidéncia para a existéncia de genes su-
pressores tumorais foi fornecida por estudos de genética e histéria
natural em tumores pediatricos, particularmente, no retinoblasto-
ma. Foi proposto que o desenvolvimento do retinoblastoma pode-
ria ser explicado pela aquisi¢ao de duas mutagoes (i.e., uma muta-
¢do em ambos os alelos do mesmo l6cus genético). Para cada gene
do l6cus, o genoma humano tem duas copias génicas, uma mater-
na e outra paterna. Uma mutacdo foi proposta estar presente em
uma linha germinativa de um dos pais e, portanto, anormal em
todas as células sométicas do filho afetado ao nascimento. Com a
aquisicdo de uma segunda mutagdo no alelo normal remanescen-
te, a proteina codificada pelo gene afetado tornou-se funcional-
mente inativa e a célula retinoblastica sofreu transformagao malig-
na. Apos elegantes andlises citogenéticas e moleculares, foi deter-
minado que um alelo do gene do retinoblastoma (Rb) foi inativado
na forma herdada do retinoblastoma, de acordo com a hipétese
prévia. Com a inativagao do outro alelo do retinoblastoma, um
retinoblastoma desenvolveu-se.

As categorias maiores de genes oncogenes (dominan-
tes) e supressores recessivos sao reconhecidos na carci-
nogénese pulmonar. Somente uma mutacdo é necessaria
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para um oncogene dominante causar cancer, enquanto
genes supressores sao considerados recessivos desde que
mutacdes afetem o par de genes para a carcinogénese
ocorrer. Mecanismos moleculares de ativacdo de oncoge-
nes incluem: amplificacdo, mutacdo de ponto, transloca-
cado e hiperexpressdo de uma transcricdo ou proteina.
Com genes supressores, a mutacao inicial é, freqiiente-
mente, mutacdo de ponto ou outra pequena alteracéo,
resultante em inativacdo ou alteracao de uma copia do
gene. A segunda alteracao genética é uma alteracao maior,
tal como delecao ou translocacao no DNA do cromosso-
mo complementar, resultando em perda da heterozigose
para o gene supressor. Como resultado, o produto do
gene supressor é tanto nao funcional ou completamente
perdido. O Ultimo efeito & a perda da supressao tumoral
que potencializa a carcinogénese.

Oncogenes dominantes — Um oncogene é um gene
normalmente envolvido no controle da proliferacao e di-
ferenciacado celular, nas quais uma alteracio podera acio-
nar o gatilho da carcinogénese. Estes genes estdo pre-
sentes em células normais (proto-oncogenes) e codificam
as proteinas celulares, tais como fatores de crescimento,
quinases protéicas, proteinas envolvidas na sinalizacdo de
membrana e proteinas nucleares que regulam a expres-
sdo génica. Muitos oncogenes, tais como K-ras (Kirsten
murine sarcoma virus), foi primeiro identificado como o
homologo celular normal de genes transformadores agu-
dos de virus tumorais RNA. Outros oncogenes, tais como
L-myc em carcinomas de pequenas células, néo relacio-
nados a virus, mas séo identificados porque consistente-
mente amplificados em tumores de ocorréncia natural.
Os oncogenes dominantes identificados no cancer de
pulméo sao descritos a seguir.

Familia Myc — A familia myc de proto-oncogenes in-
clui proteinas nucleares que tém propriedades de ligar
DNA e com funcéo ativa na regulacdo da transcricao. Ha
trés membros desta familia, c-myc (cromossomo 8q24),
N-myc (cromossomo 2p23-24) e L-myc (cromossomo
1p23). Ativacao desta familia de proto-oncogenes no can-
cer de pulméo ocorre por amplificacao e superproducédo
de produtos protéicos normais. Amplificacdo dos mem-
bros desta familia tem sido encontrada no carcinoma de
pequenas células. Os genes myc codificam trés fosfopro-
teinas nucleares relacionadas especificamente ao ciclo
celular. Clinicamente, a amplificacdo do gene c-myc tem
sido associada ao curso mais maligno nos carcinomas de
pequenas células. A hiperexpressao dos genes N-myc nos
carcinomas de pequenas células tem sido correlacionada
a pouca resposta a quimioterapia. A compreensao destas
anormalidades tem levantado a possibilidade de terapéu-
ticas dirigidas contra o gene c-myc. A exposicado de uma
linhagem de células de carcinomas de pequenas células
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expressoras do gene L-myc a um DNA anti-L-myc inibe o
crescimento celular de forma dose-dependente, sugerin-
do talvez uma oportunidade terapéutica. Amplificacao dos
gens myc também ocorre em carcinomas de células nao-
pequenas, principalmente c-myc, porém desprovida de
significado clinico.

Familia Ras — Ha trés proto-oncogenes ras: H-ras, K-
ras e N-ras. Estes genes codificam proteinas ligadoras do
grupo guanosina trifosfato (GTP), conhecidas como p21ras,
que sao funcionalmente relacionadas e tém semelhancas
estruturais com as proteinas G. Estas proteinas localizam-
se do lado interno da membrana celular e participam do
sinal de transducédo. Pontos de mutacées especificas K-
ras sdo relativamente comuns em CCNP, especificamente
nos adenocarcinomas. Estas muta¢des resultam em uma
Gnica modificacdo no aminoéacido da proteina, levando a
marcada reducao na atividade da GTPase intrinseca, per-
manecendo a proteina em estado ativo de ligacdo com a
GTP, que impede a sua liberacdo. Uma vez adquiridas,
estas mutacdes parecem ser estaveis, permanecendo tanto
no tumor primario quanto nas metastases, como aconte-
ce com a maioria das mutacdes genéticas. Mutacdes dos
genes H-ras e N-ras sdo raras em cancer de pulmé&o hu-
mano. Como cresce a sensibilidade dos ensaios, a inci-
déncia de mutacdo K-ras continua a aumentar, ocorren-
do em mais de 56% dos casos de cancer de pulméo.

Mutagodes do gene K-ras tém sido detectadas em bidpsias bronqui-
cas de individuos fumantes sem evidéncias de cancer de pulmao®“?,
podendo ainda ser encontradas em esfregacos de escarro anos an-
tes do diagnéstico clinico de cancer de pulmao®?, levantando a
possibilidade de seu uso como marcador de pré-malignidade. Adi-
cionalmente, exames da distribuicdao das mutacdes K-ras em tumo-
res ja estabelecidos sugerem que estas alteragdes ocorrem preco-
cemente no desenvolvimento da neoplasia®".

O carcinégeno determinante das mutacdes K-ras é des-
conhecido, mas tem sido intimamente associado com a
exposicao ao fumo®?. Nao esté estabelecido se este & um
fator causal ou meramente uma associacdo. Clinicamen-
te, a presenca de mutacao K-ras em um adenocarcinoma
& um potente indicador de pouca sobrevida®. A presen-
ca desta discreta alteracdo molecular tem conduzido ao
desenvolvimento de novos protocolos de tratamento. Cres-
cimento tumoral em linhagens celulares expressando
mutacdes K-ras & marcadamente diminuido por um anti-
RNA K-ras construido através da introducao de um vetor
retroviral®. Dessa forma, melhor compreensado dessa
alteracao molecular no cancer de pulmao tem conduzido
ao reconhecimento de um importante fator prognostico
negativo, um possivel marcador de pré-malignidade e uma
nova estratégia terapéutica.
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Proteina Ras — O produto protéico do gene ras (p21ras)
tem sido também demonstrado como um importante fa-
tor prognostico na definicao de sobrevida em CCNP®®),
Pacientes cujos tumores tém altos niveis de expressao de
p21ras tém sobrevida inferior em relacido aqueles cujos
tumores sao p2lras negativos. De grande interesse é a
observacao recente de que inibidores da atividade p21ras
podem trazer uma estratégia viadvel no tratamento por
interferir com a modificacéo lipidica da molécula. Com o
uso de inibidores da farnesiltransferase (FTI276), o cresci-
mento de um cancer de pulmado humano com mutacao
K-ras foi inibido em animal de maneira dose-dependen-
tel®0),

Genes tumorais supressores

Gene retinoblastoma — O gene retinoblastoma, locali-
zado no 13q, foi o primeiro gene supressor tumoral iden-
tificado, traduzindo sua importancia na génese do retino-
blastoma hereditério. Ele codifica uma fosfoproteina nu-
clear 105,000-Da (pRB), que & uma reguladora da divisao
celular. O estado de fosforilacdo da pRB é a chave para a
progressao celular através do ciclo celular. pRB & subfos-
forilada em G1, é pesadamente fosforilada na fase G1
tardia antes da fase S, mas reverte a um estado subfosfo-
rilado antes da fase GO. pRB em seu estado subfosforilado
liga-se a familia E2F de fatores de transcri¢do, nao per-
mitindo a transcricao E2F-induzida de genes, importante
para a progressdao no ciclo celular. Isso resulta em um
bloqueio de entrada na fase S, causando, em ultima ana-
lise, parada na divisdo celular. A pRB isolada de tumores é
freqiientemente mutada, resultando em uma proteina fun-
cionalmente inativa incapaz de ligar E2F ou ser regulada
por fosforilacdo, desta forma tornando desregulada a pro-
liferacdo celular.

Defeitos no gene Rb ou na proteina pRB sdo quase universais em
CPC mas sdo encontrados apenas em 30% dos CCNP. Nao tem
sido encontrada relagdo com a sobrevida. A importancia central do
pRB na regulacdo do crescimento tem sido mostrada por reconsti-
tuicdo do gene RB em linhagens CPC. Isso suprime seu crescimen-
to, sem necessitar de correcdo de outras anormalidades genéticas.
Este achado aponta para outra estratégia de tratamento.

Gene p53 — Inicialmente, p53 foi tido como um onco-
gene dominante, pelo fato de que a proteina p53 foi de-
tectada em altos niveis em neoplasias malignas. Todavia,
agora é corrente que o tipo selvagem p53 & um regulador
do crescimento celular e mutacdes no gene p53 podem
nao produzir proteina p53 como produzi-la disfuncional-
mente. A proteina mutante tem vida média muito mais
longa do que o tipo selvagem, resultando em altos niveis
vistos nas células transformadas. O gene p53 esta locali-
zado no cromossomo pl7. Anormalidades no gene p53
sdo comuns em cancer de pulmao, usualmente como
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ponto de mutacdo. A proteina codificadora (p53) é pro-
vavelmente um fator de transcricao nuclear e é um fator
de supressido tumoral por mecanismos ainda nido bem
elucidados. p53 regula o crescimento celular na interface
G1-S do ciclo celular e tem papel importante na inducdo
da apoptose, ou da morte celular programada, em células
com DNA lesado. Mutacdes em gene p53 parecem estar
associadas com exposicao a substancias ambientais, como
o fumo do cigarro. Anormalidades na expressao do gene
p53 nao parecem estar associadas com progndstico em
tumores pulmonares mistos, mas conferem um prognoés-
tico pior em pacientes com adenocarcinomas estadio 1.
Tem sido demonstrado em modelos animais que o gene
p53 tipo selvagem pode ser transduzido em esferdides
tumorais de cancer de pulmao com um vetor retroviral.
Se as células tumorais forem homozigotas para um mu-
tante p53, n&o haveré inibicéo significante do crescimen-
to ap6s transducédo e expressao do pb3 tipo selvagem,
com a apoptose induzida no esferéide celular. Isso levan-
ta a possibilidade de uma nova estratégia terapéutica em
cancer de pulmao com mutacio no gene p53.

Outros proto-oncogenes e oncoproteinas — Qutros on-
cogenes no cancer de pulméao parecem exercer seus efei-
tos através da hiperproducao de proteinas codificadoras
normais, sem necessariamente haver genes mutantes ou
producao de proteinas anormais. A hiperproducao suge-
re um defeito regulatério na transcricdo do gene ou na
amplificacdo génica. Os genes e produtos protéicos que
comumente atuam dessa maneira sao c-erbB-1 e c-erbB-
2, ambos quinases-tirosinas receptores.

BN

c-erbB-1 — Este proto-oncogene ligado & membrana
codifica um receptor de crescimento quinase-tirosina
170,000-Da, que é o receptor para fator de crescimento
epidérmico (EGFR). O proto-oncogene, através de seu pro-
duto protéico, funciona no pulméo normal para estimu-
lar a proliferacdo celular epitelial e para promover a
maturacao das vias aéreas durante o desenvolvimento
embrionario. Hiperexpressao do proto-oncogene tem sido
encontrada em CCNP, especialmente o carcinoma de cé-
lulas escamosas, em 65 a 90% dos casos reportados. O
uso da hiperexpressdo do gene c-erbB1 como marcador
de prognéstico clinico é controverso, alguns estudos mos-
trando associacao com pobre sobrevida e outros nao.

c-erbB-2 — Este proto-oncogene pertence a familia c-
erbB-1 de receptores ligados & membrana quinase-tirosi-
na, portanto, esta relacionado estruturalmente ao c-erbB-
1. A proteina codificadora, chamada p185c-erbB-2 ou
HER2, também & expressa nas células epiteliais das vias
aéreas do pulmao normal e tem um papel no crescimen-
to e diferenciacado do epitélio pulmonar normal. HER2 &
coproduzida com EGFR em muitos adenocarcinomas de
pulméo.
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Fatores genéticos/hereditdrios no cdncer de pulmao
— Pacientes com sindrome de Fraumeni apresentam mu-
tagdes na linhagem germinativa p53. Um significante au-
mento no risco para cancer de pulmao é encontrado em
pacientes com aumento na atividade da enzima p450
debrisoquina hidroxilase (medicacdo anti-hipertensiva); o
gene para este fenétipo (CYP2D6) ja foi clonado.

Fatores de crescimento — Proliferacédo de células tu-
morais ocorre sob influéncia de véarios fatores de cresci-
mento, que sao tanto produzidos por células tumorais (au-
téerinas) ou células normais (paracrinas). Um dos primei-
ros fatores de crescimento autdcrino em carcinomas de
pequenas células foi o peptideo liberador de gastrina (GRP),
que também tem um efeito estimulatorio do crescimento
apos ligacao com receptores GRP nas células tumorais.

Invasdo e metdstases — Carcinogénese é somente o
evento inicial do curso para malignizacdo no cancer de
pulmao. Apds o desenvolvimento do cancer de pulméo
segue-se uma série de eventos sucessivos, que incluem
invasdo, metastases e crescimento das metastases (Qua-
dro 4). Semelhante & carcinogénese, cada evento esta
associado com alteracdes genéticas especificas que, por
sua vez, resultam em desbalan¢o de fatores reguladores
positivos e negativos. Antes de as metastases acontece-
rem, uma célula ou grupo de células deve desprender-se
do tumor primario, penetrar no tecido adjacente, sobre-
viver e crescer no tecido do hospedeiro. Este aconteci-
mento requer uma série complexa de eventos que incluem
a entrada das células tumorais nos vasos, adesao ao sitio
metastatico, invasdo no parénquima do 6rgdo em ques-
tdo, angiogénese e proliferacdo em sitio distante. O car-
cinoma de células escamosas é o Unico subtipo histolégi-
co conhecido a progredir através de estagio in situ para
carcinoma invasivo. Esse fato requer interacdo com mem-
brana basal subepitelial e envolve trés passos: 1) aderén-
cia @ membrana subepitelial, 2) criacdo de um defeito na
membrana basal e 3) translocacado das células tumorais
através da membrana basal. Aderéncia das células tumo-
rais envolve ligacdo entre as proteinas de superficie da
célula tumoral as glicoproteinas, tais como laminina, co-
lageno IV e fibronectina. Essas ligagdes sofrem influén-
cias de varias moléculas de adesio, que incluem as inte-
grinas, que representam uma familia de glicoproteinas
transmembranosas funcionantes como receptores de ade-
sdo. As células tumorais formam uma fenda na membra-
na basal pela producao de enzimas hidroliticas ou estimu-
lando as células do hospedeiro a produzir proteinases.
Exemplos de enzimas proteoliticas incluem as metalopro-
teinases, tais como as colagenases IV, proteases séricas,
como a uroquinase, e cisteina proteases, como as catep-
sinas B e L. Inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMP)-1 e 2 sao conhecidos reguladores colagenases-ne-
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gativos. Translocagdo através de fendas na membrana
basal é direcionada por substancias quimiotaticas conti-
das nas células do hospedeiro ou fatores de motilidade
produzidos pelas células tumorais. Angiogénese & outro
fator importante ao permitir o crescimento tumoral, in-
vasdo e metastases; angiogénese pode ser inibida pelo
TIMP. Os genes ou moléculas que participam na invasao
tumoral e metéstases sdo fatores reguladores de carater
positivo ou negativo.

Marcadores biolégicos diagnésticos

Escarro, radiografia e tomografia computadorizada
— E bem conhecida a alta morbidade e mortalidade do
cancer de pulmao, o que torna esta doenca significante
problema de satde publica, mesmo com os avancos re-
centes ocorridos no tratamento.

Como causas importantes para a permanéncia de altos
indices de mortalidade estdo o potencial agressivo destas
neoplasias, o diagnéstico em estadios avancados e a au-
séncia de métodos eficazes para o diagnostico precoce,
principalmente nos individuos de alto risco.

Até o momento, a radiografia de térax de rotina e a
citologia oncética do escarro fazem parte dos exames mais
utilizados para selecionar os pacientes de alto risco.

Outro método que vem sendo sugerido por alguns au-
tores para o diagnoéstico precoce dos carcinomas de pul-
mao é a tomografia computadorizada na deteccao de tu-
mores pequenos, mostrando-se 600 vezes superior a ra-
diografia, porém ainda ndo completamente aceita na pra-
tica pela auséncia de estudos n&o-randomizados e alto
custo para grandes populacdes.

Biologia molecular — Estudos moleculares recentes so-
bre a biologia do processo carcinogénico em tumores
s6lidos humanos tém sugerido novas abordagens para o
diagnostico precoce destas patologias. Esses novos con-
ceitos baseiam-se no fato de que a carcinogénese ocorre
ap6s mutacdes progressivas em células pré-malignas, que
posteriormente evoluem para o tumor invasivo e metas-
tatico.

Anormalidades morfolégicas pré-malignas no epitélio
brénquico de pacientes com alto risco para neoplasias
pulmonares foram descritas ja em 19577 e complemen-
tadas por estudos atuais em que anormalidades genéticas
e epigenéticas associadas a estas alteracdes histopatolo-
gicas vém sendo estudadas, com vistas a ser utilizadas
como biomarcadores para deteccao precoce de transfor-
macao celular®®).,

ANORMALIDADES EPIGENETICAS — TESTE DA METILACAO

Entre as anormalidades epigenéticas, a metilacido de
promotores génicos tem sido reconhecida como eficiente
mecanismo de supressdo génica, especialmente dos ge-
nes CDKN2A (p16) e MGMT, presentes em 100% dos pa-
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cientes com carcinomas de células escamosas e, portan-
to, classificando tal teste como excelente estratégia para
triagem em escarro, porém com limitacées aos grandes
laboratérios pela necessidade de ensaios de PCR de alta
sensibilidade, o que nao é viavel para muitos laborat6-
rios.

ANORMALIDADES GENETICAS — AMPLIFICACOES, DELECOES DE
ALELO, MUTACOES

Dentre as anormalidades genéticas, amplificacbes gé-
nicas, delecées de alelo e mutacdes de ponto tém sido as
mais comumente descritas em carcinomas pulmonares®©9).

As amplificacdes génicas, por exemplo, do HER-2/neu,
s40 mais comumente associadas com estadios clinicos mais
avancados® e, portanto, ndo sado Uteis como biomarca-
dores precoces. Do mesmo modo, as mutacdes de pon-
to, embora sejam freqiientes nos carcinomas invasivos,
tém sido raramente observadas em lesdes pré-malignas e
em epitélio bronquico normal de fumantes“?. A mutacao
em pb53, por exemplo, foi detectada em 33 a 70% dos
carcinomas pulmonares invasivos; entretanto, & raramente
descrita em lesdes pré-malignas®? ou na mucosa bréon-
quica de fumantes sem evidéncia de tumor de pulmao®?.

A dele¢éo de alelos, fendmeno comumente documen-
tado pela perda de heterozigose (PH), tem sido demons-
trada tanto nos tumores invasivos quanto nas lesdes pré-
neoplésicas. Estas delecdes podem ocasionar a perda de
genes supressores tumorais e com isso favorecer o de-
senvolvimento de neoplasias?. Algumas regidées cromos-
sbmicas, como os bracos curtos dos cromossomos 3, 9 e
17, tém sido mais freqiientemente afetadas por deficién-
cias nos tumores pulmonares. Nessas regides estdo loca-
lizados importantes genes relacionados com origem e
progressao em canceres humanos, como os genes FHIT
(3p14.2, 44), WNT7a (3p25) e B-catenin (3p21.3, 45), o
gene CDKN2A/p16 (9p21) e o gene TP53 em 17p13. Este
Gltimo & o supressor tumoral mais comum nos canceres
humanos®®. Mao et al.®® demonstraram PH nas trés re-
gides cromossdmicas supracitadas também em epitélio
brénquico normal de individuos fumantes.

ANORMALIDADES CROMOSSOMICAS — ANEUPLOIDIAS, DELECOES

Além das alteractes detectadas em nivel genético, alte-
racdes numéricas como perdas ou ganhos de cromosso-
mos também tém sido descritas nas neoplasias pulmona-
res e em lesdes pré-malignas. Alteracdes cromossdmicas
numéricas ou aneuploidias®® sdo conhecidas desde o ini-
cio dos anos 80, tendo sido amplamente detectadas com
o advento da citometria de fluxo. Esta detecta aneuploi-
dias e estabelece suas correlacdes prognosticas. Evidén-
cias recentes sugerem que a aneuploidia reflete a instabi-
lidade cromossémica nas células tumorais — caracteristica
dos tumores de pulméao.
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Alteracdes cromossdmicas como aneuploidias e dele-
¢des podem ser detectadas em células interfésicas atra-
vés de ensaios de hibridizacdo in situ com sondas de DNA
marcadas por imunofluorescéncia, um teste designado
como FISH. Este teste tem sido usado rotineiramente em
laboratorios de patologia molecular e de citogenética cli-
nica.

Meétodos para deteccdo de anormalidades cromossé-
micas — Dentre os varios métodos para diagnostico das
anormalidades cromossdmicas estao o classico bandea-
mento cromossémico, caridtipo espectral (SKY) e o FISH
interfasico. Técnicas classicas apresentam dificuldades:
cultivo das células de tumores pulmonares solidos in vitro
pode reduzir nimero de metéafases disponiveis, inviabili-
zando a andlise; outras limitacdes: baixo indice mitético,
morfologia cromossdmica de baixa qualidade, alta hete-
rogeneidade e complexidade dos arranjos cromossémi-
cos. As novas técnicas de caridétipo molecular, como o
SKY, estao-se destacando como excelente método para
pesquisa-las, ndo s6 em células tumorais como em epité-
lio normal ou em lesdes pré-malignas de individuos fu-
mantes.

Cariétipo espectral (SKI) — O caribtipo espectral ou SKY
& um meétodo de hibridizacdo semelhante ao FISH, mas
que utiliza um conjunto de sondas DNA que cobrem os 22
pares de autossomos e os cromossomos sexuais X e Y.
As sondas especificas para cada cromossomo sao marca-
das com um fluorocromo ou uma mistura de varios fluo-
rocromos. Apds a hibridizacao, um filtro de interferéncia
especial conjugado a um sistema computadorizado com
software préprio captura a imagem da metafase e trans-
forma os multiplos perfis espectrais em cores, de forma
que cada cromossomo é “pintado” de uma cor diferente.
O SKY, portanto, permite que, na avaliacdo de uma tnica
célula, todos os cromossomos sejam estudados conjunta-
mente.

FISH interfdsico — O FISH em células interfasicas, da
mesma forma que o SKY, utiliza sondas com seqiiéncias
de DNA complementares as seqiiéncias que se deseja es-
tudar, exceto que tais seqiiéncias sdo especificas para ge-
nes ou regides cromossdmicas. As sondas sdo marcadas
com fluorocromos para permitir visualizacdo no micros-
copio de fluorescéncia. A desvantagem do FISH é que,
como sonda especifica, & necessério conhecer o que se
deseja estudar, para entdo escolher as sondas que serdo
especificas apenas para detectar tais alteracées.

ANORMALIDADES DETECTADAS PELO FISH E SKY

Os métodos de hibridizacdo in situ, como o FISH e o
SKY, permitem identificar tanto as anormalidades cromos-
sdmicas numéricas, como as monossomias e trissomias,
quanto estruturais, como as delecdes e translocacdes.
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Assim, por exemplo, tanto nas leucemias, quanto nos
tumores soélidos, estes métodos tém-se mostrando mais
sensiveis que a citogenética classica.

Vérias anormalidades ja foram documentadas nos car-
cinomas pulmonares. A delecao do braco curto do cro-
mossomo 3 foi detectada por FISH no carcinoma de pe-
quenas células do pulmao e no epitélio bronquico de fu-
mantes antes do aparecimento do cancer®. Aneuploidia
nos cromossomos 6, 7, 8, 9, 12, 17, 18 e Y também
pode ser detectada pelo método do FISH em carcinomas,
assim como cépias extras: polissomias do 7, 6, 12 e 17.

CONCLUSOES — PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar do conjunto de anormalidades citogenéticas/
moleculares observadas nas neoplasias pulmonares, nao
existem ainda testes citogenéticos para uso clinico no diag-
nostico, por varios motivos: auséncia de unica alteracao
comum a todos os tipos de tumores ou grupo morfologi-
co especifico, heterogeneidade do trato respiratério e al-
teracdes presentes de forma focal, em que o escarro pode
compensar, pois inclui células representativas de diversas
areas.

O FISH interfasico foi usado com sucesso na deteccao
do carcinoma de bexiga, através de um painel com qua-
tro sondas de DNA, incluindo os cromossomos 3, 7e 17 e
seqiiéncias do gene p16 em 9p2. Verificada a sensibilida-
de e especificidade desse painel nas células isoladas de
urina, ele foi aplicado em mais de 200 pacientes com
sensibilidade do FISH maior que a citologia para deteccao
do carcinoma urotelial.

No futuro, espera-se desenvolver um painel de sondas
para deteccao de cancer de pulmao em ensaio de FISH
interfasico.
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Por um lapso, deixaram de ser publicadas duas informacdes.
1) Do autor Fernando Azevedo Pacheco, a titulacdo completa correta é:
Mestrando em Pneumologia; Coordenador do Servico de Pneumologia do Hospital Copa D’Or,

2) Na pagina 144, apé6s o intertitulo “Antigeno carcinoembrionério (CEA)”, ha outro intertitulo
apo6s o 2° paragrafo: p53. Repetimos o texto, incluindo esse intertitulo:

E um gene supressor que tem funcéo na protecéo da estrutura do DNA. Ele regula o ciclo celular,
fazendo a célula estacionar o seu ciclo bioldgico até que as proteinas de reparo do DNA possam agir.
Se as alteracdes genéticas forem de tal magnitude que o reparo seja impossivel, o gene p53 inicia
o processo de apoptose (morte celular programada)!?. Mutacdes no gene p53 sao as alteracdes
genéticas mais freqiientes no cancer de pulméao, e em alguns existe supressao molecular ou funcio-
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