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“Todas as epidemias tém um meio de contdgio, um vetor que dissemina doenga e
morte. Para a epidemia do tabagismo, o vetor ndo é um virus, uma bactéria ou outro

microrganismo — ele é uma indiistria e sua estratégia de negécio“.

“All epidemics have a means of contagion, a vector that disseminates disease and
death. For the tobacco epidemic, the vector is not a virus, a bacterium or another

microorganism - it is an industry and its business strategy’.

World Health Organization, 2008



RESUMO

INTRODUCAO: carcinoma de pequenas células do pulmio (CPCP) representa
uma neoplasia rara, associada ao tabagismo, de curso clinico agressivo, com
recidivas apods tratamento convencional. Novas terapias-alvo tém sido
produzidas e testadas, baseadas na expressao de biomarcadores por células
neoplasicas, como a proteina delta Like 3 (DLL3), que € um ligante inibitério da
via de sinalizacdo Notch, envolvido na regulacdo da tumorigénese.
OBJETIVOS: avaliar a expressao de DLL3 em células neoplasicas do CPCP e
sua correlacdo com os biomarcadores EGFR, PDL-1, ciclina D1 e com
marcadores do painel de rotina (sinaptofisina, cromogranina, CDS56,
citoqueratinas, TTF1); e avaliar a associagcdo dos dados clinicos e a sobrevida
com a expressao de DLL3.

METODOS: estudo retrospectivo, constituido por 40 amostras de biépsias de
CPCP, selecionadas no Laboratério de Anatomia Patoldgica e Micologia do
Complexo Hospitalar Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, selecionadas
no periodo de 2006 a 2016.As amostras foram avaliadas quanto a expressao de
biomarcadores por imuno-histoquimica: DLL3 (membranas e citoplasma), EGFR
e PDL-1 (membranas), Ciclina D1eKi67 (nucleo). O painel de rotina com TTF1,
Cromogranina A, sinaptofisina, CD56, CK70 anteriormente realizado, foi
tabulado como positivo ou negativo. Dos prontuarios dos pacientes, foram

levantados os dados clinicos, data do 6bito ou Ultima revisao.



RESULTADOS: foram produzidos trés artigos. O artigo | demonstrou expressao
de DLL3 de 32,5% na amostra avaliada. Nesses pacientes, a expressado de
EGFR foi 46,2%; PDL-1 30,8%; ciclina D1 53,8% ; e cromogranina A 30,8% .
Todos os pacientes positivos para cromogranina A foram negativos para anti-
DLL3 (p> 0,17). A sobrevida geral para DLL3 positivo foi ligeiramente maior em
pacientes com cromogranina A negativa (p 0.299). O artigo Il apresentou uma
revisdo bibliografica: Correlacdo Entre Embriogénese Pulmonar, Organogénese,
AlteragcBes Moleculares e Tumorigénese: artigo de Reviséo; e o artigo Il propds
uma mini revisao sobre marcas registradas do cancer e sua importancia.
CONCLUSAO: a expressdo de DLL3 em células neoplasicas foi de 32,5% na
correlagdo com EGFR, PDL-1 e Cyclin D1. Os valores de HR indicam impacto
clinico. Pacientes DLL3 positivos apresentaram baixa expressdo de
cromogranina A, indicando uma tendéncia a acdo protetiva. O estudo de
biomarcadores em CPCP, poderd proporcionar o desenvolvimento de novas

terapias-alvo e de marcadores preditivos.

PALAVRAS-CHAVE:
Carcinoma pulmonar de pequenas células; Proteina DLL3; pontos de controle

imunoldgicos; biomarcadores; imunohistoquimica; drogas- alvo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: small cell neuroendocrine carcinoma of the lung (CPPC)
represents a rare neoplasm, associated with smoking, with an aggressive clinical
course, with recurrences after conventional treatment. New target therapies have
been produced and tested, based on the expression of biomarkers by neoplastic
cells, such as the delta Like 3 protein (DLL3), which is an inhibitory ligand of the
Notch signaling pathway, involved in the regulation of tumorigenesis.
OBJECTIVES: to evaluate the expression of DLL3 in CPCP neoplastic cells and
their correlation with the biomarkers EGFR, PDL-1 and cyclin D1 and with routine
panel markers (synaptophysin, chromogranin, CD56, cytokeratins, TTF1); to
evaluate the association of clinical data and survival with the expression of DLL3.
METHODS: retrospective study of 40 CPCP biopsy samples, selected at the
Pathological Anatomy and Mycology Laboratory of the Santa Casa de
Misericordia Hospital Complex in Porto Alegre, from 2006 to 2016.The samples
were evaluated for the expression of biomarkers by immunohistochemistry: DLL3
(membranes and cytoplasm), EGFR and PDL-1 (membranes), Cyclin D1eKi67
(nucleus). The routine panel with TTF1, Chromogranin A, synaptophysin, CD56,
CK70 previously performed, was tabulated as positive or negative. From the
patients’ medical records, clinical data, date of death or last revision were
collected.

RESULTS: three articles were produced. Article | showed an expression of DLL3
of 32.5% in the evaluated sample. In these patients, EGFR expression was 46.2;
PDL-1 30.8%; cyclin D1 53.8%; and chromogranin A 30.8%.

All chromogranin A positive patients were negative for anti-DLL3 (p> 0.17). The



overall survival for positive DLL3 was slightly higher in patients with negative
chromogranin A (p 0.299). Article Il presented a bibliographic review: Correlation
Between Pulmonary Embryogenesis, Organogenesis, Molecular Changes and
Tumorigenesis: Review Article; and article Il proposed a mini review on cancer
trademarks and their importance.

CONCLUSION: the expression of DLL3 in neoplastic cells was 32.5% in the
correlation with EGFR, PDL-1 and Cyclin D1 the HR values indicate clinical
impact. Positive DLL3 patients showed low expression of chromogranin A,
indicating a tendency to the protective action of chromogranin. The study of
biomarkers in CPCP, may provide the development of new target therapies and

predictive markers.

KEYWORDS:
Small-cell lung carcinoma; DLL3 protein; immunological checkpoints;

biomarkers; immunohistochemistry; target drugs.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DAS NEOPLASIAS

O cancer é uma doenca heterogénea, complexa em todos os niveis
(genético, patoldgico, histolégico, prognostico e terapéutico), altamente
dinamica, com muliltiplos constituintes moleculares em evolugédo?.

O surgimento de uma neoplasia ocorre através da formacdo de clones
transformados que geram subpopulacfes diversificadas e selecionadas que
adquirem uma agressividade crescente. O processo de progressao ocorre
devido a fatores morfolégicos, metabdlicos e alteracdes na expressdo génica,
causados por anormalidades cromossémicas, mutacdes pontuais e um status
aberrante de metilacdo do DNAZ,

O acumulo de mudltiplas alteracdes leva as células transformadas a
adquirirem caracteristicas e propriedades tipicas que fornecem vantagens em
relacéo a sua contraparte normal?.

Em 2000, Hanahan e Weinberg descreveram seis propriedades
adquiridas do céancer durante a tumorigénese: manutencdo da proliferacédo
celular, inibicdo de genes supressores tumorais, imortalidade celular,evasdo da
apoptose, angiogénese sustentada, ativacdo da invasdo e metastase?.

Em 2011, os mesmos autores descreveram outras caracteristicas das
neoplasias, incluindo o desenvolvimento e a progressao do cancer em processos
inflamatorios; instabilidade gendmica; alteragdo do metabolismo energético

(efeito Warburg) e evaséo imunoldgicas. (Figura 1).
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Figura 1. Esquema demonstrando as dez propriedades adquiridas do cancer. Adaptado de
Hannah e Weinberg, 2011.

Nos anos que se seguiram a essas descobertas inovadoras, o
conhecimento sobre a genética do cancer progrediu notavelmente, com o
desenvolvimento de técnicas de sequenciamento para mutacfes genéticas. O
cenario de mutacdes no cancer foi integrado com mapas de transcriptoma,
epigenoma e metaboloma®.

Nas células normais,a proliferacdo celular € um evento controlado por
sinais anti-proliferativos ou por inducdo de morte celular programada, através de
um sinal paracrino exégeno*°.

Nas células tumorais a proliferacdo é, principalmente, autbnoma e
desacoplada de sinais mitogénicos externos. As células tumorais sintetizam
fatores de crescimento através do estimulo autécrino, provocando a

superexpressdo de um receptor mais responsivo a concentragdo normal de
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ligante, ou expressando receptores de superficie ativados constitutivamente; ou
através de acado das integrinas (receptores que medeiam a matriz celular e o
contato célula-célula). Assim, conseguem aumentar a sobrevivéncia celular,
crescimento e manutencédo de uma regulacdo aberrante da cascata SOS-Ras-
Raf-MAPK que continua a transmitir uma sinalizacdo mitogénica intracelular,
mesmo na auséncia de sinais estimuladores normais a montante®.

Durante a carcinogénese, se o DNA for danificado, bem como se forem
esgotados o conjunto de nucleotideos e de nutrientes, podem ocorrer alteracées
nos genes supressores tumorais RB (retinoblastoma), que controlam a entrada
no ciclo celular; e de p53, que mantem a célula na fase G1 / S do ciclo celular.
As células cancerosas utilizam outras estratégias para escaparem da morte
celular programada, como as mutac¢des que prejudicam a fungéo do p53, com o
aumento da expressdo de inibidores de apoptose (Bcl2, Bcl-xL), a regulagéo
negativa de fatores pro-apoptoticos (Bax, Bim e Puma) e a ativagcédo da via de
sobrevivéncia fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) -Akt®.

As células tumorais mostram um potencial replicativo ilimitado através da
manutencdo da telomerase ou por um mecanismo mediado por recombinacao,
denominado ALT (alongamento alternativo de telémeros) .

A angiogénese ocorre durante as fases iniciais de progressao neoplasica.
As células endoteliais sdo estimuladas pelo fator de crescimento endotelial-A
(VEGF-A) e / ou fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e a regulacéo
negativa se da pela trombospondina 1 (TSP1) ou B-interferon?®.

Os novos vasos colaboram com a ocorréncia de metastases pela perda

de expressao ou mutacBes do gene da caderina-E, ou por suprarregulacdo de
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genes que codificam proteinas envolvidas na migracdo celular, como N-
caderina®.

Cabe ressaltar que alguns elementos dentro do microambiente tumoral
sao importantes para o desenvolvimento de uma neoplasia. Esses elementos
incluem células do parénquima, como fibroblastos, células endoteliais, pericitos,
além de fatores imunolégicos e inflamatdrios recrutados a partir de células T e
B, macroéfagos, neutréfilos, mastdcitos e outras células derivadas da medula
Ossea. Esses grupos de células sao responsaveis pela sintese dos componentes
nao celulares do estroma associado ao tumor, como as proteinas da matriz
extracelular (ECM), proteases, citocinas e fatores de crescimento®.

Os fibroblastos do estroma tumoral secretam fatores de crescimento
(HFG, EGF e b-FGF) e citocinas (SDF-1 e IL-6) levando a infiltracdo de células
imunes, que promovem a angiogénese e a propagacao metastatica; por
remodelagcdo ECM e, portanto, influenciando a proliferagdo, sobrevivéncia e
migracdo de células cancerosas®. O efeito Warburg, é outra propriedade da
célula neoplasica que aumenta o potencial energético com a producédo e
secrecao de lactato a partir do glicogénio, sem utilizar oxigénio?©.

Células infiltrantes do sistema imunologico e inflamatério incluem
populacées com um fenétipo diferente e, portanto, funcionalmente heterogéneo,
principalmente macréfagos, células dendriticas (DCs), céluas supressoras
derivadas de mieloides (MDSCs) e neutrofilos. Essas células podem agir de
maneiras opostas, tanto antagonizando, quanto promovendo o desenvolvimento
do tumor. Portanto, a frequéncia de infiltracdo inflamatéria, bem como seu
estagio de maturacao e localizacdo espacial dentro do microambiente tumoral

tém efeitos determinantes na clinica e nas respostas imunolégicas??.
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Outros elementos capazes de afetar o comportamento das células
malignhas sdo de origem extracelular, como pH, concentracdo de oxigénio (02),
presséo do tecido e fluxo de fluido*?.

A identificagdo da participacéo dessas células na progresséo tumoral esta
abrindo caminho para a pesquisa e o desenvolvimento de novas possibilidades
terapéuticas, tendo como alvo as células ndo-cancerigenas do microambiente
tumoral, que frequentemente ndo apresentam taxas de proliferagéo
desreguladas ou instabilidade genética aumentada?'?.

N&o podemos deixar de mencionar que estudos recentes indicam que
uma carcinogénese ndo pode ser explicada apenas por mudancas genéticas,
mas também por alteracdes epigenéticas, como metilagdo de DNA, modificactes
de histonas e microRNAs. Essas alteragcbes moleculares levam a mudancas
permanentes nos padrdes de expressdo génica que regulam o fendtipo
neoplasico®?.

Os macrofagos ativados do tipo 1(M1) secretam citocinas e quimiocinas
pro-inflamatorias, que lideram o desenvolvimento e diferenciacdo de linfocitos T
auxiliares 1 (Thl1), Thl7 e células natural killer (NK). Possuem alta atividade
microbicida, fungdo imunoestimuladora e estdo presentes em tumores
incipientes, onde sdo capazes de matar células tumorais?3.

Ja os macrofagos tipo 2 (M2) expressam um conjunto de diferentes
citocinas e quimiocinas, como CCL17, CCL22 e CCL24, promovendo o
recrutamento e o desenvolvimento de células T regulatdrias. Esse tipo de
macrofagos estimulam a reparacdo e remodelacdo do tecido, o processo de

neoangiogénese e a invasdo e metastase do tumor. As células tumorais podem
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regular a funcdo dos macrofagos associados ao tumor (TAMs), "educando-os”
para um fenétipo M21314,

As células dendriticas, derivadas da medula O6ssea, sdo células
apresentadoras de antigenos (APCs) para linfocitos T em 6rgéaos linfoides e em
tecidos, e compreende duas subpopulacdes: células dentriticas mieloides, que
inibem a neoangiogénese por produzir interleucina IL-12; e células dendriticas
plasmocitdides, que induzem angiogénese pela producdo de TNF-@ e IL-8,
assim como a progressdo tumoral e metastases através da secrecdo de
proteases, como MMP-1,-2,-3,-9 e -19 e seus Iinibidores, chamados de tecido
metaloproteinases inibidoras (TIMP)-1 e -2. Estas células agem como células
promotoras de tumor, inibindo a imunidade inata e adaptativa e impedindo a
acdo da imunoterapia®.

Os neutrofilos sdo capazes de promover o processo de angiogénese,
secretando diretamente VEGF, ou induzindo sua liberacdo pela producéo de
MMPs, mas, como outras células inflamatorias, também possuem atividade
antitumoral. Na verdade, eles podem matar células tumorais ao liberarem
proteases, moléculas de perfuracdo de membrana, espécimes reativas de
oxigénio (ROS) e citocinas, em particular TNF-a e IL-13. De acordo com os sinais
dentro do microambiente tumoral, pode inibir a angiogénese por producao de

elastases.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE PULMAO

A maioria dos estudos divide o cancer de pulmdo em carcinoma de

pequenas células (CPCP) e carcinoma de nao pequenas células (CNPCP). Em
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geral, cerca de 84% de todos os canceres de pulmédo sdo CNPCP e 13% sao
de CPCP?°,

Para o Brasil, estimam-se, para cada ano do triénio de 2020-2022, 17.760
casos novos de cancer de pulmdo em homens e 12.440 em mulheres,
correspondendo a um risco estimado de 16,99 casos novos de cancer de pulmao
a cada 100 mil homens e 11,56 para cada 100 mil mulheres?®.

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de pulméo
em homens ocupa a segunda posicdo mais frequente nas Regides Sul
(31,07/100.000) e Nordeste (11,01/100.000). Nas Regibes Sudeste
(18,10/100.000), Centro-Oeste 15,11/100.000) e Norte (9,24/100.000), ocupa a
terceira posicdo. Para as mulheres, o cancer de pulmdo é o terceiro mais
frequente nas Regibes Sul (18,66/100.000) e Sudeste (12,09/100.000). Nas
Regibes Centro-Oeste (10,87/100.000), Nordeste (8,86/100.000) e Norte
(6,47/100.000), ocupa a quarta posicao?®.

As estimativas da American Cancer Society’s para cancer de pulméo nos
Estados Unidos para 2020 séo de cerca de 228.820 novos casos de cancer de
pulméo (116.300 para homens e 112.520 para mulheres) com cerca de 135.720
mortes por cancer de pulméo (72.500 em homens e 63.220 em mulheres)?®,

A idade média de diagndstico é de cerca de 65 anos. Um nimero muito
pequeno de pessoas diagnosticadas tem menos de 45 anos.*® (INCA2020/2022;
SEER 2013-2017)%. (Figura 2)

Quanto a distribuicdo do cancer de pulmao por sexo, a chance de um
homem desenvolver cancer de pulméo durante a vida é de cerca de 1 em 15; e
para mulher, o risco € de cerca de 1 em 17. Esses numeros incluem fumantes e

nao fumantes. Para fumantes, o risco é muito maior26.
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No mundo, as maiores taxas de incidéncia de cancer de pulmdo em
homens foram observadas na Micronésia, Polinésia, e em paises do Leste
Europeu em homens; e para as mulheres, na América do Norte e nos paises do

Oeste Europeu!®!®. (Figura 2)
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Figura 2. Grafico de barras de taxas padronizadas de idade de incidéncia especifica por regiao
por sexo para cancer de pulmdo em 2018 e de mortalidade por sexo e regido. As
taxas sdo mostradas em ordem decrescente da taxa padronizada de idade mundial
(W) entre os homens, e as taxas nacionais mais altas entre homens e mulheres sao
sobreposto. Adaptado de The Global Cancer Observatory-All rights reserved-march
20109.

Para homens negros a chance de desenvolver cancer de pulméo é de
aproximadamente 15% maior em relacdo a homens brancos. Para mulheres
negras, ao contrario, a taxa é cerca de 14% mais baixa do que em mulheres

brancas. Apesar do risco geral de cancer de pulmé&o ser maior nos homens
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negros, eles tém menor probabilidade para desenvolver CPCP do que os
homens brancos*®.

A principal causa de morte por cancer entre homens e mulheres é o
cancer e pulmao, representando quase 25% de todas as mortes por cancer>2°,

No Brasil, a doenca foi responséavel por 26.498 mortes em 2015. No fim
do século XX, o cancer de pulméo se tornou uma das principais causas de morte
evitaveis'®.

A taxa de sobrevida relativa em cinco anos para cancer de pulméao € de
18% (15% para homens e 21% para mulheres). Apenas 16% dos canceres sédo
diagnosticados em estagio inicial (cancer localizado), para o qual a taxa de
sobrevida de cinco anos é de 56%%°.

Segundo Leora Horn et al. (2009), a taxa de sobrevida gobal é de 15-20
meses para doenca confinada ao hemitérax e de 8-13 meses para doenca
disseminada. 2127,

Abaixo, est4d demonstrada a estatistica do SEER, comparando a

sobrevida relativa em 5 anos por estagio. Figura 3.
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Figura 3. A figura se refere ao estagio do cancer de pulmao e percentual de sobrevida relativa
em 5 anos por estagio. Adaptado de SEER 18 2010-2016, All Races, Both Sexes by
SEER Summary Stage 2000.
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O carcinoma de pequenas células representa, entre todos os tipos
histologicos de cancer de pulmao, aproximadamente, 10 a 15% do total e sua
taxa de sobrevida relativa em cinco anos é de aproximadamente 15,7%?*.

O CPCP é uma neoplasia agressiva, cuja detec¢cdo costuma ocorrer em
estagio avancado, que possui associagdo com sindromes paraneoplasicas,
metastases precoces, altas taxas de recorréncia. O seu tratamento ainda
permanece paliativo, constituido, principalmente, por esquemas de
guimioterapia de primeira e segunda linhas e radioterapia®®.

Essa natureza agressiva do CPCP é caracterizada por sua alta frequéncia
mutacional e pelas poucas opg¢fes de tratamento disponiveis nas trés dltimas

décadas?®.

1.3 FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE PULMAO

Entre os fatores etiolégicos bem estabelecidos, o cigarro é o principal, mas

existem outros fatores que predispdem ao cancer de pulm&o ou que agem

sinergicamente com o tabaco?®.

1.3.1 Fatores de risco modificaveis

1.3.1.1 Tabaco

O Tabaco é o principal fator de risco para cancer de pulmao. Fumantes

tém 20 vezes mais chances de desenvolver cancer de pulméo, quando

comparados a ndo fumantes; dez vezes mais chances de ter cancer de laringe e
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de duas a cinco vezes mais chances de ter cancer de eséfago??. Cigarros que
contém mentol promovem uma inalacdo mais profunda e representam um fator
de risco importante. Charutos e cachimbos tem praticamente a mesma
probabilidade para o desenvolvimento do cancer de pulméo?3.

A fumaca toxica emitida pela ponta do cigarro aceso pelos fumantes &
também chamada de poluicdo tabagistica ambiental (PTA). E a maior
responséavel pela poluicdo em ambientes fechados, respondendo por cerca de
90% dos niveis de poluicdo do ar e 95% das substancias cancerigenas
transportadas pelo ar em bares e restaurantes utilizados como pontos de
encontros sociais por jovens e adultos 4.

O fumo passivo ou fumaga ambiental do tabaco pode aumentar o risco de
desenvolver cancer de pulméo. Acredita-se que o fumo passivo cause mais de
7.000 mortes por cancer de pulméo a cada ano?®.

Estudos comprovaram que as concentragdes de nicotina, monoxido de
carbono e alcatrdo, principais elementos da fumaca do tabaco, sao toxicos para
o sistema cardiovascular. Esses elementos podem estar mais concentrados nos
ambientes fechados poluidos pela fumaca do tabaco do que na fumaca tragada
pelos fumantes. O alcatrdo, por exemplo, pode estar 5,3 vezes mais concentrado
no ambiente, enquanto o monodxido de carbono e a nicotina alcangam niveis de
15 a 21 vezes maiores nos ambientes fechados. A nitrosamina (NPYR — N-
nitrosopirrolidina), um importante elemento cancerigeno presente no tabaco,
pode alcancar niveis até 10 vezes maiores nos ambientes afetados pela fumaca
do tabaco?.

Outra substancia cancerigena pulmonar especifica do tabaco chama-se

NNK (4-(metilnitrosamino-1-)(3-piridil-1-)butanona) e pode ser identificada por
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meio de exames de urina em fumantes. Estudos comprovaram que, a cada hora
de exposicdo a essa substancia, sua concentracdo aumenta em 6%. Outros
resultados de pesquisas demonstraram que profissionais, como 0s gar¢cons nao
fumantes, expostos a fumaga ambiental do tabaco em bares e restaurantes,
apresentam duas vezes mais chances de desenvolverem cancer de pulmao do

que ndo fumantes nédo expostos a poluicdo tabagistica ambiental?®.

1.3.1.2 Rad6bnio

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA), o radbnio é a segunda causa de cancer de pulmao nos Estados Unidos
e a principal causa entre os ndo fumantes. O radénio é um gés radioativo que
expde os pulmdes a pequenas quantidades de radiacdo?’.

O radénio (222Rn) é um géas nobre formado a partir do radio (226Ra), que
€ um produto de decaimento do uranio (238U). O uranio e radio ocorrem
naturalmente em solos e rochas. Outros produtos de decaimento do uranio e do
torio incluem os is6topos torénio (220Rn) e actinénio, (219Rn). O gas radonio,
cuja meia-vida tem 3,8 dias, emana de rochas e solos e tende a se concentrar
em espacos fechados como minas subterraneas ou casas?’.

Muitas aguas minerais e termais contém radonio, e as aguas subterraneas
contém mais radénio do que as superficiais devido a reposi¢cdo constante,
principalmente pelo decaimento do radio. O radbnio aparece também em alguns
subprodutos do petréleo, concentrando-se especialmente nas linhas de
producdo do propano (pontos de ebulicdo proximos). Segundo a Comissdo

Internacional de Protecdo Radioldgica (ICRP), cerca de 55% da radiacao
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incidente sobre o ser humano provém do radénio e de seus produtos de
decaimento, mas a concentracdo desse gas no ar varia muito de lugar para lugar
devido a variabilidade da composicéo do solo e das rochas?.

Quando o gas radoénio € inalado, particulas alfa densamente ionizantes,
emitidas pelo decaimento dos produtos depositados de vida curta do radonio
(218Po e 214Po0) podem interagir com o tecido biolégico levando a danos no
DNA. Uma vez que uma Unica particula alfa pode causar grandes danos
genéticos a uma célula, é possivel que os danos no DNA relacionados com o
radonio ocorram em qualquer nivel de exposi¢cdo. Portanto, € improvavel que
exista um limiar de concentracdo abaixo do qual o radbnio n&do cause

potencialmente cancer de pulmao?’.

1.3.1.3 Amianto

Pessoas que trabalham com amianto, na extracdo em minas, fabricas
téxteis, locais onde sdo manuseados materiais isolantes e em estaleiros, tém
maior probabilidade de morrer de cancer de pulméao?®.

O risco de desenvolver cancer aumenta em 90 vezes, caso o trabalhador
exposto também seja fumante, pois o fumo potencializa o efeito do asbesto como
promotor de cancer de pulméo. Estima-se que 50% dos individuos que tenham
asbestose venham desenvolver cancer de pulméo®>18,

A inalacdo destas fibras causa o desenvolvimento de fibrose intersticial
pulmonar intensa, envolvendo reacdo inflamatéria, producdo de colageno e
formacdo de granuloma. Além disso, esta associada com a formacdo de

espécies reativas de oxigénio (ERO) no trato respiratorio inferior, resultando em
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estresse oxidativo. A producéo elevada e continua de ERO ou sua inadequada
remocao pode suprimir o sistema de defesa antioxidante e ocasionar danos em
moléculas celulares importantes, como proteinas e DNA, que futuramente
podem resultar em cancer,

Outros tipos de exposicdo ocupacional também aumentam o risco de
cancer de pulmao, dentre eles, minerais radioativos (uranio) e os produtos
guimicos inalados, como: berilio, cAdmio, silica, cloreto de vinila, compostos de
niquel, compostos de cromo, produtos de carvdo, gas mostarda, éteres

clorometil e escapamento de diesel'®.

1.3.1.4 Arsénico

Estima-se que mais de 100 milhGes de pessoas estejam expostas a altas
concentragdes de arsénio (> 50 yg L — 1) por meio da agua potavel, e milhdes
de individuos estdo significativamente expostos ao arsénio por meio dos
alimentos em todo o mundo. A Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
(IARC) classifica o0 arsénio como um carcindgeno do Grupo |, que é capaz de
induzir tumores pulmonares malignos em humanos. O tipo mais comum de
cancer de pulmao causado pela exposicéo ao arsénico € o carcinoma de células
escamosas?®.

O arsénico causa alteracdes de teldmeros, danos ao DNA, danos as vias

de sinalizacdo celular, disfuncdo na autofagia e danos epigenéticos.?°
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1.3.2 Fatores de risco que ndo podem ser modificados

1.3.2.1 Radioterapia do torax

Ha um maior risco de desenvolver cancer de pulmé&o para pessoas que
fizeram radioterapia no torax por outros tipos de cancer, principalmente se foram

fumantes?®.

1.3.2.2 Poluigéo do ar

Nas cidades, a poluicao do ar (especialmente perto de estradas com muito
trafego) parece proporcionar um ligeiro aumento para risco de cancer de pulmao.
Este risco € muito menor do que o risco causado pelo tabagismo, mas alguns
pesquisadores estimam que em todo o mundo cerca de 5% de todas as mortes
por cancer de pulméo podem ser devido a poluicéo do ar exterior'®.

Cohen et al. (2000),descreveram que pacientes expostos a poluicdo
representam 5% da taxa de mortalidade por cancer de traqueia, bronquios e

pulmé&o®.

1.3.2.3 Historia pessoal ou familiar de cancer

Pacientes que ja tiveram cancer de pulméo, ou que tem familiares de

primeiro grau com cancer de pulmao, apresentam maior risco. A genética parece

desempenhar um papel importante em algumas familias3'.
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Estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS) associaram as regides
cromossOmicas 5pl5, 15025-26 e 6921 com risco aumentado de cancer de
pulmé&o3! A regido 5p15 codifica a transcriptase reversa da telomerase (TERT),
envolvida na replicacdo celular. No desenvolvimento do cancer de pulméo, esta
associado a adenocarcinomas em fumantes e ndo fumantes®2. Mutacdes no
locus cromossdmico 15025-26 estdo ligadas a dependéncia de nicotina e
suscetibilidade ao cancer de pulm&o®. O locus cromossémico 6p21 regula a
sinalizacao da proteina G, e suas variantes conferem risco aumentado em nunca
fumantes?®4. Estudos de GWAS nas populacdes chinesa e japonesa Han também
encontraram um locus em 3028, entre outros, relacionado com o aumento do
risco de cancer de pulméo3.,

Os tumores adquirem mutacdes condutoras genéticas intrinsecas, a
maioria das quais envolve vias de sinalizagdo celular, incluindo a familia de
proteinas ErbB (EGFR / HER1-4) e o gene do virus do sarcoma de rato Kirsten
GTP-ase (K-ras)%®. Mutacdes raramente ocorrem na mesma via de sinalizacéo.
Outras alteraces genéticas e epigenéticas podem causar a inativacdo de genes
supressores de tumor, como p53, p16 e PTEN 3135,

Algumas mutagfes tém associacdes consistentes com a histologia do
tumor pulmonar; por exemplo, mutacbes de EGFR e EML4-ALK estdo

associadas a adenocarcinomas em néo fumantess®.

1.3.2.4 Doenca Broncopulmonar Obstrutiva Cronica (DBPOC)

A DBPOC e o cancer de pulméo sdo causados pelo tabagismo. A DPOC

€ um fator de risco independente para o carcinoma de pulm&o, particularmente
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para o carcinoma de células escamosas®®. O cancer de pulméo é até cinco vezes
mais provavel de ocorrer em fumantes com obstrucdo ao fluxo de ar do que
aqueles com funcéo pulmonar normal®’.

A alta prevaléncia de cancer de pulmdo na DBPOC sugere que pode
haver mecanismos comuns, como envelhecimento prematuro dos pulmdes
(encurtamento de telébmeros), predisposi¢des genéticas para doencgas ou fatores
patogénicos comuns, como fatores de crescimento, ativagdo de vias
intracelulares ou epigenética, producao de radicais livres, liberacdo de citocinas

inflamatdrias repressdo dos mecanismos de reparo de DNA.3®

1.3.3 Fatores de risco de potencial incerto

1.3.3.1 Fumar maconha

Ha razdes para pensar que fumar maconha pode aumentar o risco de
cancer de pulméo. A fumaca da maconha contém alcatrdo e muitas das mesmas
substancias cancerigenas que estdo na fumaca do tabaco. O alcatrdo € o
material sélido e pegajoso que permanece apds a queima, que se acredita conter
a maioria das substancias nocivas da fumaca®.

Os cigarros de maconha (baseados) sao normalmente fumados até o fim,
onde o teor de alcatrdo € o mais alto. A maconha é inalada profundamente e a
fumaca é retida nos pulm&es por muito tempo, o0 que d& a qualquer substancia
cancerigena maior oportunidade de se depositar nos pulmées. Como a maconha
€ ilegal em muitos lugares, pode ndo ser possivel controlar quais outras

substancias ela contém. Além disso, em estudos que analisaram 0 uso anterior
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de maconha em pessoas com cancer de pulmao, a maioria dos fumantes de
maconha também fumava cigarros. Isso pode tornar dificil saber quanto pode ser

gualquer risco aumentado do tabaco e quanto pode ser da maconha?®.

1.3.3.2 Cigarros eletrénicos

Os cigarros eletronicos sao um tipo de sistema eletrénico de liberacao de
nicotina. Eles ndo contém nenhum tabaco, mas a Food and Drug Administration
(FDA) os classifica como produtos de “tabaco”. Os cigarros eletrénicos séo
relativamente novos e mais pesquisas sao necessarias para saber quais podem
ser os efeitos em longo prazo, incluindo o risco de desenvolver cancer de
pulmé&o®°.

A tecnologia eletrbnica para entrega de nicotina ao epitélio pulmonar
através de um dispositivo eletrdnico tornou-se disponivel para venda em 2007.
O mecanismo basico consiste em uma serpentina de aquecimento operada por
bateria que aquece o fluido contido em um cartucho substituivel, geralmente uma
mistura de aromatizantes, um solvente, e nicotina liguida®®.Com o aquecimento,
ele produz um vapor de aerossol que é inalado pelo fumante, ou Vaper. Os
aerossois contendo nicotina podem atingir o pico dos niveis séricos de nicotina
em menos de 5 minutos®®. Os ENDS, também chamados de cigarros eletronicos
ou e-cigarros, evoluiram em um ritmo rapido na ultima década, com 466 marcas
e milhares de aromatizantes disponiveis em 2014.%°

A diversidade de produtos disponiveis, bem como as varia¢gfes individuais

nas praticas de vaporizacdo tornaram dificil avaliar com eficacia a seguranca
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desses dispositivos e seu uso. A disparidade em conteudo e qualidade dos
cartuchos, especialmente, é substancial*®.

As particulas no vapor do cigarro eletrénico séo diferentes daquelas nos
cigarros de tabaco tradicionais, mas os dados disponiveis sugerem que 0
formaldeido, o acetaldeido e as espécies reativas de oxigénio estao presentes
em concentracdes suficientes para causar danos inflamatoérios as vias aéreas e
ao epitélio pulmonar. Particulas microscopicas de e-cigarros podem se depositar
nos bronquiolos distais ou alvéolos.*®

O aerossol do cigarro eletrbnico também pode conter hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, nitrosaminas e tracos de metais, embora as
concentracdes variem. Além disso, a nicotina esta presente no vapor do cigarro
eletrdnico e pode causar novos vicios em usuarios que ainda ndo sao

fumantes?*L.

1.3.3.3 Talco

O talco € um mineral que em sua forma natural pode conter amianto.
Alguns estudos sugeriram que 0s mineiros de talco e pessoas que operam
moinhos de talco podem ter um risco maior de cancer de pulmédo e outras
doencas respiratorias por causa de sua exposicdo ao talco de grau industrial.
Mas outros estudos ndo encontraram um aumento na taxa de cancer de pulméo
O uso de pd6 de talco cosmético ndo mostrou aumentar o risco de cancer de

pulmé&o?®.
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1.3.3.4 Papiloma Virus Humano (HPV)

A possibilidade de que o papilomavirus humano (HPV) contribua para a
patogénese do cancer de pulmdo como um co-carcinégeno é intrigante. O
carcinoma espinocelular brénquico se desenvolve por meio de lesdes
precursoras bem definidas, geralmente nos locais de metaplasia escamosa. Os
papilomas de células escamosas benignos séo raros, mas o DNA do HPV foi
encontrado em quase metade dos estudados, implicando em uma associacéo
causal*4.

O papel do HPV tem sido pouco investigado em relacdo ao cancer de
pulmédo. Alguns autores sugerem uma correlacdo em funcdo de algumas
evidéncias. Uma delas consite no fato de papilomas de células escamosas terem
apresentado DNA do HPV em casos estudados, implicando em uma associagéo
causal*? .Outro fato é que os tumores de pulméo apresentavam semelhancas
morfolégicas com os canceres anogenitais causados pelo HPV#3, Se for
considerado o fato de que varios estudos demonstraram uma associacao
sinérgica de tabagismo e tipos de HPV de alto risco com cancer de cabeca e
pescoco, é possivel que o tabaco e a infec¢ao por HPV também possam interagir
para o desenvolvimento do cancer brénquico4.

Além disso, brénquios com multiplos focos de epitélio escamoso
metaplasico sugerem que ha uma zona de transformacé&o, tal como ocorre no
colo uterino e, portanto, hipoteticamente, essa zona de transformacao poderia

abrigar lesGes precursoras por HPV44,
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1.4 EMBRIOGENESE PULMONAR

A caracterizacdo das diferentes populacdes de progenitores no pulméao
humano em desenvolvimento € uma parte essencial da medicina regenerativa,
particularmente porque seu potencial terapéutico pode ser diferente em relagédo
as células-tronco adultas*®.

Se, no futuro, devemos ajudar os pacientes no tratamento de doengas do
tecido pulmonar, entdo precisamos entender em detalhes como o pulméao
humano se desenvolve e, em particular, como as vérias popula¢cdes de células
em desenvolvimento contribuem a nivel molecular e celular para a criagao de tal
6rgdo complexo*®.0s tipos celulares, suas alteracdes e controles moleculares
contribuem para o reconhecimento da provavel célula de origem das

neoplasias®.

1.4.1 Fases do desenvolvimento pulmonar

O desenvolvimento pulmonar é subdividido em trés periodos principais: o
periodo embrionario, o periodo fetal e o periodo de desenvolvimento pulmonar
pos-natal*®46.

Para cumprir a tarefa de troca gasosa, o pulmdo possui uma enorme
superficie interna e um sistema de conducdo das vias aéreas em forma de
arvore, ventilando a &rea de troca gasosa. Durante o desenvolvimento pulmonar,
primeiro sdo formadas as vias aéreas condutoras, seguidas pela formacéo e
alargamento da &rea de troca gasosa, sendo que a alveolarizacéo continua apés

0 nascimento*s.
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A organogénese pulmonar faz parte do periodo embrionario (4-7 semanas
gestacionais). Enquanto o desenvolvimento pulmonar fetal consiste nos estagios
pseudoglandular, canalicular e sacular. O periodo pulmonar pds-natal
compreende os estagios de alveolarizacdo classica e continua, bem como de
maturagdo microvascular. Como a maioria dos processos durante o
desenvolvimento pulmonar comeca em &rea proximal e se estende para a
periferia, todas as fases do desenvolvimento pulmonar se sobrepdem4>46.

No periodo de organogénese,o pulmdo esquerdo e o direito tém sua
prépria anlage ou tecido primordial, uma bolsa externa do intestino anterior*’.
Cada broto pulmonar inicia um processo repetitivo de crescimento e ramificagéo,
chamado de morfogénese ramificada, que formara todas as futuras vias aéreas,
principalmente durante o estagio pseudoglandular.

O estagio pseudoglandular ocorre entre 5-17 semanas gestacionais com
a ramificacdo e formacao da arvore brénquica. O pulméo parece uma glandula
tubular, o que da nome a essa fase*’#8,

A ramificacéo é coordenada através das células epiteliais e mesenquimais
e fatores de crescimento e de transcricdo que as células estao produzindo. As
células epiteliais sdo sustentadas por uma membrana basal e circundadas por
uma matriz extracelular, que é produzida pelas células mesenquimais. Os
componentes da matriz extracelular, incluindo a membrana basal, sdo diferentes
no botdo terminal, nos pontos de ramificacdo e nas partes mais proximais da
arvore brénquica, onde a diferenciacéo epitelial jA comegou*®.

A expressédo de fatores de crescimento, como o fator de crescimento de
fibroblasto 10 (FGF-10), proteina morfogénica 6ssea 4 (BMP-4), Sonic

Hedgehog (Shh), acido retindico, Notch e TGF-B proporcionam as instrugdes
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para a ramificacao no periodo de morfogénese. Durante esse processo, 0s tubos
epiteliais passam por circulos repetitivos de ramificacdo e crescimento no
mesénquima circundante*’4%%0, O desenvolvimento pulmonar depende de
estimulos mecéanicos. Por volta da 102 semana, iniciam 0s movimentos
respiratérios que causam o alongamento adicional do tecido pulmonar fetal®!.
Estes estimulos regulam positivamente a liberacdo de serotonina, promovendo
a diferenciacédo epitelial®?.

Uma camada continua de células positivas para actina de musculo liso a
comeca a se formar em torno das futuras vias aéreas mais proximais, tornando-
se descontinua nas partes mais distais da arvore brénquica e terminando na
frente dos botdes terminais. Essas células contrateis comecam a realizar
contragbes espontaneas, empurrando ondas peristalticas de fluido
interbrénquico para a periferia, causando uma extensao ritmica das vias aéreas
distais, incluindo os botdes terminais. Esses movimentos estimulam a
morfogénese ramificada e previnem a expansao descontrolada das vias aéreas
a medida que o liquido pulmonar é secretado para o pulméo®3.

O estagio canalicular ocorre entre 16-26 semanas gestacionais e
compreende a diferenciacao do epitélio que permite a distingdo morfolégica entre
as vias respiratorias (acino/unidade ventilatéria)*546.

Na juncdo do ducto bronquioalveolar (BADJ), ocorre uma mudanca
abrupta do epitélio de células ciliadas e de células claras para células epiteliais
alveolares tipo | e tipo 11>, Esta jungdo é formada durante o estagio canalicular,
guando ocorre a diferenciacdo epitelial e é de particular importancia, porque
representa um nicho de células-tronco®. Muito recentemente, foi demonstrado

gue a juncdo bronquioalveolar permanece constante ao longo do
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desenvolvimento pulmonar no local, ou melhor, na geracdo das vias aéreas,
onde foi originalmente formada®®.

O estagio sacular, entre 24-38 semanas gestacionais, representa um
estagio intermediario, quando a morfogénese da ramificacdo cessa e a
alveolarizacéo ainda ndo comecou, o que é regulado geneticamente’. No inicio
do estagio sacular, os alvéolos apresentam revestimento por células tipo 1 e tipo
245,47,57.

No final do estagio sacular, o mesénquima localizado entre as futuras vias
aéreas contém uma rede vascular tridimensional em proliferagdo, devido a
intensa angiogénese, resultando em uma alta densidade capilar. As futuras vias
aéreas que se transformardo em ductos alveolares comegam a crescer em
largura e comprimento, mudam de forma e aparecem como "canaliculos”, que
formam a canalizacdo do mesénquima pelas vias respiratérias e capilares®.

O crescimento das vias aéreas causa uma condensacao do mesénquima.
A morte celular programada (apoptose) contribui para a condensacéo do
mesénquima, onde ndo apenas o volume, mas também o nimero total de células

mesenquimais é reduzido®®. (Figura 4)
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Estagios do Desenvolvimento Pulmonar
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A Artérias Pré-Acinares

5-17 semanas
Pseudoglandular Bronquiolo "-—-/

5-17 semanas ‘__j E‘_/A
AN

i {:\
Canalicular , . J Artérias Intra-Acinares
16-26 semanas Bronquiolo Respiratério QQ 25 semanas-18meses

? n pds-natal
Sacular
24 semanas Ductos alveolares
Saculos Capilares Alveolares
Alveolar ,
Alvéolos 36 semanas-21 anos

36 semanas-21anos

Figura 4. Estagios do desenvolvimento normal de espacos aéreos e vasos do pulméo. Adaptado
de Schittny,2017

Em paralelo a alveolarizacao, a rede capilar de camada dupla dos septos
imaturos se funde a uma rede de camada Unica, resultando em uma
configuracdo otimizada para troca gasosa. A alveolarizagcdo ainda continua,
porque, em locais onde novos septos estao se desprendendo de septos maduros
preexistentes, a segunda camada capilar necessaria sera formada
instantaneamente por angiogénese. Este Ultimo confirma uma capacidade
vitalicia de alveolarizacéo, o que é importante para qualquer tipo de regeneracao
pulmonar#’.

O mesoderma do pulmao representa uma fonte de sinais instrutivos
paracrinos essenciais que regulam a proliferacéo e diferenciacdo do progenitor
da endoderme e também contribui para as varias estruturas do pulméao, incluindo

musculo liso das vias aéreas, musculo liso vascular, células endoteliais, células
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mesoteliais e muitas linhagens mesodérmicas menos conhecidas, como
pericitos, fibroblastos alveolares e lipofibroblastos. Acredita-se que o mesoderma
do pulmé&o se origine do mesoderma inicial que circunda o intestino anterior

ventral®®.

1.4.2 Tipos celulares pulmonares

1.4.2.1 Células pulmonares embrionarias

O epitélio pulmonar embrionario comeca a sua diferenciacdo em células
secretoras ciliadas, células caliciformes, células claras, células basais e
neuroenddcrinas (NE). As proporcdes dessas células variam ao longo do eixo
proximal-distal. Nos bronquiolos, as células claras sdo mais abundantes que as
ciliadas, havendo alguns agrupamentos de células NE, chamados de corpos
neuroepiteliais ou NEBs®°. As células caliciformes sdo marcadas pela expresséo
do fator de transcricdo SPDEF e mucina-5ac (Muc5ac)®°.

As células neuroendécrinas (NE) sdo as primeiras células epiteliais a
surgirem no pulmé&o e sado mais abundantes nos pulmdes fetais e neonatais,
sugerindo seu papel no desenvolvimento pulmonar. As NE séo derivadas de uma
populagdo de progenitores epiteliais multipontentes, marcados pela expresséo
do fator de transcricdo hélice-algca-hélice bésico ID2. Essas células tém a
capacidade de dar origem a todos os principais tipos de células epiteliais

respiratérias, incluindo PNECs (células neuroenddcrinas pulmonares)®°.
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As evidéncias sugerem que a especificacdo do destino das PNECs é
controlada por interferéncia entre genes ativadores e repressores de bHIH, um
mecanismo conservado entre Drosophila e mamiferos®?.

Todos os eventos iniciais no desenvolvimento pulmonar sdo controlados
por uma variedade de vias de sinalizagao, incluindo Fgf, Tgfb, Wnt, SOX,
Hedgehog, Notch e acido retin6ico%2:63,

O complexo ASCL1 ativa a diferenciacao de NE, enquanto o gene HES 1
reprime essa via, inibindo a formacdo do complexo ASCL1/TCF363,

A sinalizacdo Notch também se mostrou importante na especificacdo da
linhagem PNEC. O ligante Notch delta-like 1 (DLL1) é expresso em células NE
nas vias respiratorias proximais. Sua atividade pode estar sob o controle de

ASCL1. Notch 2 medeia o destino das células claras ciliadas®3.

1.4.2.2 Células pulmonares do adulto

As células epiteliais pulmonares sdao amplamente subdivididas em vias
aéreas (traqueal/bronquiolar) e tipos alveolares. As vias aéreas
tragueobrdnquicas séo revestidas por epitélio pseudoestratificado no qual cada
célula entra em contato com a membrana basal. Abaixo da membrana basal
estdo vasos sanguineos e linfaticos, musculo liso, cartilagem, fibroblastos e
nervos®4,

As vias aéreas de conducao intrapulmonares mais distais sdo revestidas
por epitélio colunar simples. A troca gasosa € realizada dentro do epitélio

alveolar®4,
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As PNECs representam apenas 0,4% das células epiteliais no adulto e
tem propriedades de células enddécrinas e neuronais expressam marcadores
neurais, como moléculas de adesédo de células neurais NCAM1 e ASCL1%* As
PNECs estdo associadas as fibras nervosas intraepiteliais e podem transmitir
sinais ao sistema nervoso central. Geralmente, contém vesiculas eletron-
densas, que acumulam peptideos, relacionados ao gene calcitonina (CGRP),
gue atua como vasodilatador, ao gene da bombesina; e as aminas,
representadas pela serotonina, que atua como vasoconstritor. As funcdes da
PNECSs incluem o controle do ténus das vias aéreas, fluxo sanguineo pulmonar
e imunomodulagao®4.

As células em escova constituem menos de 1% do epitélio das vias aéreas
e, recentemente, demonstrou-se que elas podem ter um papel quimiossensorial
gue pode permitir a deteccdo de infeccbes bacterianas®:66.

As células basais sdo células-tronco que se auto-renovam e se
diferenciam em células secretoras e ciliadas durante a homeostase e reparo®’-6,
As células secretoras sao predominantemente do subtipo mucoso. Nao esta
claro se as células secretoras de muco retém a capacidade de proliferar e
funcionar como células-tronco / progenitoras®’.

O epitélio alveolar consiste em células alveolares tipo | e tipo Il (células
AT1 e AT2) que séo circundadas por capilares e fibroblastos®. As células AT1
sédo planas, altamente estendidas e especializadas para a troca gasosa, pois
cobrem mais de 95% da area da superficie de troca gasosa. As células AT2 séo
cuboidais, mais comuns e especializadas na producédo de surfactante, uma
mistura complexa de proteinas e fosfolipidios que diminui a tenséo superficial na

regido alveolar®4®°. As células AT2 sdo as principais células-tronco epiteliais
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alveolares, pois podem se auto-renovar e se diferenciar em células AT16264,
Tradicionalmente, os fibroblastos alveolares tém sido caracterizados,
principalmente, como miofibroblastos e lipofibroblastos, mas seus papéis exatos
ainda ndo foram definidos e ha até mesmo, controvérsia sobre a existéncia de
lipofibroblastos nos pulmées humanos’™. O pulmdo também contém uma
populacdo residente de células imunes e macrofagos alveolares, que tém

funcGes importantes na homeostase do surfactante e na imunidade inata.”*

1.4.2.3 Regulagéo molecular na embriogénese

Atualmente, pouca informacdo esta disponivel sobre a regulagéo
molecular do desenvolvimento do pulm&o humano. Uma linha chave de
investigacdo é a clonagem de genes mutantes de pacientes humanos com
doenca pulmonar congénita e investigagdo do mecanismo da fungcéo do gene,
usando camundongos geneticamente alterados’.

As células-tronco pluripotentes (PSCs) podem ser derivadas da massa
celular interna do embrido inicial (no caso de células-tronco embrionarias, ESCs)
ou podem ser reprogramadas a partir de células totalmente diferenciadas (no
caso de iPSCs). Eles retém o potencial de se diferenciar em cada tipo de célula
do corpo’.

As células basais podem funcionar como células-tronco especificas do
epitélio condutor das vias aéreas. No entanto, ainda ndo se sabe como funciona
a autorrenovacao e diferenciacao das células basais e se ela envolve a divisao

celular assimétrica como outras células-tronco. Os mecanismos moleculares de

autorrenovacdao e diferenciacdo das células basais sdo pouco compreendidos,
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mas evidéncias recentes apontam para um papel importante da sinalizacéo
Notch na promocao do destino das células secretoras sobre o destino das células
epiteliais ciliadas’> "3,

Estudos recentes comecaram a elucidar a sinalizag&o celular e as vias de
expressao génica, incluindo Pten, proteina quinase C (iota), Wnt, hedgehog, c-
kit, Akt e outros que podem desempenhar um papel na transformacéo de células
progenitoras endégenas em células de cancer de pulméo’.

O fator de transcricdo Sox2 marca progenitores epiteliais proximais e o
Sox9 marca os progenitores epiteliais distais. Os marcadores adicionais das
células progenitoras distais Sox9 + incluem proteinas surfactantes, como a
proteina surfactante C (Sftpc), o fator de sinalizacdo secretado Bmp4 e o fator
de transcrigdo 1d2. Estudos de rastreamento de linhagem sugeriram que células
distais 1d2 + podem gerar linhagens celulares distais e proximais. Essa
capacidade de diferenciacdo multipotente é perdida, posteriormente, e as células
progenitoras 1d2 + podem formar apenas epitélios alveolares distais’>.

Experimentos de rastreamento de linhagem celular demonstraram que o
mesoderma contém um progenitor mesoderma cardiopulmonar (CPP) que pode
gerar derivados mesodérmicos cardiacos e pulmonares, incluindo
cardiomidcitos, endocéardio, musculo liso vascular pulmonar e das vias aéreas e
células semelhantes a pericitos pulmonares que expressam crescimento
derivado de plaquetas receptor-B do fator (PDGFR-B) 4. A analise clonal de
célula unica mostra que os CPPs podem gerar clonalmente as vias aéreas e 0
musculo liso vascular, bem como o endotélio proximal que expressa o fator de

von Willebrand da glicoproteina (VWF), demonstrando que essas linhagens
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estdo inter-relacionadas e que os CPPs sdo multipotentes no desenvolvimento

inicial do pulméao”®74,

1.5 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DO CANCER DE PULMAO

A esséncia da medicina personalizada visa adaptar o tratamento
individual do cancer de pulméo com base na classificacdo histologica precisa e
nas informacdes de biomarcadores. Portanto, a caracterizacdo do tipo
histologico do cancer de pulm&o desempenha um papel cada vez mais
importante no diagnoéstico e tratamento. A classificacdo histopatoldgica
adequada e o teste molecular permitem a selecdo do tipo de regime de
tratamento. Com a biologia molecular é possivel definir, atualmente, aspectos
genéticos e identificar qual tumor sera submetido a terapia adjuvante,
proporcionando melhora na sobrevida de pacientes em estagio avancado’®.

Reconhecendo a diversidade biolégica do céancer de pulmé&o, uma
classificagcdo abrangente e precisa das neoplasias foi desenvolvida. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou a nova classificacao histolégica

para as neoplasias pulmonares’®. (Tabela 1)



WHO 2015

Tabelal - Classificacéo histologica OMS dos tumores Pulmonares

Tumores epiteliais Codigos CID-O
= Adenocarcinoma 8140/3
o Adenocarcinoma lepidico 8250/3
o Adenocarcinoma Acinar 8551/3
o Adenocarcinoma papilar 8260/3
o Adenocarcinoma micropapilar 8265/3
o Adenocarcinoma sélido 8230/3
o Adenocarcinoma mucinoso invasivo 8253/3
= Adenocarcinoma mucinoso e nédo-ucinos misto 8254/3
o Adenocarcinoma col6ide 8480/3
o Adenocarcinoma fetal 8333/3
o Adenocarcinoma entérico 8144/3
o Adenocarcinoma minimamente invasivo 8256/3
» Nao-micinosos
= Mucinous 8257/3
= Lesdes pré-invasivas
= Hiperplasia adenomatosa atipica 8250/0
= Adenocarcinoma in situ 8140/2
» N&o-mucinosos 8250/2
= Mucinous 8253/2
= Carcinoma de células escamosas 8070/3
o Carcinoma de escamoso queratinizante 8071/3
o  Carcinoma escamoso ndoquetinizador 8072/3
o Carcinoma de células escamosas basaldides 8083/3
o Lesdao pré-invasiva
= Carcinoma de células escamosas in situ 8070/2
Tumores neuroendécrinos
o  Carcinoma de células pequenas 8041/3
= Carcinoma de pequenas célulascombinado 8045/3
o  Carcinoma neuroenddcrino de grandes células 8013/3
= Carcinoma neuroenddcrino de células grandes 8013/3
combinados
o  Tumores carcinoides
= Carcinoide 8240/3
= Carcinoide atipico 8249/3
o Lesao pré-invasiva
= Hiperplasia de células neuroenddcrinas tipico 8040/0
idiopéticas difusas
= Carcinoma de grandes células 8012/3
= Carcinoma adenoescamoso 8560/3
= Carcinoma pleomérfico 8022/3
= Carcinoma de células de fuso 8032/3
= Carcinoma celular gigante 8031/3
= Carcinosarcoma 8980/3
= Blastoma pulmonar 8972/3
= Qutros carcinomas ndao classificados
o Carcinoma parecido com lymphoepithelioma 8082/3
o  Carcinoma nut 8023/3
= Tumores do tipo glandula salivar
o Carcinoma mucoepidermdide 8430/3
o Carcinoma adenoide cistico 8200/3
o Carcinoma epitelial mioepitelio 8562/3
o Adenoma pleomorfico 8940/0



o Papiloma de células escomosas 8052/0

= Exofitico 8052/0
= Invertido 8053/0
o Papiloma glandular 8260/0
o Papiloma escinico misto e glandular 8560/0
= Adenomas
o Pneumocitoma esclesianeo 8832/0
o Adenoma alveolar 8251/0
o  Adenoma papilar 8260/0
o Cistadenoma mucinoso 8470/0
o Adenoma da glandula mucosa 8480/0
Tumores mesenquimais
= Hamartoma pulmonar 8992/0
» Condroma 9220/0
» Tumores PECOMAS 9174/1
o Linfangioleiomiomatose 8714/0
o PEComa, benigno 8005/0
= Tumor celular claro 8714/3
o PEComa, maligno 8827/1

= Tumor miofibroblastico peribronquial congénito
= Linfématose pulmonar difusa

= Tumor miofibroblastico inflamatério 8825/1
= Hemangioendothelioma epitelioide 9133/3
= Blastoma pleuropulmonar 8973/3
= Sarcoma sinovial 9040/3
= Sarcoma intimal da artéria pulmonar 9137/3
= Sarcoma myx0dide pulmonar com translocacdo EWSR1- 8842/3
CREB1
= Tumores mioepitheliais
o  Mioepitelioma 8982/0
o  Carcinoma mioeptelial 8982/3
Tumores linfohisticisticos
= Linfoma de zona marginal extranodal de tecido linfoide 9699/3
associado a mucosa (linfoma MALT)
= Linfoma difuso de grandes células B 9680/3
= Granulomatose linfomatoide 9766/1
= Linfoma intravascular grande célula B 9712/3
= Histiocitose celular de Langerhans pulmonar 9751/1
= Doenca de Erdheim-Chester 9750/1

Tumores de origem ectépica
= Tumores de células germinativas

o  Teratoma, maduro 9080/0
o  Teratoma, imaturo 9080/1
o  Timoma intrapulmonar 8580/3
o Melanoma 8720/3
o  Meningioma 9530/0

Tumores metastaticos

Nota da CID-O: o comportamento € codificado: /0 para tumores benignos; /1 por
comportamento ndo especificado, limitrofe ou incerto; /2 para carcinoma in situ e neoplasia
intraepitelial grau lll; e /3 para tumores malignos

Fonte: Adaptado de Travis: Who classification of tumors of lung, pleura, thymus and Heart 4th
edition, 2015.
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Em classificacbes anteriores da OMS, os tumores carcinoides, o
carcinoma pulmonar de pequenas e o de grandes células, eram classificados em
grupos separados. No entanto, na classificacdo atual, eles fazem parte de um
mesmo grupo, o de neoplasias neuroenddcrinas’.

Apesar desses tumores fazerem parte de um mesmo grupo, 0s tumores
carcinoides tém grandes diferengas clinicas, epidemioldgicas, histélogicas e
genéticas, quando comparados com o carcinoma de pequenas e de grandes
células. Os pacientes com carcinoides sao, significativamente, mais jovens, tém
um prognostico melhor e ndo apresentam forte associacdo com o tabagismo.
Tumores carcinoides também tém muito poucas anormalidades genéticas em
comparagdo com CPCP e com carcinoma de grandes células’®.

Por outro lado, carcinomas de pequenas e grandes células tém taxas
mitéticas muito mais altas, maior indice de necrose e podem mostrar
combinagbes com outros tipos de neoplasias pulmonares, como o
adenocarcinoma e o carcinoma de células escamosas’”.

Todos os tumores neuroenddcrinos do pulmao foram reunidos em um

Unico grupo e categorizados em quatro subgrupos (Tabela 2)7°.

Tabela 2 - Subgrupo de neoplasias neuroendécrinas

Carcinoma oce Carinoma Carcinoice DFEMECH{Hiperplasia
Peguenas celulas MEUrDEI0CT D o Tipico[CT) e Meuroendocrinag Tumaorlets)
Combinaco Granoes Celulas Carcinoice

Combinado Atipioo[CA)

Fonte: Adaptado de Travis: Who classification of tumors of lung, pleura, thymus and Heart
4th edition, 2015.
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Na classificacdo da OMS de 2015, tornou-se relevante a contagem do
namero de mitoses para o diagnostico diferencial de lesées neuroenddécrinas. A
contagem de mitoses passou a ser realizada em areas com maior atividade
mitética, tendo como parametro areas de 2 mm? @ considerando o nimero
médio de mitoses em pelo menos trés areas diferentes com alta magnificacao.
Mitoses e extensdo de necrose devem ser sempre indicadas em casos de
tumores neuroenddcrinos, incluindo tumores carcinédes.”

Embora em muitos casos os tumores CPCP e tumores carcinoides
possam ser diagnosticados em material tumoral de boa qualidade com uma
seccao corada pela hematoxilina e eosina ou em amostras citélégicas bem
preservadas, a imuno-histoquimica é muito Gtil no diagndstico de tumores
neuroenddcrinos pulmonares. Tanto que o papel do Ki-67 representa 0 meio
diagnostico na diferenciacdo do CPCP de alto grau do carcinoma de grandes
células e dos tumores carcinoides, especialmente em pequenas bidpsias com
células tumorais esmagadas e/ou necrosadas’®:8°,

O diagnéstico diferencial entre os quatro tipos histolégicos de neoplasias

neuroenddcrinas foi resumido por Zheng e cols.! (Tabela 3).
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Tabela 3 - Diagnostico diferencial de neoplasias neuroendécrinas.

Carcinoide Tipico Carcinoide Atipico CPCP Carcinoma de
grandes élulas

Morfologia Células Células Células Células
mondtonas,arranjo  mondtonas,arranjo  pequenas,cromati grandes,nucléolo
em ninhos em ninhos na finamente frequentemente,

organoides,rosetas,
paligadas,trabéculas

organoides,rosetas,
paligadas,trabéculas

granular,nucéolos
inconspicuos,citop
lasma escasso

ause,citoplasma
amplo

Mitoses/2 <2 2-10 >10,usualmente>6 >10,usualmente

mm 0 >30

quadrados

KI67 >ou= 4-5% <ou=20-25% >50% Usualmente>40%

Necrose Nao Focal ou pontual Presente,as vezes Presente,as vezes
extensa extensa

De Sim Sim Sim,raramenre,ne  Sim

marcador gativa

Neuroendd

crino

Grau Baixo Intermediario Alto Alto

Fonte: Adaptado de Zheng e cols. (2016).

1.6 MORFOLOGIA DO CARCINOMA DE PEQUENAS CELULAS DO PULMAO

1.6.1 Histérico

As lesBes neuroenddcrinas foram definidas em 1938 por Feyter, através
da observacdo de tumores com funcdo secretéria e com caracteristicas
anatdmicas e morfoldgicas similares. Pearson criou, 35 anos apos, a designacao
de sistema APUD (Anina Precursor Uptake and Decarboxylation) para descrever
as caracteristicas bioquimicas dessas lesGes, que teriam origem em
remanescentes da crista neural. Azzopardi, num estudo com 100 casos do que
ele chamou de "carcinoma de células de aveia", baseado em 16 casos cirlrgicos

e 84 casos de material de autépsia, afirmou que o carcinoma de células de aveia
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tem caracteristicas estruturais que identificam esse tumor, incluindo a formacao
de ninhos celulares, correntes, fitas, rosetas e ductulos®. Em 1962, Kreyberg
propds os tipos de células de aveia e células poligonais®.

Revisdes nosoldgicas foram feitas ao longo dos anos e alguns termos
foram criados para esse tipo de lesdo, entre eles, tumor de células de ilhotas,
adenoma brénquico, carcinoide, carcinoide atipico, carcinoma de células de
Kulchiltsky, argentafinoma, carcinoma endocrino atipico e carcinoma de
pequenas células®.

A primeira classificacdo da OMS para CPCP foi publicada em 1967 e
baseada na descricdo morfolégica original de Barnard que incorporou quatro
subtipos histolégicos:células semelhantes a linfécitos,células poligonais,
fusiformes e outros. Em 1968, o sistema de estadiamento foi introduzido pelo
Veterans Administration Cancer Study Group em dois subgrupos clinicos: o de
doenca limitada, confinada ao hemitérax, e o grupo de doenca extensa®.

Em 1977, Gould introduziu os termos neuroendocrinomas e carcinomas
neuroenddcrinos, tracando uma analogia desses tumores com 0s neoplasmas
do sistema celular APUD (captacéo e descarboxilagcdo do precursor de amina) e
suas atividades secretoras aberrantes®.

Na segunda classificacdo da OMS, de 1981, o termo semelhante a
linfécitos foi alterado para "oat cell”, e os tipos poligonal, fusiforme e mistos foram
incluidos no titulo "intermediario”. Outra categoria descrita foi a de carcinomas
“‘combinados”, para indicar combinacdes de elementos escamosos e glandulares
malignos. A criagcdo de um subtipo ‘intermediario’ na classificagdo da OMS de
1981 néo foi reproduzivel. Nao era possivel ter absoluta certeza se as neoplasias

eram CPCP ou carcinomas pulmonares de ndo pequenas células. A
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reprodutibilidade era pobre entre patologistas e ndo estava claro se havia
qualquer implicagéo clinica relevante para esta categoria’®.

Em 1988, o IASLC (Associacao Internacional para o Estudo do Cancer de
Pulmao) propds uma modificacdo adicional, incluindo oat cell e subtipos de
células intermediarias na categoria de pequenas células. Foi proposto que o
CPCP combinado com grandes células fosse definido como uma categoria
separada de outros CPCP mistos, como o CPCP combinado com componentes
de células escamosas e/ou adenocarcinoma®.

Essas classificacdes anteriores geraram muita polémica e debate. A falta
de reprodutibilidade confundiu os patologistas, pois diversos estudos nao
conseguiram demonstrar uma relagédo consistente entre o subtipo histologico e o
resultado clinico do paciente®.

A classificagéo de 1999 da OMS / IASLC de tumores de pulmao descreveu
0S subtipos "mistos" e "combinados" em CPCP, definidos como puro ou
combinado com elementos de nao pequenas células (adenocarcinoma,
carcinoma de células escamosas, grandes células, células, fusiformes ou células
gigantes) &

A classificagcéo atual reconhece apenas dois subtipos: CPCP puro e CPCP
combinado. Os patologistas precisam fazer um diagnéstico mais preciso possivel
entre carcinomas de pequenas e grandes células. Se houver incertezas em um
caso dificil, as questbes desafiadoras devem ser refletidas, estudadas e um

comentario adicionado ao diagnéstico’. (Tabela 4).
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Tabela 4 - Subclassificacéo histérica do carcinoma de pequenas células do

pulméao.

Kreyberg  WHO 1967 " 1973 WP IASLCIS98"  WHO/MASLC 1999 WHO 2004 "
1962 WHO 1981 *

Fonte: Adaptado Travis 2012

1.6.2 Aspectos morfoldgicos do carcinoma de pequenas células do pulméo

A separacao do carcinoma pulmonar de pequenas células (CPCP) do
carcinoma pulmonar de ndo pequenas células (CNPCP) é uma distin¢ao critica
no diagndstico do cancer de pulméo. O diagnéstico de CPCP é mais comumente
realizado em pequenas biopsias e espécimes citoldgicos, e o0s patologistas
precisam estar familiarizados com a morfologia e combinacgdes frequentes com
elementos de CNPCP, que podem ser vistos, com maior facilidade em
espécimes maiores®s,

Os CPCPs localizam-se, preferencialmente, em bronquiolos médios,
formando um ndédulo ou uma massa central brénquica ou hilar, friavel, de
coloracado branco-acinzentada com hemorragia e necrose. A apresentacédo como
nédulos periféricos sdo menos frequentes e tendem a ser circunscritos, com
superficie de corte carnuda .

Pela microscopia Optica, 0 CPCP € definido como um tumor composto por
células ovais, redondas ou fusiformes, com citoplasma escasso, cromatina

finamente granular, nucléolos ausentes ou inconspicuos e moldagem nuclear.
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Artefatos de esmagamento e necrose sdo frequentes e extensos. Os indices
mitéticos sdo altos (80 mitoses por 2mm quadrados de area)’’:26.

O padrao de crescimento da neopasia pode ser representado por rosetas,
palicadas periféricas, ninhos organoides, fitas, tibulos ou ductulos. Um padrédo
pseudoglandular pode estar presente’®.

Incrustacdes basofilicas das paredes dos vasos por DNA a partir de
células tumorais necréticas, conhecidas como efeito Azzopardi, podem ser
vistas. Em alguns casos, a falta de coesividade entre as células pode causar
confuséo diagnéstica com linfoma?2.

Até 30% das autopsias em pacientes com CPCP revelam éareas de
diferenciagdo com caracteristicas de carcinoma nao de pequenas células. Esse
achado é mais comumente detectado em amostras de pacientes previamente
tratados e sugere que a carcinogénese pulmonar ocorre em uma célula-tronco

pluripotente capaz de se diferenciar ao longo de vias divergentes®’.

1.6.3 Carcinoma de pequenas células pulmonar combinado

O carcinoma pulmonar combinado de pequenas células (C-CPCP) é
definido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como carcinoma de
pequenas células (CPCP) combinado com componentes adicionais, que
consistem em qualquer um dos tipos histolégicos de carcinoma pulmonar nao-
pequenas células (CNPCP); geralmente adenocarcinoma (ADC), carcinoma
escamoso-celular (CCS), carcinoma neuroendocrino de grandes células ou,

menos comumente, carcinoma de células gigantes 7.
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Quando o ADC, o CCS ou o carcinoma sarcomatoide sdo combinados
com o CPCP, o C-CPCP é diagnosticado independentemente das quantidades
celulares. Para diferenciar CPCP de carcinoma de grandes células, pelo menos
10% do componente de carcinoma neuroendocrino de grandes células é
necessario para o diagnéstico C-CPCP#,

A incidéncia de C-CPCP varia de 5% a 28% em diferentes estudos, e esta
relacionada ao tipo de amostras utilizadas®8. A frequéncia do CPCP combinado
varia dependendo de quatro fatores: do tamanho da amostra do tumor, nimero
de secdes histolégicas estudadas, tipo de amostra (autopsia versus bidpsia
cirdrgica versus bidpsia incisional —punc¢éo, broncoscopia, mediastinoscopia) e
variagdo na interpretacdo, que depende da proficiéncia e do grau de
subjetividade do patologista’-9°,

Em comparacdo com o CPCP puro, o C-CPCP tem caracteristicas Unicas,
embora ndo haja diferencas na idade do paciente, sexo ou histérico de
tabagismo. A idade mediana dos pacientes com C-CPCP é de 59 a 64 anos’>%.
A maioria dos pacientes C-CPCP sao do sexo masculino, em uma proporc¢éo que
varia de 43%a 82,5%°!. Esse desequilibrio de sexo pode estar intimamente
associado ao tabagismo®%9,

Ha grandes diferencas nas localizacbes C-CPCP. Em estudos publicados
anteriormente, a maioria dos autores propds que o C-CPCP se desenvolve
predominantemente em locais centrais (59,1%-86,4%). De fato, Luo et al. (2009)
encontraram caracteristicas de imagem de massa central em 86,4% dos casos,
incluindo nédulos linfoides aumentados no mediastino (77,3%)%.

Os principais sintomas clinicos do C-CPCP sdo tosse, dispneia e

hemoptise. Homens e cols. (2016) relataram que em 92 de 114 (80,7%)
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pacientes com C-CPCP, o tumor ocorreu nas areas centrais®2. Atualmente,
admite-se que o CPCP ocorre, principalmente, no segmento lobular ou
brénquico, com apenas cerca de 25% dos CPCPs localizados em regides
periféricas. No entanto, Mangum et al. (1989) relataram 56% de C-CPCPs em
regides periféricas, numa taxa superior a incidéncia de cerca de 14% para CPCP
puro. Coletivamente, em comparacdo com o CPCP puro, os C-CPCPs s&o mais
propensos a ocorrer em areas periféricas e a serem acompanhados por derrame
pleural maligno, em relacdo ao CPCP puro®3.

O conhecimento das células de origem e dos fatores genéticos e
epigenéticos podem influenciar no manejo e, consequentemente, na evolucao
do cancer de pulmdo. As neoplasias pulmonares sédo, histologicamente
heterogéneas e estudos por andlises de perfil de expressdo imuno-histoquimica
e molecular sao utilizados para identificar semelhancas e diferencas entre os

varios tipos histolégicos dos tumores®3.

1.7 APRESENTACAO CLINICA DO CARCINOMA NEUROENDOCRINO DE
PEQUENAS CELULAS DO PULMAO

Os pacientes com cancer de pulméo de pequenas células apresentam
sintomas resultantes do crescimento local do tumor, da disseminacao local e a
distancia; e da presenca de sindromes paraneoplasicas ou uma combinacéo dos

mesmos?4.
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1.7.1 Os principais sintomas locais:

A tosse constitui 0 sintoma mais comum (45 a 75%), acompanhada por
grandes volumes de secre¢do mucéide. Hemoptise tem uma incidéncia entre 27
a57%°%. A dor toracica que piora com inspiracdo profunda esta presente em 27
a 49%°* dos casos de neoplasia de pulméo. O tipo de dor é frequentemente
intermitente, do lado do tumor, tornando-se intensa e persistente devido a
extensdo para mediastino, pleura ou parede toracica®*.

Sibilos ou estridores localizados sugerem presenca de obstrucdo do
brébnquio. A obstrucdo da grande via aérea produz estridor. Na suspeita de
obstrucdo, a analise da curva fluxo-volume pode ser (til para identificacdo de
leséo de traquéia ou laringe®.

Dispnéia esta presente em aproximadamente 37% da populacdo com
cancer de pulméo®. As causas de dispnéia incluem obstrucdo de grande via
aérea, intrinseca e/ou extrinseca, pneumonite obstrutiva ou atelectasia, derrame
pleural, linfangite, derrame pericardico, embolia tumoral e comorbidades
associadas, como doenca bronco-pulmonar obstrutiva crénica®.

Rouquiddo, como primeiro sintoma, ocorre em cerca de 18% dos
pacientes®. Paralisia da corda vocal esquerda € a condicdo mais comum, devido
a localizacdo e trajeto do nervo laringeo-recorrente esquerdo. A paralisia de
corda vocal bilateral € mais rara. A paralisia diafragmatica ocorre em 1/3 dos
casos. Usualmente, é assintomatica, e geralmente detectada através de achado
radiolégico®”.

Outros sintomas locais podem ocorrer, como disfagia por compresséao do

esdfago; edema de face e méos por compressao da veia cava superior®.
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1.7.2 Sintomatologia por metastases

A sintomatologia por metastases a distancia do cancer, depende do local
de disseminacéo, e de suas manifestacdes 6rgdo-dependentes®.

Sabemos que, em torno de 7% dos pacientes com cancer de pulméo
apresentam derrame pleural maligno®*. Estes derrames pleurais sdo exsudatos
sero-sanguinolentos e sdo, comumente, associados com adenocarcinomas.
Portanto, se faz necessario realizar toda uma propedéutica para o diagnéstico
de infiltracao®*.

A sindrome de Pancoast se associa com tumor do sulco superior e €
caracterizada por dor, sindrome de Horner, destruicdo 0ssea e atrofia de
musculos da mao. O sulco superior € um sulco criado pela passagem da artéria
subclavia até a pleura nos apices dos lobos superiores®®.

A Sindrome da veia cava superior ocorre por obstrucdo ao fluxo
sanguineo na veia cava superior e representa 4% das manifestacdes clinicas.
Os sintomas mais comumente associados sdo a sensacdo de aumento de
volume da cabeca e dispnéia. A tosse e dor toracica sdo menos frequentes. Os
principais sinais clinicos desta sindrome incluem a dilatacdo de veias do
pescoco, circulacao colateral na parede toracica anterior, edema facial e em
extremidades superiores, “facies” pletérica”®*%,

No coracdo, em estudos “post-mortem”, foi observada a presenca de
metastases no pericardio, com derrame pericardico em 30% dos casos®. Os
sintomas e sinais associados sdo de dispneia, tosse, pulso parodoxal, estase

jugular e aumento da area cardiaca®.
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Metastases hepaticas estdo presentes em casos de necropsias em cerca
de 30% dos casos de carcinoma espinocelular e de 60% do carcinoma de
peguenas células®. Inicialmente, os casos sdo assintomaticos. A sintomatologia
inclui o aumento do volume do figado. Nodulos hepéaticos palpaveis podem estar
presentes. Ictericia e ascite séo infrequentes. Alteracdes bioquimicas (TGO e
TGP) podem identificar casos assintomaticos de metastases hepaticas. Podem
ocorrer metastases em supra-renal, geralmente, detectadas em autépsias.A
insuficiéncia de supra-renal raramente é observada clinicamente. Metastases
cerebrais podem causar cefaleia, visdo turva, nauseas, vomitos, fragueza de
membros, alteragdes mentais e convulsdo. Metastases para ossos/coluna
vertebral provocam dores 6sseas; para a medula espinhal, provocam paralisia e
perda de funcédo intestinal ou da bexiga®+°®.

Sintomas inespecificos podem acompanhar o quadro de metastases e
séo representados por fadiga, perda de apetite e ganho ou perda de peso,

fragueza muscular severa, alteracées na marcha e alteragcées na cor da pele®®.

1.7.3 Sindromes paraneoplasicas

As sindromes paraneoplasicas provocam sintomas que dependem da
producéo de substancias (aminas, hormoénios) pelo tumor®®.

Sindromes neurolégicas, como a sindrome miasténica de Lambert-Eaton,
encefalomielite e neuropatia sensorial podem estar presentes nos pacientes com
carcinoma de pequenas células. Pacientes com sindrome de Lambert-Eaton
apresentam fraqueza na perna proximal, causada por autoanticorpos dirigidos

contra os canais de célcio dependentes de voltagem®. A encefalomielite
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paraneoplasica e a neuropatia sensorial sdo causadas pela producdo de um
autoanticorpo (anti-Hu) que apresenta reacdo cruzada com ambos os antigenos
de carcinoma de pequenas células e proteinas de ligacdo a RNA neuronal
humano, resultando em multiplos déficits neurolégicos®®.

A producdo de hormoénios polipeptidicos, incluindo vasopressina
(hormbnio antidiurético-ADH) e horménio adrenocorticotrépico, causam,
respectivamente, hiponatremia maligna ou sindrome de secrec¢ao inadequada de
ADH (SIADH) e sindrome de Cushing. Em pacientes com CPCP, SIADH ocorre
com maior frequéncia do que a sindrome de Cushing. O tratamento do cancer
e/ou cuidados de suporte como, por exemplo, cisplatina e opiaceos, também
podem causar hiponatremia®”’.

O tratamento para SIADH inclui restricdo de fluidos, que é dificil para os
pacientes devido ao aumento da sede; demeclociclina ou inibidores do receptor
de vasopressina (conivaptan, tolvaptan)®€.0s niveis de ADH e hiponatremia

geralmente melhoram apés o tratamento bem-sucedido do CPCP?7:%,

1.8 METODOS DIAGNOSTICOS

Na avaliacdo de pacientes com possivel cancer de pulmé&o, os principais
dados clinicos incluem a avaliacdo dos sintomas, exame clinico, avaliacdo de
fator de risco, imagens, como radiografia de térax e tomografia computadorizada
(TC) de térax e exame citopatolégico confirmatério®.

Para o CPCP permanece como padrdo ouro um diagndéstico
anatomopatoldgico por biopsia. Embora a imagem desempenhe um papel

importante na investigacdo diagndstica, a biopsia é fundamental na distincdo
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entre CPCP de CNPCP, assim como de outros tipos histolégicos de cancer de
pulm&o ou outras condi¢cdes ndo neoplasicas®?:100.101,

O Multidetector TC € amplamente utilizado como o teste de imagem critico
para determinar se, onde e como fazer a bidpsia. A biopsia podera ser realizada
por meio de um dos varios métodos como broncoscopia, bidpsia percutanea
guiada por TC, biopsia endobrénquica ou transtoracica, ultrassom (EBUS),
ultrassom endoscopico (EUS), dependendo da localizagdo e tamanho da massa,
bem como por fatores relacionados ao estado clinico do paciente!01.102,103,104

Embora a maioria dos casos seja diagnosticado depois que 0s pacientes
se tornam sintomaticos, o CPPC também pode ser detectado acidentalmente.
Nesses pacientes assintomaticos, uma radiografia de térax ou tomografia
computadorizada de térax solicitada por outros motivos pode revelar um nédulo
OuU massa suspeita que requer investigacao adicional. Uma vez que detectados
nédulos ou massas suspeitos, esses pacientes deverdo ser diagnosticados e
estadiados da mesma forma que os pacientes sintomaticos93104,

O diagnostico patolégico deve ser feito de acordo com a classificacéo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), através da morfologia (células pequenas
uniformes arredondadas a fusiformes, citoplasma escasso, indice mitético alto,
areas necroticas)06:197,

O estadiamento preciso dos pacientes também € necessario para
selecionar o plano de tratamento que ira maximizar as chances de sobrevivéncia
do paciente. Por um lado, o overstaging corre o risco de negar ao paciente o
tratamento; em contraste, riscos de subestimacdo, pode levar a riscos

desnecessarios de complicacbes de tratamento agressivo. O diagnostico e
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estadiamento oportunos também séo importantes para maximizar a utilizacao de

testes moleculares96.107,

1.8.1 Citologia de escarro

Nesse procedimento, o meédico coleta material de expectoracdo do
escarro ou coleta por escovado brénquico. Esse exame tem maior probabilidade
de diagnosticar canceres que se originaram nas vias aéreas principais do
pulm&o, como a maioria dos canceres de pulméo de células escamosas. Essa

técnica ndo é util para diagnosticar outros tipos de cancer de pulméao%-107,

1.8.2 Toracocentese

Método recomendado em casos de derrame pleural. E realizado com
agulha estéril para retirada de uma amostra do liquido pleural. Se o derrame
pleural for persistente, a toracocentese pode ser repetida para retirar mais liquido

e expandir o pulméo afetado, permitindo alivio sintomatico®.

1.8.3 Bidpsia por agulha

A bidpsia pode ser realizada com auxilio de agulhas finas (PAAF) ou
grossas (core biopsy), e consiste na coleta de uma pequena amostra do tecido
pulmonar ou aspirado pulmonar para exame anatomopatolégico e citoldgico.

Uma vantagem das biopsias por agulha € ndo necessitar de uma incisédo
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cirdrgica, mas, em alguns casos, podem ndo fornecer material suficiente e

adequado para o diagnéstico histopatolégico®°:106:107,

1.8.3.1 Aspiracéao por agulha fina (PAAF)

O método utiliza uma agulha muito fina, para aspirar células do tumor para
analise citolégica. A PAAF pode ser realizada durante uma broncoscopia ou uma

ultrassonografia endobronquica®.

1.8.3.2 Core biopsy

Na puncéo por agulha grossa (core biopsy), 0 médico utiliza uma agulha
de calibre maior para remover um ou mais fragmentos de tecido, para exame

anatomopatoldgico®®.

1.8.3.3 Outros métodos de coleta

Biopsia de uma lesdo metastatica pode representar a op¢ao preferida se
a localizacdo da metastase for seguramente acessivel para bidpsia. O
diagnéstico da metastase também auxiliara a estadiar patologicamente o

paciente®.
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1.8.4 Broncoscopia

Procedimento para examinar a traqueia e as grandes vias aéreas do

pulm&o e coletar material para exame anatomopatolégico®®.

1.8.5 Mediastinoscopia e mediastinotomia

Esses procedimentos sao realizados no centro cirdrgico, sob anestesia
geral, para retirar amostras do mediastino. A diferenca principal entre os dois
métodos € a localizacédo e o tamanho da incisdo. A mediastinoscopia utiliza um
instrumento tubular, assim como a broncoscopia, fazendo uma pequena incisdo
na parte superior do esterno. Na mediastinotomia, € realizada uma incisdo
ligeiramente maior, entre a segunda e terceira costelas, proximo a regiao
mamaria, permitindo que o cirurgido chegue aos linfonodos que ndo podem ser

alcancados por mediastinoscopia®.

1.8.6 EBUS-ultrassom endobrénquico

EBUS € uma técnica broncoscépica que utiliza ultrassonografia para
visualizar estruturas dentro e adjacentes a parede das vias aéreas, enquanto
EUS é uma técnica endoscoOpica que utiliza ultrassonografia para visualizar
estruturas dentro e adjacentes a parede esofagica. Essas técnicas séo
minimamente invasivas e podem ser realizadas em regime ambulatorial.
Pacientes com suspeita de disseminacao de cancer de pulméao para linfonodos

mediastinais podem ser submetidos a bidpsia guiada por EBUS pré-operatéria
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(ou intraoperatoria) e/ou biopsia guiada por EUS com o objetivo de estadiamento
N mediastinal patolégico. Trata-se de um método minimamente invasivo em
tempo real, mesmo para linfonodos com menos de um centimetro ou localizado
préximo aos vasos sanguineost®,

EBUS também pode ser usado para informar o estadiamento T do cancer
de pulméo, e pode melhorar a determinacdo da distancia entre o tumor e a
carina, que é um determinante do estagio T. Pode ajudar a distinguir entre a
invasao das vias aéreas pelo tumor e a compressdo das vias aéreas pelo
tumor. O EBUS é usado para avaliacao diagnéstica de lesdes endobronquicas,
nédulos pulmonares localizados na periferia, lesbes mediastinais, bem como

para orientar a terapia endobronquical®®.

1.8.7 Broncoscopia de navegacéao

Este novo procedimento cria um sistema de orientagdo do tipo GPS
combinado com um broncoscoépio para fazer a bi6psia de pontos menores e mais

profundos no pulmé&o?%:10,

1.8.8 Toracoscopia

A toracoscopia é realizada para verificar se a doenga se disseminou para
o espaco pleural. Também pode ser feita para a realizagéo de bidpsias de lesGes
pulmonares periféricas, bem como de linfonodos e liquidos préximos, além de

avaliar se um tumor esta se desenvolvendo nos tecidos ou 6rgaos adjacentes.
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Esse procedimento € realizado quando ndo se consegue obter uma amostra

adequada por outros métodos para diagnosticar o cancer de pulméo®.

1.9 EXAMES DE IMAGEM

Os exames de imagem sao métodos utilizados para estadiamento da
doenca, que é fundamental para a formulacdo de estratégias de

tratamento100.101,

1.9.1 Tomografia computadorizada do térax com contraste

Scanners de tomografia computadorizada adquirem imagens transversais
do corpo usando raios-x. A TC com multiplos detectores (TCMD) permite a
visualizacdo em qualquer plano desejado (reconstrugdo multiplanar)0%:102,

A injecdo intravenosa de um agente de contraste radiopaco pode ser
realizada em alguns casos. A TC com contraste pode fornecer informacdes
adicionais sobre as caracteristicas de uma massa vista na varredura sem
contraste, o que pode facilitar a caracterizacdo da massa como provavelmente
maligna ou provavelmente benignal©.

A TCMD de torax costuma ser um dos primeiros exames realizados para
diagnosticar um possivel cancer de pulmao. Para o estadiamento do CPCP,
imagens adicionais de TCMD sao obtidas do abdome, pelve ou cabeca para
procurar metastases a distancia. E o principal método de avaliacdo do tumor
priméario e determinagdo da extensdo da doenga. Tumores periféricos

normalmente s&o lobulares com espiculagcbes. Podem estar presentes
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opacidades de vidro fosco circundante devido a edema ou hemorragias.
Manifestacdes incomuns de CPCP primario incluem consolidacéo, opacidades
do espaco aéreo e carcinomatose linfangitica, manifestada como espessamento
e nodularidade dos septos interlobulares. Achados adicionais incluem atelectasia
envolvendo pelo menos um lobo e pneumonia pés-obstrutival©?,

A doenca metastatica pleural pode se manifestar como um derrame
pleural, espessamento pleural e/ou ndédulos e massas. O envolvimento
pericardico pode se manifestar como derrame pericardico e/ou espessamento
pericardico. Nodulos ou massas no pulmao contralateral podem ser vistos no
contexto de doenca pulmonar metastatical®®.

Metastases extratoracicas envolvendo o figado, glandulas supra-renais e
ossos podem ser identificados na TC. E rotineiramente usada para avaliar a

resposta ao tratamento!0%102,

1.9.2 RM Torécica

A imagem por ressonancia magnética (MRI) usa campos magnéticos e
ondas de radio para gerar imagens tridimensionais do corpo. Agentes de
contraste paramagnético podem ser administrados durante o exame de
ressonancia magnética para fornecer informacdes adicionais sobre a natureza
de uma massa, da mesma forma que os agentes de contraste podem melhorar
uma tomografia computadorizada'©s.

A ressonancia magnética é uma técnica de imagem estrutural e funcional
com ampla disponibilidade, alta resolucéo espacial e alta resolucdo de contraste

de tecidos moles. Esta modalidade de imagem € particularmente atil para
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deteccdo e caracterizacdo de lesdes dentro dos tecidos, mesmo quando de
tamanho inferior a um centimetro, bem como para avaliacdo da arquitetura
interna de 6rgaos / tecidos. Além disso, os recursos de imagem funcional, como
imagem ponderada por difusdo e espectroscopia de ressonancia magnética,
podem ser usados para melhorar a precisdo do diagndstico. Os exames de
ressonancia magnética demoram mais para serem realizados e geralmente
custam mais do que a TCMD, e alguns pacientes com dispositivos eletronicos
ou metdlicos implantados ou com claustrofobia ndo podem se submeter a
ressonancia magnétical®,

Durante o processo de estadiamento, todos os pacientes realizam uma
ressonancia magnética do cérebro, a menos que existam contraindicacoes.
Entretanto, a ressonancia magnética de térax raramente faz parte do processo

de estadiamentol©3,

1.9.3 Cintilografia 6ssea

A cintilografia 6ssea usa uma camera gama para criar imagens
bidimensionais da distribuicdo de um radiotragador, normalmente difosfonato de
metileno de tecnécio-99m (Tc99m-MDP). A cintilografia de radiotracadores que
se localizam nos ossos ¢€ util no estadiamento do cancer porque as areas de alta
captacdo do radiotracador podem representar metastases.No entanto, a
captacdo também ocorre com outras condicbes comuns, o que significa que
achados falso-positivos ndo sédo incomuns. Esta técnica tem apenas capacidade
planar (em comparacdo com a capacidade tomografica das outras técnicas de

imagem descritas acima), limitando ainda mais sua capacidade diagndéstica. Por
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ultimo, a cintilografia 6ssea é menos quantitativa em comparacao com PET / CT,
e ndo permite a avaliacdo de estruturas ndo 6sseas do corpo (ao contrario da
TCMD, RM e PET)04.105,

E util para demonstrar invasdo mediastinal ou vascular no cenario de
contra-indicagbes a administracdo de material contrastado intravenoso, como
alergias e insuficiéncia renal. Se FDG PET / CT nédo estiver disponivel, a
cintilografia 6ssea com difosfonato de metileno de tecnécio-99m e a TC de
abdome s&o recomendadasi®.

A imagem do cérebro, idealmente é avaliada com ressonancia magnética
(RM), e é recomendada para todos os pacientes, uma vez que o objetivo é
detectar doenca metastatica'®®.

Se FDG PET/CT nédo estiver disponivel, a cintilografia 6ssea com
difosfonato de metileno de tecnécio-99m e a TC de abdome sé&o

recomendadas®®.

194 PET/CT

A tomografia por emissdo de positrons (PET) € uma modalidade de
imagem que localiza a captacdo de um radiois6topo emissor de pésitrons dentro
do corpo?®. [ F]-fluorodeoxiglicose (FDG) é o radiotracador PET mais comumente
usado. O FDG-PET também pode detectar metastases metabolicamente ativas
gque podem nao ser detectadas por modalidades de imagem estrutural (por
exemplo, MDCT, MRI)1%,

Os pacientes com niveis elevados de glicose sérica (acima de 200 mg /

dl) geralmente ndo sdo submetidos a FDG-PET / CT, devido ao potencial de
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resultados falso-negativos. Novamente, uma preocupacéo potencial sobre a
TCMD ¢ a exposicao do paciente a radiacao ionizante. Dado o prognostico ruim
do CPPC quando é tipicamente diagnosticado, no entanto, essa preocupacéao é
relativamente sem importancia©®+10,

FDG PET / CT € um exame importante na avaliacdo do CPCP,
combinando informac¢des funcionais (FDG PET) com informagfes anatdmicas
(CT). Possibilita o estadiamento e reestadiamento clinico, orientando a terapia e
sugerindo prognostico. Os resultados da FDG PET podem levar a uma mudanca
no tratamento inicial em até 27% dos pacientes. O plano geral de tratamento
pode ser modificado em até 32% dos pacientes. Além disso, o campo de
radiacdo pode ser modificado em até 68% de pacientes devido a melhora na
deteccéo de doenca intratoracica??1,

O CPCP é prontamente identificado no FDG PET devido a sua alta
atividade metabdlica. Estudos relataram melhor acurécia do estadiamento com
FDG PET em comparacdo com TC sozinha. Embora a FDG PET seja inferior a
TC ou RM para a deteccdo de metastases cerebrais, ele € mais sensivel e
especifico do que a imagem convencional para a deteccdo de outros sitios de

doenca metastatica 105106,

1.9.5 Aspiracéo da medula 6ssea e biopsia

Embora permitam a deteccdo de doengca no momento do diagndstico,
menos de 5% dos pacientes tém envolvimento da medula 6ssea como um local
isolado de doenca metastatica. Portanto, os estudos de rotina da medula 6ssea

ndo séo recomendados em pacientes com hemogramas normais®®.



81

1.10 DIAGNOSTICO IMUNO-HISTOQUIMICO PARA CARCINOMA DE
PEQUENAS CELULAS DO PULMAO: INTRODUCAO

O método auxiliar mais importante no diagnostico e classificacdo do
cancer de pulmdo é a imuno-histoquimica (IMH). A importancia de sua
aplicabilidade inclui o auxilio eficaz a classificacdo precisa de tumores,
especialmente para tumores pouco diferenciados em pequenas amostras de
biopsia, minimizando potenciais erros de diagnostico e para o melhor
delineamento de tipos histolégicos de tumor que serdo encaminhados para
testes moleculares. Também € importante pela possibilidade de utilizacdo de
marcadores de linhagem especificos para a exclusdo da origem metastatica dos
tumores®.

Os marcadores imuno-histoquimicos (IHC) sdo mais eficazes se
criteriosamente selecionados e utilizados sob a forma de um painel. O progresso
recente na catalogacdo dos biomarcadores e na aplicacdo de IMH é enfatizado
na classificacdo atual da OMS®,

O diagnéstico imuno-histoquimico para o CPCP inclui um painel basico de
marcadores utilizado na rotina assistencial. A coloracdo para pancitoqueratina,
AE1l / AE3, ajuda a demonstrar se a neoplasia € um carcinoma, excluindo a
possibilidade de uma leséo linféide ou mesenquimal. Com o TTF 1 e Napsin A,
avaliamos adenocarcinoma. Marcadores neuroenddcrinos confirmam neoplasia
neuroenddcrina e Ki 67 nos da o indice de proliferacdo celular. Os marcadores
P63 e P40 ajudam na distin¢cdo de carcinoma de células escamosas®.

Os marcadores CK7 e CK20 sao citoqueratinas menos utilizadas para o

diagnéstico de CPCP, porque apenas cerca de metade dos casos coram com
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CK7; e menos de 10%, coram com CK20, apresentando, geralmente, coloracéo
focal®®

Os marcadores neuroenddcrinos que compdem o painel basico incluem
CD56, cromogranina A e sinaptofisina , cuja coloracdo pode ser focal ou difusa,
fraca ou forte®197, Apenas um ou dois marcadores neuroenddcrinos do painel
podem ser positivos. Até dois tergcos dos CPCPs serdo negativos para
cromogranina e sinaptofisina. O marcador CD56 apresenta positividade em
cerca de 90 —100% dos casos'?®. As células do CPCP podem corar-se, difusa e
fortemente, com todos os trés marcadores neuroenddcrinos, tornando-se
importante uma avaliagdo conjunta com dados morfolégicos, com a taxa de
mitoses e com o indice de proliferacdo celular®107,

O CPCP apresenta uma alta taxa de proliferacéo celular, apresentando
marcacao nuclear pelo KI67, com uma média de positividade em 70-90% dos
casos®.

A expressao do TTF1 ocorre em 70-90% dos carcinomas de pequenas
células do pulmao, e também pode ser positiva em 44-80% dos carcinomas
extra-pulmonares de pequenas células®.

Nos casos em que todos os marcadores neuroenddcrinos e TTF-1 sao
negativos, deve ser realizado o diagnéstico diferencial com linfoma, melanoma e
carcinoma basaloide. A expressao de queratina afasta linfoma e melanoma.
Marcadores escamosos negativos como o P63 e P40, afastam carcinoma de

células escamosas®. (Tabela 5)
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Tabela 5 - Painel para o diagndéstico do cancer de pulméo

Tipo Histologico Frequentemente positivos Frequentemente
Negativos

Adenocarcinoma CK7,TTF1,Napsin,34BE12+/-,35BH11 CK20,34BE12+/-
Carcinoma P63,34BE12,CK5/6,CK7+/-,35BH11+/- CK20,TTF1,Napsin
epidermoide A,CK7+/-,35BH11+/-
Carcinoma de TTF1,Cromogranina,Sinaptofisina,CD56,CK7+/- CK20,P63,Napsin A,

Pequenas Células ,35BH11+/-(padrao puntiforme perinuclear CK5/6

Fonte: Adaptado de Travis: Classificacdo dos tumores de pulmao, pleura, timo e coracéo,4?
Ed. (2015)

1.10.1 Painel de marcadores imunohistoquimicos para o diagnostico de CPCP

1.10.1.1 Citoqueratinas

A citoqueratina CK7 é uma proteina de peso molecular intermediario de
54 kDa, que, dentro de uma célula, forma uma rede densa de filamentos que
irradiam do nucleo para a membrana plasmatica, atuando como um arcabougo
citoplasmatico que déa as células epiteliais a capacidade de sustentar o estresse
mecanico e ndo mecanico. Os filamentos intermediarios de queratina sdo
estruturas altamente dindmicas e sao reorganizados durante a mitose e
apoptose!l®,

Segundo a classificagdo de Moll (1982) pertence a sub-familia B neutro-
bésica, que estd expressa, principalmente, em epitélios simples, na maioria dos
epitélios glandulares e em epitélio transicional, intermediario e no subconjunto
de adenocarcinomas em varios 0Orgdos, incluindo pulm&o. Geralmente nao

marcam carcinoma escamoso do pulmao*10111,
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Seu padréo de coloracdo € membranar e citoplasmatico, variando de fraco
a forte, focal a difuso!*%112,

A fenotipagem CK 7/CK 20 de adenocarcinomas é uma ferramenta atil de
diagnéstico, baseada em algoritmos probabilisticos e de uma detalhada base de
dados. Embora CK 7/CK 20 sejam filamentos intermediarios, sao localizados em
diferentes células epiteliais. CK 7 esta tipicamente localizado em epitélio de
pulmdo e de mama, enquanto a CK 20 é comum em epitélio de trato
intestinalt3114.115,

O marcador CK7 é util para o diagnéstico de tipos especificos de tumores
epiteliais com base em padrbes de coloracdo especificos. Coloragdo em forma
de ponto é sugestiva de tumores neuroenddécrinost .

Esse marcador estd geralmente expresso,com alguma variagdo, em
adenocarcinomas de pulm&o, mama, tiredide, endométrio, colo do Utero, ovério,
glandula salivar, trato gastrointestinal superior, carcinoma urotelial, carcinoma
papilar de células renais e doenca de Paget. Geralmente é negativo em
carcinoma colorretal, carcinoma de células Merkel, carcinoma hepatocelular,
adenocarcinoma da proéstata, tumores adrenocorticais e carcinoma de células

escamosasil’.

1.10.1.2 Pancitoqueratinas (AE1/AE3)

Pancitoqueratinas CK AE1/AE3 ou CK AE1AE3 (PAN-k) sdo proteinas
soliveis em agua, de peso molecular entre 40 a 70 kDa, que formam o
citoesqueleto de células epiteliais. E um “pool" (mistura) de dois anticorpos

monoclonais obtidos por imunizacdo de camundongos com queratinas humanas.
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Seu padrao é citoplasmaético ou perinuclear. Esses anticorpos reconhecem um
epitopo comum a todos os membros das CKs tipo Il ou basicas e as
correspondentes CKs tipo | ou &cidas, empregadas na demonstracdo da
natureza epitelial de tumores morfologicamente indiferenciados?!?2,

O anticorpo AE1l reage com o determinante antigénico presente na
maioria das citoqueratinas da subfamila A, que incluem as CKs 10,13,14,15,16
e 19 e ndo reage com as CKs 12,17 e 18. O anticorpo AE3 reage com 0
determinante antigénico presente na maioria das citoqueratinas da subfamila B,

gue incluemas CKs 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8118,

1.10.1.3 KI67

O Ki67 é um antigeno nuclear ndo-histona que faz parte da estrutura
protéica conhecida como suporte cromossémico. Sua expressdo é determinada
pelo gene situado no locus 10g25 e ocorre no final da fase G1, em S, G2 e M1,
Durante a interfase, pode ser detectado, exclusivamente, dentro do nucleo,
enquanto que,na mitose, a maior parte € transferida para a superficie dos
cromossomos?*?.

O anticorpo KI67 (MIB1) é um marcador clinico do comportamento
biolégico das neoplasias malignas. Ele identifica a sintese de DNA das células
neoplasicas. Portanto, representa um determinante para indices de fatores
prognosticos. E um marcador importante para a definicdo de margens cirdrgicas,
demonstrando a invasédo neoplasica,por vezes, ndo detectada a microscopia
Optica. Sua positividade associa-se com o tempo de sobrevida menor e

prognéstico sombrio*?L.
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1.10.1.4 CD56

A molécula de adeséo de células neurais (NCAM), também chamada de
CD56, € um antigeno associado ao tumor expresso em cancer de pulmao de
pequenas células, neuroblastoma, rabdomiossarcoma, tumores cerebrais,
mielomas multiplos e leucemia mieloide aguda. A expresséo constante e forte de
NCAM é um pré-requisito para o desenvolvimento de imunoterapias baseadas
em anticorpost??.

NCAM (CD56) é uma glicoproteina de ligacdo homofilica expressa na
superficie dos neurdnios, glia e musculo esquelético. Embora o CD56 seja
frequentemente considerado um marcador de comprometimento da linhagem
neural, devido ao seu local de descoberta sua expressdao também € encontrada
no sistema hematopoiético, onde esta, mais estritamente associado, as células
Natural Killer. O CD56 foi detectado em outras células linfoides, incluindo
células gama delta (y0)T e células TCD8+ ativadas, bem como em células
dendriticas??.

Acredita-se que o CD56/NCAM induza o crescimento de neuritos, através
do FGFR (fator de crescimento fibroblastico), atuando sobre a via de sinalizacéo
p59Fyn. Nos nervos, regula interacées homofilicas entre neurdnios e entre
neurdnios e muasculos. A associacdo do CD56 com FGFR estimula a atividade
do receptor da tirosino quinase para induzir crescimento de neuritos. Quando as
células da crista neural param de produzir NCAM e N-Caderinas e come¢cam a
exibir receptores de integrina, as células se separam e sofrem migracéo?!?3124,

As neoplasias que sdo positivas para o anticorpo CD56, incluem:

carcinoma de pequenas celulas de pulméo, mieloma, leucemia mieloide, tumores
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neuroectodérmicos, tumor de Willms, neuroblastoma, linfomas de células NK/T,

carcinoma de células acinares do pancreas, e carcinoma de Ewing'?2.

1.10.1.5 Cromogranina

Cromogranina A (Cg A) é uma proteina pro-hormonal com peso molecular
de 48 kDa, cujo gene codifica 439 aminoacidos, localizada no cromossomo
14932.12. Possui peptideos potencialmente ativos e biologicamente derivam da
cromogranina (“vasostatin”, “cromostatin®), detectados em situacdo de
metastase e em neoplasias primarias com caracteristicas histoldgicas sugestivas
de uma diferenciacdo neuroendécrinat®?,

Estd presente em granulos secretorios de células endécrinas e
neuroenddcrinas e seu padrédo € citoplasmatico granular. A cromogranina foi
originalmente isolada de granulos de cromafim, granulos da medula adrenal, e
tem sido encontrada expressa em uma variedade de tecidos humanos normais
e neoplasicos que produzem hormdnio polipeptideo. Esta associada a co-
secrecédo de uma ampla variedade de hormonios!25126.127,

O uso da CgA como marcador neuroendécrino, de um modo geral, esta
limitado a neoplasias contendo granulos secretorios, no caso dos carcinomas de
pequenas célulast?s.

Os peptideos biologicamente ativos derivados da cromogranina A sao a
vasostatina, cromostatina, cromacina, pancreastina, WE-14, catestatina,
parostatina e GE-25, que séo expressos por células neuroendocrinas, incluindo

células do sistema nervoso central e periférico; e em granulos de células



88

endocrinas humanas, como na glandula paratireoide e medular de supra-
rena|126|127_

As cromograninas, derivam do grupo das graninas, conhecidos como CgA
e CgB que séo utilizados para a detecado de varios tumores neuroenddocrinos e
de células ganglionares, como tumor carcinoide, feocromocitoma,
neuroblastoma, carcinoma medular de tireoide, tumor de hipofise anterior, de
células das ilhotas pancreaticas e de células C da tireoide, carcinoide, carcinoma
de células Merkel, neuroblastoma, carcinoma neuroenddcrino, paraganglioma,
carcinoma de pequenas células pulmonar. As células marcadas pelo anticorpo
apresentam um padrdo de coloracéo citoplasmatica e granular. Na maior parte

dos casos, CgA é produzido em concentracGes mais elevadas que CgB*?’.

1.10.1.6 Sinaptofisina

A sinaptofisina € uma glicoproteina de membrana com peso molecular de
38Kda. Conhecida como a principal proteina da vesicula sinaptica p38 .E
uma proteina que, em humanos, é codificada pelo gene SYP, que esta localizado
no braco curto do cromossomo X (Xpl1l.23-pl1.22). Tem 12.406 bases de
comprimento e fica na fita negativa. Pertence a uma familia de proteinas com
guatro dominios transmembrana que inclui sinaptogirina (syg) e sinaptoporina'?8,

Estudos moleculares demonstraram diversas fun¢des da sinaptofisina,
gue incluem formacao de membranas altamente curvadas nos vasos sinpticos,
exocitose, formacao de sinapses, biogénese e endocitose dos vasos sinpticos.
Possui também uma funcdo na aprendizagem e memoria, através da regulacéo

da transmisséo sinaptica nos circuitos neuronais 2°,



89

A sinaptofisina é expressa em estado normal nas membranas pré-
sinapticas dos neurdnios no cérebro, medula espinhal, retina, células da medula
adrenal e juncdes neuromusculares e ilhotas pancreaticas®.

A sinaptofisina representa um marcador para tumor carcinoide, carcinoma
neuroenddcrino, paraganglioma, carcinoma de pequenas células, adenoma e
carcinoma adrenocortical e neuroblastoma; oncocitoma, feocromocitoma,
neurocitoma central, paraganglioma gangliocitico, ganglioneuroma, tumor
glébmico, carcinoma medular da tireoide, carcinoma de células Merkel e

condrossarcoma mixoide 139,

1.10.1.7 TTF1

O Fator de Transcricao da Tireoide (TTF-1) foi identificado em 1989 como
uma proteina nuclear tecido especifico, membro da familia do gene NKx2.1, de
40 kD. E codificado por um gene localizado no cromossomo 14ql13 e esta
expresso, preferencialmente, na tireoide e no pulm&o!3t132 Regula o
desenvolvimento, crescimento celular e diferenciacdo da tiredide, pulméo e de
algumas areas da mama, contendo homodominio para fatores de transcricao
nuclear. Na tiredide ativa genes da transcri¢cdo da tiroglobulina e tiroperoxidase
em células foliculares. Presente, também, nos nucleos das células epiteliais das
vias respiratérias e em células epiteliais de alvéolos!33.

No pulméo, a proteina TTF-1 humana foi detectada durante o
desenvolvimento, com idade gestacional de 11 semanas e acredita-se que
desempenhe um papel na regulacéao da producéo de surfactante B e de proteina

secretora de células claras 134.
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Em tumores pulmonares, o marcador TTF-1 € essencialmente expresso
em adenocarcinomas, em tumores neuroenddcrinos de grandes células e em
carcinomas de pequenas células, sendo pouco frequente em carcinomas

escamososiss,

1.10.1.8 INSM1

A Proteina 1 € um fator de transcricdo, associada ao insulinoma,
anteriormente, conhecida como IA1. E um marcador nuclear de diferenciagéo
neuroenddcrina com sensibilidade e especificidade equivalente ou melhor em
comparacgdo com sinaptofisina, cromogranina e CD561%6,

A andlise funcional de INSM1 revelou que varios genes alvo a jusante e
proteinas regulatérias a montante do gene INSM1, estdo intimamente
associados a diferenciacdo de células enddcrinas pancreéaticas'33’. A delecédo
global do gene INSM1 resultou no desenvolvimento anormal de células B %8,
bem como no desenvolvimento da linhagem simpatico-adrenal. Os padrbes de
expresséo de INSM1 normal em humanos e roedores séo restritos ao sistema
neuroenddcrino fetal e estdo silenciados em tecidos adultos®®’.

O gene INSM1 é reativado em tumores de origem neuroenddcrina,
sugerindo que eventos de desdiferenciacdo ocorrem em tumores
neuroenddcrinos que mimetizam o desenvolvimento embrionario normal. O
desenvolvimento embrionario requer a geracdo de células em numeros
adequados e a aquisicdo oportuna de funcdes celulares especializadas®®®. A
especializacdo ocorre gradualmente ao longo de varias rodadas de divisdo

celular, com o ponto final sendo uma célula diferenciada terminalmente n&o
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dividida. Normalmente, a determinacdo do destino celular é controlada em parte
por sinais externos e / ou fatores de diferenciacdo que governam as células para
entrar ou sair do ciclo celular. Ha evidéncias de uma interacado direta entre INSM1
e ciclina D149,

INSM1 pode interromper o ciclo celular normal. INSM1 liga-se e compete
contra CDK4 pela ligacédo a ciclina D1, levando a um bloqueio na fosforilagcdo da
proteina Rb e da sinalizag&o do ciclo celular. Com o bloqueio do ciclo celular, a
proliferacdo é severamente inibida, o que poderia facilitar uma mudanca para a
via de diferenciacdo4?.

Neurogenina 3 ativa INSM1 e NeuroD/B2 durante a via de diferenciagéo
das células B 1#2; enquanto que, INSM1 e NeuroD/B2 se contra-regulam durante
a maturagéo das células 137,40,

A expresséo de INSM1 no desenvolvimento do pancreas fetal é altamente
restrita a uma janela de tempo muito estreita'4°,

Um relatério recente identificou INSM1 como um gene regulado por Sonic
Hedgehog no desenvolvimento do meduloblastoma, sugerindo que INSM1 pode
participar do processo tumorigénico induzido por Hedgehog!4!. Esses resultados
apoiam que o INSM1 néo funciona apenas como um repressor transcricional,
mas também contribui para a proliferacéo e diferenciacdo celular'4°,

Esta proteina encontra-se expressa em tecidos neuroendocrinos adultos
normais (medula adrenal, glandula pineal, glandula pituitaria, células
enterocromafins gastrointestinais, células das ilhotas pancreéticas, células C da
tiredide) e neurénios em desenvolvimento®®”.

Os tumores neuroendocrinos que expressam INSM1, incluem o CPCP,

tumor neuroendocrino bem diferenciado, tumor carcinoide de varios locais,
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paraganglioma/feocromocitoma, carcinoma de células de Merkel, neuroblastoma

olfatorio e carcinoma medular da tireoidel?’.

1.10.1.9 CK8/CK18

As citoqueratinas 8/18 (CK8/18) pertencem a familia dos filamentos
intermediarios, um grupo diversificado de proteinas heteropoliméricas
compostas por 54 genes diferentes. Os polipéptideos da citoqueratina (CKs)
podem ser classificados em duas subfamilias: acidos (tipo |) e basicos neutros
(tipo II). Os polipéptideos dos tipos | e Il emparelham-se para formar um
heteropolimero tetramérico maduro. A CK18 é uma CK de 45 kDa pertencente a
subfamilia de CKs acidas de tipo I, normalmente associadas a citoqueratina CK8
de tipo Il de 54 kDa 3.

No seu conjunto, a CK8/18 é uma das citoqueratinas de baixo peso
molecular (LMW-CK) expressa em epitélios simples ndo estratificados, células
basais e superficiais de epitélios de transicdo, células luminais/secretérias de
epitélios complexos e mesotélios, podendo também estar presente em alguns
tipos de células mesenquimais*3.

Praticamente todos os carcinomas de origem epitelial e mesoteliomas
expressam a CK®8/18,por isso os anticorpos da CK8/18 constituem uma
ferramenta importante na classificacdo de tumores de origem desconhecida e
carcinomas pouco diferenciados,

Os anticorpos da CK8/18 apresentam um padrdao de coloracdo
citoplasmatico e/lou membranoso. Pode também observar-se uma expressao

focal fraca no caso de tumores mesenquimais, incluindo leiomiomas,
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rabdomiossarcomas, melanomas malignos, schwannomas, sarcomas de Ewing,
tumores desmoplasicos de células redondas pequenas, carcinomas de células
escamosas e linfomas!*4145, Eles sdo as primeiras queratinas a aparecer na
embriogénese, ja nos embrides pré-implantacéo, e parecem ser as queratinas
mais antigas durante a filogénese“®,

Em alguns tipos de células epiteliais, CK 8 e CK 18 sdo as Unicas
gueratinas presentes. O exemplo classico € o figado, com K8 / K18
representando o par caracteristico e Unico de queratina de hepatdcitos normais.
O mesmo é verdadeiro para outros epitélios parenquimatosos altamente
especializados, como células acinares do pancreas, células epiteliais tubulares
proximais do rim e certas células enddécrinas, como células das ilhotas
pancreaticas*314°,

CK8 e CK18 nado sao estritamente especificos do epitélio, podendo
apresentar expressdo em células mesenquimais raras (mais frequentemente em
estagios fetais), como certas células do musculo liso e células do reticulo
fibroblastico de nédulos linfaticos, bem como varios tumores mesenquimais
incluindo rabdo- e leiomiossarcomas43-145,

Curiosamente, CK8 e CK18 podem desempenhar um papel na regulacéo
do ciclo celular, em que a fosforilacdo dessas queratinas e a ligacao de proteinas
adaptadoras 14-3-3 parecem estar envolvidas!4’.

Em relacdo aos tumores malignos, CK8 e CK18 s&o expressos ha maioria
dos carcinomas, exceto em alguns carcinomas de células escamosas
diferenciados. Coram fortemente a maioria dos adenocarcinomas, carcinomas
hepatocelulares, carcinomas de células renais e carcinomas neuroendocrinos.

Essas queratinas podem ser Uteis na imuno-histoquimica diagnéstica em casos
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de carcinomas com baixo teor de queratina, como cancer de pulmdo de

pequenas células, para provar sua natureza epitelial'*3,

1.10.1.10 CK5/6

A CK 5 é uma citoqueratina do tipo basico com um peso molecular alto e
massa molecular de 58 kDa, expressa nas camadas celulares basal,
intermédiaria e superficial dos epitélios estratificados, bem como, nos epitélios
de transicdo, nos epitélios complexos, nas células mesoteliais e mesoteliomas.
A CK 5 nado tem sido encontrada nos epitélios simples e nas células nao
epiteliais, com raras excec¢fes. A CK 6 é igualmente uma citoqueratina do tipo
bésico de alto peso molecular, com uma massa molecular de 56 kDa, expressa
pelo epitélio escamoso proliferativo aparecendo muitas vezes junto com a CK 16
(48 kDa)11112| As células marcadas pelo anticorpo CK5/6 apresentam coloracéo
citoplasmical*?.

Em tecidos normais o anticorpo cora o epitélio escamoso estratificado. As
células basais expressam a CK 5. As células do epitélio simples e as células ndo
epiteliais, geralmente, ndo sdo marcadas pelo anticorpo#®.

Em conjunto com o P63 séo usados para detectar a origem das células
escamosas em carcinomas pouco diferenciados'*8.As citoqueratinas CK5/6 sdo
importantes para o diagndstico diferencial de mesotelioma epitelioide (CK5/ 6 +

em 83%) de adenocarcinoma de pulmé&o (CK5 / 6- em 85%) 14°,
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1.10.1.11 P63

P63 é um membro da familia genética p53 no 3t27-29, que codifica pelo
menos 6 proteinas diferentes com diferentes fungbes biologicas. O
gene TP63 codifica um fator de transcricdo homdélogo da proteina supressora de
tumor p53 e € traduzido em seis isoformas proteicas: as isoformas
TransActivating (TA) sdo mais parecidas com p53, enquanto os isoformas Delta-
N (AN) sdo desprovidos do dominio TransActivation (TA). Embora as isoformas
de TA tenham sido inicialmente consideradas as Unicas a possuirem funcdes
regulatorias transcricionais, foi bem estabelecido que as isoformas AN também
sdo capazes de ativar a transcricdo de um conjunto distinto de genes-alvo
através de um segundo dominio TA (TA2)%0. A proteina p63 contém um dominio
TA, um Dominio de Vinculacdo de DNA (DBD) e um Dominio de Oligomerizacao
(OD)150.151,152

P63 desempenha um papel proeminente no controle das funcdes de
células-tronco epiteliais e na diferenciacao e estratificacédo do tecido derivado do
ectoderme durante o desenvolvimento embrionario*°,

E conhecido como um regulador-chave do desenvolvimento da epiderme
e diferenciacdo de queratinécitos. Além disso, é necessario para a manutencao
do potencial proliferativo em células-tronco epiteliais, diferenciacdo de
gueratindcitos, adesédo e sobrevivéncia de células epiteliais*®?.

O TAp63 € altamente expresso na maioria dos tumores benignos; é
negativo ou de fraca expressao na maioria dos carcinomas. Ja o deltaNp63 é

negativo ou fraco na maioria dos tumores benignos e altamente expresso em
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carcinomas adenoidecisticos, carcinomas mucoepidermdides e carcinomas
mioepiteliodes®2.

P63 determina a diferenciacdo escamosa (p63+) para casos de H&E ou
citologia como parte do painel. Porém, p63 raramente marca adenocinoma'®3,
Resumindo, a classificacdo do carcinoma ndo de pequenas células do pulméo
se d& da seguinte forma: adenocarcinoma (ANp63- ou <2% das células com
coloracdo fraca); carcinoma de células escamosas (ANp63 +forte e> 50% das
células, TTF1-); carcinoma adenoescamoso (ANp63 forte e menos de 50%)*%4.
Cabe ressaltar que pode ajudar a classificar o carcinoma pulmonar de grandes

células como parte do painel®®,

1.10.1.12 P40

O P40 representa uma das 10 isoformas de P53, altamente especifico
para células escamosas e células basais. E importante para classificacdo do
cancer de pulmao de ndo pequenas células, definindo o diagnéstico diferencial
entre carcinoma de células escamosas (P40+) ou adenocarcinoma (P40-), que

serd fundamental para indicacédo do regime de quimioterapia®®e.

1.10.1.13 SOX2

SOX2 é um gene de codificacéo de fatores de transcricao localizado em

3026.33, conhecido por ser recorrente e especificamente amplificado em

carcinomas de células escamosas do pulméo, do esdfago e da cavidade oral.
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Nesses oOrgdos, a proteina SOX2 desempenha um papel importante na
tumorigénese e na sobrevivéncia do tumor®®’.

Estudos usando matrizes de alta resolucao identificaram a regido do gene
determinante do sexo Y-box2 (Sox2) em 3g26.33 como um oncogene de
sobrevivéncia de linhagem em carcinoma de células escamosas. SOX2 € um
regulador de transcri¢ao, critico da fungdo normal das células-tronco embrionéria
e neural, sendo essencial para o desenvolvimento inicial dos mamiferos e para
a manutencédo de células embrionarias pluripotentes e células-tronco em varios
tecidos adultos®®®.

Amplificacbes recorrentes ocorrem em 20% do carcinoma de células
escamosas pulmonares!® e mapeiam para uma regido central de 2 Mb
(Megabases) que engloba SOX2. A coloracdo intensa de SOX2 é frequente em
nucleos de carcinoma de células escamosas pulmonares (CCS), indicando
potencial regulacado transcricional ativa pelo SOX2. Andlises do transcriptoma do
CCS pulmonar, revelam que o SOX2 contribui para ativar fenétipos semelhantes
ao de células tronco e fornecem pistas relativas aos genes desregulados

envolvidos no fenétipo maligno*®®.

1.11 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL PARA CARCINOMA DE PEQUENAS
CELULAS

A classificacdo atual da OMS para o cancer de pulmao afirma que um
diagnoéstico de CPPC pode ser feito de forma confiavel através da histologia e

citologia de rotina, mas a imunohistoquimica (IHQ) pode ser necesséria,
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principalmente, nos casos em que as caracteristicas histolégicas sdo ambiguas
e Nos casos em gue o patologista deseja aumentar a confianca no diagndstico°.

O diagnéstico diferencial de CPCP abrange carcinoma ndo de pequenas
células (CNPCP), incluindo carcinoma de grandes células, carcinoma de células
escamosas basaloide, linfoma, melanoma, sarcoma e tumores neuroenddcrinos
de pulmao (carcinoides) e carcinomas metastaticos de mama, préstata ou
carcinomas neuroendocrinos metastaticos de outros 6rgaos. Assim, o painel
imuno-histoquimico inicial tem que ser ampliado°,

A discordancia entre patologistas em cancer de pulméao sobre a distingdo
entre CPCP e CNPCP na histologia pode ocorrer em até 5-7% dos casos'?.
Vérios fatores podem contribuir para a variabilidade interobservador, incluindo
pequenas amostras de bidpsias esmagadas, alteracbes isquémicas, fixacdo
deficiente e cortes histologicos deficientes. O tamanho da amostra da bidpsia
também pode afetar o tamanho das células tumorais. Esta observagédo é
baseada em dados que indicam que as células do CPCP parecem maiores em
amostras maiores, especialmente biépsias pulmonares abertas®®.

Ha um espectro de morfologia celular no CPCP, que inclui células maiores
gue se aproximam do tamanho do carcinoma de grandes células. As células
tumorais que se situam na fronteira entre o CPCP e o carcinoma de grandes
células podem néo ser capazes de ser diferenciadas apenas com achados
histologicos, como o tamanho das células, e requerem a aplicacdo de multiplos
critérios morfologicos. Uma regra pratica € que as células tumorais do CPCP
devem medir aproximadamente o diametro de dois a trés pequenos linfécitos em

repouso .
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As variantes basaloides de carcinoma de grandes células ou de células
escamosas podem ser problemaéticas no diagnostico diferencial com CPCP.
Entre as caracteristicas histologicas diferenciais, a mais util é o fato do CPCP
crescer em camadas, e 0 carcinoma basaloide apresentar-se com uma
membrana basal e um estroma desmoplasico. As caracteristicas imuno-
histoquimicas distintivas incluem a expressédo de marcadores escamosos, COmo
p63 positivo para carcinomas basaloides e TTF-1 e marcadores neuroenddcrinos
para o CPCP">,

Os artefatos que as células do CPCP podem apresentar, também podem
ocorrer nos tumores carcinoides, linfomas e inflamacéo cronica, dificultando o
diagnéstico diferencial. Infiltrados linfoides, seja devido a pequeno linfoma
linfocitico ou inflamacgé&o crénica, podem ser diferenciados do CPCP por seu
padrao de crescimento discoesivo, contrastando com o agrupamento epitelial e
moldagem nuclear do CPPC. Felizmente, as colora¢cdes imunohistoquimicas
principais para o diagnostico de CPCP, incluindo queratina, cromogranina,
CD56, Ki-67, TTF-1 e CD45 (para linfoma) podem funcionar mesmo em
pequenas biopsias. Esses marcadores podem ajudar a resolver a maioria dos
problemas com relacéo ao diagnéstico diferencial®®2.

A coloracao para pancitoqueratina, AE1 / AE3, ajuda a demonstrar que o
tumor € um carcinoma, excluindo uma leséo linféide ou mesenquimal. Os
marcadores CK7 e CK20 séo citoqueratinas menos utilizadas para o diagnéstico
de CPCP, porque apenas cerca de metade dos casos coram para CK7 e menos
gue 10%, com CK20. Geralmente, apresentam coloracao focal’.

Os marcadores neuroendodcrinos que compdem o painel basico incluem

CD56, cromogranina e sinaptofisina®:107,
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O CPCP apresenta uma alta taxa de proliferacao celular com marcacao
nuclear pelo KI67, com uma média de 70-90% 163,

Para determinar a diferenciagcdo entre CPCP e adenocarcinoma sao
utilizados TTF-1 e NapsinA, que sdo expressos em mais de 85% dos
adenocarcinomas?®?,

Nos casos em que todos os marcadores neuroenddécrinos e TTF-1 sdo
negativos, deve ser realizado o diagndéstico diferencial com linfoma, melanoma e
carcinoma basaloide. A expressdo de queratina afasta linfoma, melanoma?t6?.

Os marcadores comumente expressos em carcinoma de células
escamosas incluem p40, CK5/ 6, CK5 e p63. Uma excec¢do é p63, que € menos

especifico do que os outros marcadores, podendo também ser expresso em até

20% dos adenocarcinomas’>1%6,

Ocasionalmente, o diagnéstico diferencial com carcinoma de células de
Merkel ou PNET é levado em consideracdo. Particularmente, em paciente ndo
fumante, jovem e na presenca de lesGes cutaneas ou envolvimento da parede
toracica. Morfologicamente, as células tumorais de PNET sao tipicamente mais
discoesivas e as taxas mitdticas podem ser relativamente baixas em comparagéo
com o CPCP’>. PNET tende a ser negativo para queratina ou apenas fracamente
positivo e tende a corar fortemente com a coloragdo imunohistoquimica para
CD99, enquanto o CPCP é geralmente positivo para pancitoqueratina e TTF-1,
mas a coloracédo de CD99 é negativa ou fraca's*.

O diagndstico diferencial com o carcinoma de células de Merkel pode ser

problematico, mas em contraste com o CPCP, os carcinomas de células de
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Merkel sé@o frequentemente positivos para CK20, negativos para TTF-1 e podem
expressar proteina de neurofilamento®®,

Um tumor negativo para queratina com achados histologicos semelhantes
aos do CPCP deve levantar a possibilidade de linfoma, melanoma, tumor
carcinoide com artefatos de esmagamento e PNET. Nesstes casos, séo Uteis 0s
marcadores linféides (CD45 ou CD20), marcadores de melanoma (S100, HMB-
45), Ki-67 e CD99, para diagnostico diferencial. E extremamente incomum
encontrar um CPCP com queratina negativa. Quando isso ocorre, varios
anticorpos de queratina além de CK7 / CK20 podem ser Uteis. Quando todas as
gueratinas sdo negativas, se a morfologia é caracteristica e outros tumores forem
excluidos, o achado de TTF-1 e expressado do marcador NE pode ajudar a apoiar
um diagndstico de CPPC™>.

O carcinoma de grandes células,que representa cerca de 3% dos
canceres de pulméo, é um carcinoma neuroendocrino de alto grau que atende
aos seguintes critérios: morfologia neuroenddcrina,com padrdes de crescimento
organoide, em palicada, trabecular ou sob a forma de roseta; caracteristicas
citologicas de células maiores, de formato poligonal, com baixa relacdo N / C,
cromatina nuclear grosseira ou vesicular e nucléolos frequentes; alta taxa
mitética (211 por 2 mm?) com média de 60 mitoses por 2 mm?; necrose
frequente; e, pelo menos, um marcador imuno-histoquimico neuroendocrino
positivo ou granulos neuroenddcrinos por microscopia eletrénica’”:".

Em pequenos espécimes de bidpsia, como agulha ou espécimes de
biopsia broncoscopica é dificil fazer o diagndstico de carcinoma de grandes
células, pois geralmente é muito dificil ter certeza da morfologia neuroenddcrina

sem uma amostra substancial do tumor. No entanto, foram propostos critérios
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para seu diagnéstico com base na citologial®’. Os principais critérios para

distinguir CPCP de carcinoma de grandes células estdo resumidos na tabela

6167

Tabela 6 - Critérios histolégicos para diagnéstico diferencial entre carcinoma de

pequenas células e carcinoma de grandes células do pulméo

Achados Histoldgicos Carcinoma de Pequenas Carcinoma de Grandes Células
Células

Tamanho da células Menor gue o tamanho de 3 Grandes
linfécitos

Razdo nicleo/citoplasma Alta Baixa

Cromatina Nuclear Finamente granular e uniforme

Grosseiramente granular ou
vesicular menos uniforme

Nucléolo Ausente ouTénue
Freglientemente (nem
sempre) presente pode ser
proeminente ou ténu

Moldagem nuclear Caracteristica Atipica

Achados fusiformes Comum Incomum

Células poligonais com Atipicas Caracteristicas

citoplasma claro

Coloragdo basofilica de Ocasional Rara
vasos e estroma

Esfregaco nuclear Frequente Incomum

Fonte: Adaptado de “Atualizagdo sobre o carcinoma de células
pequenas e sua diferenciacdo do carcinoma de células escamosas e
outros carcinomas de células nao pequenas”, Travis, 2015.

Carcinoma pouco diferenciado que € negativo para todos os marcadores
(imunofendtipo nulo) pode ser classificado como "CNPCP”, ou sem outra
especificacdo (NOS) em uma amostra de biépsial®’.

Os marcadores importantes no diagndéstico diferencial de carcinomas
pleomorficos, de células fusiformes e de células gigantes sédo representados
pelos marcadores epiteliais, como pancitoqueratina, citoqueratina AE1 /AE 3,

CK7 e marcadores mesenquimais’>.
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1.12 ESTADIAMENTO, TRATAMENTO E PROGNOSTICO

1.12.1 Estadiamento

O primeiro sistema de estadiamento para o CPCP foi introduzido na
década de 1950 pelo Veterans's Administration Lung Study Group (VALSG) para
uso em seus ensaios clinicos randomizados®. Este sistema simples dividiu o
CPCP em dois subgrupos de doencas denominados doencga "limitada" e
"extensa'168.169,

A doenca limitada (DL) foi caracterizada por tumores confinados a um
hemitérax. Também entrariam nesse grupo, doenca com extensdo local e
ipsilateral e presenca de linfonodos supraclaviculares, desde que pudessem ser
englobados no mesmo plano de radiagdo do tumor primério sem
nenhuma metastase extratoracica. Todas as outras formas de doenca foram
classificadas como doenca extensiva (ED)168169,

Em 1989, a Associacéao Internacional para o Estudo do Cancer de Pulméao
(IASLC) emitiu um relatério de consenso que, pela primeira vez, introduziu
mudancas no sistema de estadiamento VALSG%6.167_ Este relatério sugeriu que
a DL deveria ser expandida para incluir tumores limitados a um hemitdrx
com metastases em linfonodos regionais, incluindo os linfonodos mediastinais,
ipsilaterais e contralaterais. Foi recomendado que pacientes com derrame
pleural ipsilateral, independentemente da citologia ser positiva ou negativa,
passassem a ser considerados como DL desde que, também, ndo fossem

detectadas metastases extratoracicas®’.
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O sistema de estadiamento para tumor, linfonodo, metastase (TNM) do
Comité Conjunto Americano de Estadiamento do Cancer (AJCC)® e a Union
Internationale Contre de Cancer (UICC) também séo aplicaveis ao CPCP, mas
sdo usados com menor frequéncia na pratica clinica, porque esses dois sistemas
de estadiamento baseiam-se na confirmacdo cirdrgica para sua preciséo e,
pacientes com CPCP raramente tem indicacado cirurgica. Estadiamento TNM em
série néo cirlrgica, raramente oferece dados quanto ao progndstico69:169,

De acordo com o IASLAC, sao avaliadas, principalmente, alteracdes que
resultam em mudancas no estadiamento de T.Recomenda-se que tumores de
grande porte (>7 cm) se tornem T3; nddulos adicionais dentro do mesmo Iébulo
do tumor priméario também se tornam T3; nédulos intrapulmonares ipsilaterais
em outros l6bulos tornam-se T4; e todos os derrames
pleurais, independentemente da citologia, tornam-se M1. Recomenda-se que
efusdes pleurais na auséncia de outros locais metastaticos também sejam
designadas Mla, com Mlb reservado para todos os outros envolvimentos

metastaticos169-170,
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1.12.2 Tratamento e prognadstico

Pacientes com CPCP com doenca limitada (DL) sdo tratados com
qguimioterapia e radiacdo toracica, enquanto, em sua maioria, pacientes com
doenca extensa (DE) recebem apenas quimioterapia. Entretanto, uma definigcao
mais precisa de envolvimento linfonodal pode ser de particular relevancia para o
tratamento de radiagcédo. Por esse motivo, a simples designacao de DL néo
fornece informagdes adequadas para um planejamento preciso de radioterapia,
tornando-se necessério diferenciar entre a presenca ou auséncia de linfonodos
supraclaviculares ipsilaterais e contralaterais, linfonodos hilares ipsilaterais e
contralaterais ou linfonodos mediastinais'’?.

De fato, o padrdo atual de tratamento para a doenca limitada é a
guimiorradiagcdo concomitante, com quatro ciclos de cisplatina e etoposideo com
radioterapia toracica durante o primeiro ou segundo ciclo de quimioterapia. A
resseccdo é indicada para uma proporc¢ao limitada de pacientes que apresentam
pequenos tumores primarios periféricos e nenhuma infiltracdo documentada dos
linfonodos mediastinais. O tratamento também inclui quatro a seis ciclos de
guimioterapia com um agente de platina e etoposideo ou irinotecano. Apés uma
boa resposta a terapia inicial, a irradiacdo craniana profilatica é indicada para
pacientes com doenca extensal’t172

Apesar do tratamento de primeira linha fornecer taxas de resposta de até
80%, o prognostico do CPPC permanece sombrio. A maioria dos pacientes
recaem dentro de 6 meses ap0s a conclusdo do tratamento inicial, levando a um
intervalo médio de sobrevida de 15 a 20 meses, e de oito a 13 meses para

pacientes com DL e DE, respectivamente!’%173,
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Nas ultimas décadas, embora devamos reconhecer que esforcos para
melhorar a evolucédo clinica dos pacientes com CPPC tém sido feitos, a taxa de
sobrevida em 5 anos permanece em torno de 6%. Numerosas estratégias de
tratamento foram avaliadas, mas nenhuma delas produziu resultados superiores
sobre a terapia padrédo baseada em platinal’4.

Dados recentes sugerem que o CPCP pode ser uma neoplasia
imunologicamente manipulavel. Os sobreviventes de longo prazo do CPCP séo
caracterizados pela atividade predominante do efeito imunolégico sobre os
mecanismos imunossupressorest’®. Na verdade, pode-se postular que a alta
taxa de mutacdes somaticas relatadas no CPPC pode contribuir para o aumento
da imunogenicidade. Essa hipétese, reforcada por relatos de melhora na
sobrevida em pacientes com sindromes paraneoplésicas neuroldgicas, exibindo
respostas imunes anti-Hu fornece o fundamento tedrico para avaliacdo de
estratégias de imunoterapia no manejo de pacientes com CPPC’®,

O significado progndstico e o manejo clinico do CPCP combinado séao
controversos. Embora o tratamento inicial, como em outros 0Orgaos, seja
conduzido pelo componente do carcinoma de pequenas células, existem
algumas sugestfes de que esses tumores sejam menos quimiossensiveis do
gue o CPCP puro'’®. Outros estudos nédo encontraram nenhuma diferenca no
prognostico do CPCP combinado e puro. E sugerido que, em contraste com o
CPCP puro, a resseccao cirurgica deve ser considerada apds a terapia
neoadjuvante para CPCP combinado!’’. A importancia dos diferentes tipos de
CPCP combinado (por exemplo, contendo adenocarcinoma ou carcinoma de

células escamosas) ndo é conhecidol’®177,
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Uma observacédo notavel em estudos de autdpsia € que quase 50% dos
pacientes que séo inicialmente diagnosticados com CPCP puro apresentam
CNPCP ou em combinacdo com CPCP apds o tratamento!’®. Uma possivel
explicacéo é que um componente menor do CNPCP pode néo ser representado
em pequenas bidpsias ou amostras de citologia, conferindo maior
guimiorresisténcia do que o CPCP. Os patologistas devem estar cientes desse
fenbmeno ao lidar com uma amostra pos-tratamento em um paciente com

diagnéstico inicial de CPPC1"? .

1.12.2.1 Tratamento quimioterapico

A quimioterapia padrdo de primeira linha € uma combinacdo de
etoposideo ou irinotecano com platina. No estagio limitado, a radioterapia
concomitante ou sequencial para o térax e mediastino também € necesséria. Se
uma resposta completa for alcancada, a irradiagdo cerebral profilatica (ICP) é
indicada para prevenir o desenvolvimento subsequente de metastases para o
cérebro. No estagio extenso, a quimioterapia € o tratamento basico no cenario
de primeira linha. O valor da radiac&o toracica e da ICP é controverso, entretanto,
ndo é uma recomendacédo padrdo para todos os pacientes.A sobrevida global
mediana (OS) para pacientes com CPPC em estagio extenso tratados com
guimioterapia de primeira linha padrdo é de aproximadamente 10 meses'°,

O CPCP geralmente é sensivel ao tratamento inicial. Entretanto, a maioria
dos pacientes desenvolve doenca recorrente, frequentemente com locais

adicionais de metastase ap6s o tratamento inicial*®!,
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Infelizmente, muito poucos medicamentos que foram aprovados sao
eficazes para o tratamento de segunda linha do CPPC. O topotecano é uma
escolha padrdo de segunda linha, mas ndo é usado uniformemente para
pacientes, em parte devido a sua eficacia modesta e toxicidade hematoldgica
significativa. Representa a Unica terapia de segunda linha para CPCP, que foi
inicialmente aprovada como uma formulacao intravenosa em 1998 e como uma
formulacdo oral em 2007. A duracdo mediana da resposta (DOR) com
topotecano intravenoso é em torno de 3,3 meses?®.,

Devido a eficacia modesta dos tratamentos convencionais de resgate
disponiveis, a busca por abordagens terapéuticas mais eficazes tem aumentado.
Os regimes de agente Unico citotéxicos padrao, incluindo paclitaxel, docetaxel,
gencitabina e vinorelbina, foram estudados em ensaios clinicos de fase Il como
terapias de segunda linha com resultados modestos. Mais recentemente, a
terapia direcionada e a imunoterapia também foram testadas ativamente com

muitos desapontamentos, mas também com alguns resultados encorajadores?®.

1.12.2.2 Tratamento com imunoterapia

Existem inibidores de ponto de verificacdo imunolégico para uso em

estagio extensivo de cancer de pulmao de pequenas células , tanto no cenario

recorrente quanto na linha de frente1®3.184,
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1.12.2.3 Nivolumab

O nivolumabe € um anticorpo inibidor do ponto de verificacdo imune PD-
1 totalmente humano, com seguranca e efichcia comprovadas em pacientes com
CPPC!83, Os dados pré-clinicos também sugeriram uma atividade anticancer
melhorada para os anticorpos alvejados PD-1 e CTLA-4 combinados, e a
combinacdo de nivolumabe e ipilimumabe demonstrou respostas duraveis em
varios tipos de tumor183184.185,

Os pesquisadores relataram os resultados da monoterapia com nivolumab
como um tratamento de terceira linha ou posterior a utilizagdo de um ou mais
regimes de quimioterapia a base de platina; ou para pacientes que receberam
dois ou mais regimes de quimioterapia anteriores e que apresentaram
progressao da doencal®186,

O Nivolumab foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para
uso em pacientes com estagio extenso de CPCP e com progressdo apoés
quimioterapia a base de platina ou uma outra linha de tratamento

quimioterapico'®3184,

1.12.2.4 Ipilimumab

O ipilimumab é um anticorpo monoclonal humano IgG1 anti-CTLA-4 que
blogueia o0 CTLA-4 e seus ligantes (CD80 / CD86), promovendo a ativacao e
proliferacdo de células T'86187.189 Nos primeiros ensaios clinicos mostrou
inibicdo duravel em varios tipos de tumor **°.Um estudo inicial de fase Il avaliou

a seguranca e eficacia de ipilimumabe em combinacdo com carboplatina e
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etoposideo como quimioterapia de primeira linha para pacientes com CPPC em

estagio extenso 192,

1.12.2.5 Atezolizumabe

O atezolizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado que tem como
alvo o ligante de morte programada 1 (PD-L1), um ligante inibitério que regula
negativamente a ativacdo e proliferagdo de células T pela ligacdo ao receptor
PD-11%?2 .Um estudo de fase | inicial estabeleceu que a monoterapia com
atezolizumabe teve efeitos colaterais aceitaveis com durabilidade promissora de
resposta em pacientes com recidiva de CPPC!%3.-O estudo Impower 133 é um
estudo de fase Ill que avaliou a combinacdo de atezolizumabe com etoposideo
e carboplatina versus placebo combinado com platina em pacientes com CPPC
em estagio extenso ndo tratados. Este estudo verificou uma melhora significativa
na eficicia para pacientes em estagio extenso tratados com atezolizumabe mais

carboplatina padrdo e regime de etoposideo no tratamento de primeira linhal%.

1.12.2.6 Durvalumab

Durvalumab € um anticorpo monoclonal IgG1 humano que tem como alvo
o ligante de proteina da morte programado (PD-L1)'. Apés demonstragdo de
seguranca, em estudos prévios, durvalumab demonstrou eficacia no cenario da
primeira linha. CASPIAN € um ensaio clinico de fase 3, randomizado e de rétulo
aberto que demonstrou uma vantagem de sobrevivéncia para a combinacao de

durvalumab (D) com dose padréao de carboplatina (ou cisplatina) e etoposide em
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comparacdo apenas com quimioterapia padrdo a base de platina'®>. Com base
neste estudo, a FDA aprovou o uso de durvalumab (mas nédo tremelimumab) em
combinacdo com etoposide e carboplatina ou cisplatina para o tratamento de

CPCP195,

1.12.2.7 Pembrolizumabe

Na Keynote-028, os pesquisadores avaliaram a seguranca e a eficacia
preliminar do pembrolizumabe em paciente com extenso estagio de cancer de
pulmdo de pequenas células progredindo no padrdo disponivel de terapias
assistenciais'®. Os pacientes apresentavam tumores com expressdo PD-L1 2
1% medidos pelo anticorpo 22C3. Os pontos finais primarios incluiam seguranca
e tolerabilidade. Com base nesses dados, a FDA aprovou o pembrolizumabe
para uso em pacientes com estigio extenso-CPCP que progrediu na

quimioterapia a base de platina e pelo menos uma outra linha de terapia®®®.

1.13 MARCADORES IMUNOHISTOQUIMICOS UTILIZADOS NO ESTUDO

1.13.1 Ciclina D1

O gene CCND1 é um protooncogene que codifica a proteina ciclina D1,

também conhecida como BCL-1. Esse gene esta localizado no braco longo do

cromossomo 11, banda 11q13. Possui 13.388 bases e se traduz em 295

aminoacidos?’,
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A ciclina D é um importante regulador do ciclo celular que impulsiona a
progressédo através de G 1 em resposta aos sinais mitogénicos. As ciclinas do
tipo D formam haloenzimas juntamente com quinases dependentes de ciclina
(CDKs) 4 e 6. A fosforilagao de pRb pela ciclina D facilita a expresséo da ciclina
E, um regulador positivo do ponto de verificacdo em G119,

Existem trés ciclinas homélogas do tipo D: D1, D2 e D3. Entre estas, a
ciclina D1 é mais comumente expressa em varios canceres humanos!®. A ciclina
D1 tem as isoformas a e b. Um polimorfismo, A870G, localizado na regiao
doadora de splice na fronteira exon-intron 4, produz dois transcritos de mRNA
distintos, chamados isoformas a e b?°°, Ambas as isoformas podem estimular a
atividade cdk4 / 6, mas a ciclina D1b tem capacidade reduzida de fosforilar
pRb2%2, Além de sua funcédo de ligacdo a cdk, as ciclinas do tipo D tém
propriedades adicionais independentes de cdk no crescimento celular, incluindo
metabolismo e diferenciagdo celular?®?,

As cinases dependentes de ciclinas (CDKs) s&do as subunidades
cataliticas de uma familia de cinases serina/treonina heterodiméricas dos
mamiferos. Os ativadores dessas CKs sdo moléculas sintetizadas e degradadas
durante cada ciclo celular e, por isso, foram designadas como ciclinas. Os
complexos CDKA4-ciclina D, CDK6-ciclina D e CDK3-ciclina C regulam a transicéo
da fase GO-GL1 e as primeiras fases de G1 através da fosforilagcao da proteina do

retinoblastoma?%3.2%4, (Figura 5).
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Quiescente

Interfase CDKs
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Figura 5. Quinases do ciclo celular principal e seu envolvimento na progressao do ciclo
celular. Quiinases mutados em cancer humano sdo mostrados em vermelho. Adaptado de
Malumbre, 2007.

A atividade de CDK4 / 6 é controlada positivamente pela associacdo com
ciclinas do tipo D (ciclina D1, ciclina D2 e ciclina D3); e negativamente, por
ligacdo a inibidores de CDK da familia INK4 (p16INK4A, p15INKB, p18INK4C e
p19INK4D)205

Entdo, os complexos de ciclina D/CDK4/6 ativados iniciam a fosforilagao
da proteina supressora de tumor RB (codificado por RB1), bem como as
proteinas intimamente relacionadas p107 (RBL1) e p130 (RBL2). A proteina RB
originalmente recruta co-repressores e reprime a transcricdo de genes alvo
regulados por fatores de transcricdo E2F (E2Fs) para inibir a transicdo G1/S2%,

As proteinas de reparo de DNA foram identificadas como parceiros de
interacdo da ciclina D1. Foi demonstrado que o recrutamento da ciclina D1a para
a cromatina é suficiente para que a resposta a danos no DNA (DDR) seja

iniciada?%’.



114

Consequentemente, a desregulacédo da ciclina D1 ocasiona proliferacéao
célular, podendo alterar, também, a angiogénese, apoptose, metabolismo,
duplicacdo de centrossomo e interacdo da ciclina D1 com proteinas envolvidas
no reparo de danos ao DNA, incluindo BRCA1 e Rad51207:208,

Nas células cancerosas a desregulagédo da ciclina D1 € comum e esta
frequentemente associada ao desenvolvimento e progressado de malignidades
em humanos. Ha evidéncias de varios mecanismos pelos quais a expressao da
ciclina D1 encontra-se desregulada, a maioria envolvendo altera¢des do proprio
locus CCND1 2 A alteracdo de funcdo da Ciclina D1 pode ocorrer por
amplificacdo do gene CCND1, observada frequentemente em céanceres de
mama, pancreas, pele, pulméo, cabeca e pescoco; ou por translocacao do locus
CCNDL1 para elementos potenciadores IGH, visto em quase todos os casos de
linfoma de células do manto; ou por mutagdes nas sequéncias que codificam o
dominio PEST da ciclina D1, que ocorrem em canceres de esdfago?®.

A serina / treonina quinase Akt desempenha um papel fundamental no
controle do metabolismo celular, sobrevivéncia e sinalizagdo mitogénica. A
ciclina D1 esta associada a Aktl e aumenta a taxa de inicio e a atividade celular
méaxima da Aktl induzida por mitdgenos.Foi identificada uma nova funcéo
extranuclear da ciclina D1 para aumentar as funcdes proliferativas através do
aumento da fosforilagcdo de Aktl em Ser4732%,

A ciclina D1 é instavel, apresentando uma meia-vida curta de,
aproximadamente, vinte e quatro minutos, sendo degradada, principalmente,
através do proteossoma 265 de maneira dependente da ubiquitina?!'. Estudos
iniciais sugerem que a proteina SKp2F-box pode estar envolvida na degradacéo

de ciclina D1208,
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Outros mecanismos de controle negativos do ciclo celular sdo as CKls
(cyclin kinase inhibitors), compostas pela Familia CIP/KIP (proteina inibidora de
guinase), constituidas pelas proteinas p21, p27 e p57; e pela familia INK4
(inibidor de CDK), que tem acéo seletiva sobre o complexo ciclina D/CDK 4, 6,

abrangendo as proteinas p15, p16, p18 e p19208211,

1.13.2 EGFR

A proteina EGFR é uma tirosino-quinase (TKI- protein tyrosine kinases),
gue age como receptor de membrana e traduz sinais criticos para a proliferacéo,
diferenciacéo e motilidade celular. E responsavel pela fosforilagdo de enzimas e
atua na regulacdo génica. A sobre-expressédo, amplificacdo ou mutacédo do
EGFR estdo relacionados ao desenvolvimento de neoplasias e a sua
progressao?!?,

A familia de receptores EGFR, também conhecida como familia c-erb-B
(receptores do fator de crescimento epidérmico humano) é constituida por quatro
membros: EGFR ou c-erb-B1 (HER-1), c-erb-B2 (ou HER-2 / neu), c-erb-B3 (ou
HER-3) e c-erb-B4 (ou HER-4). A estrutura do EGFR foi descrita pela primeira
vez na década de 1960 por Cohen (Cohen, 1965) e compreende trés dominios:
0 dominio extracelular (a por¢cdo N-terminal); o dominio transmembrana e o
dominio C-terminal intracelular (uma porcao hidrofébica com atividade de
tirosina-quinase). O dominio extracelular confere especificidade de ligacao e os
ligantes incluem o préprio EGF, TGF-a, anfirregulina e betacelulina. O dominio

intracelular é capaz de fosforilar residuos de tirosina dentro do préprio receptor



116

(autofosforilacdo) e de proteinas envolvidas na transducdo de sinais,
anfirregulina e betacelulina??.

A interacéo entre ligantes do EGFR e o dominio extracelular do receptor
levam a sua dimerizacdo, que promove a ativacdo do dominio tirosino quinase
localizado no dominio intracelular do receptor. Uma vez ativado, este ultimo
dominio promove a autofosforilagdo de locais especificos dentro do dominio C-
terminal do EGFR?!2,

A dimerizacdo de EGFR leva a autofosforilacdo em residuos de tirosina
dentro do sistema intracelular que estimula as vias de sinalizagédo Ras / Raf /
MAPK e PI3K / Akt / mTOR, promovendo processos celulares, como migracéo,
proliferagdo e sobrevivéncia celular. Algumas mutagcbes em EGFR foram
relatadas em 2004 e, atualmente, sdo mais prevalentes no subgrupo do
CNPCP?13, As mutacdes de EGFR, pertinentes ao CNPCP, estdo localizadas
espacialmente no local de ligacdo de ATP da quinase. As mutacdes EGFR mais
frequentes séo as ativadoras classicas ou de sensibilizacdo, correspondendo a
delecdes in-frame (em torno dos residuos de aminoacidos 747 a 750, levando a
uma mudanca na leitura do DNA) do exon 19 (45% das muta¢gbes EGFR) e da
mutacéo L858R do exon 21 (40 % de mutagdes EGFR)?%4.

A terceira classe mais frequente de mutacdes de EGFR é composta de
insercGes in-frame no exon 20 (5-10% das mutacdes de EGFR) da quinase?®,

Outras mutacdes recorrentes incluem mutacdes pontuais do exon 18 na
posicdo G719 (3% das mutacbes EGFR); mutacdes L861Q no exon 21 (2% das

mutacdes EGFR) e inserces no exon 19 in-frame (<1% das mutacdes EGFR)?6.
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As mutacBes em EGFR sdo mais frequentes em tumores com histologia
de adenocarcinoma, em mulheres com CNPCP, em pacientes de etnias do Leste
Asiatico e em fumantes leves ou nédo fumantes?*4.

As mutacOes de EGFR, ao favorecerem o estado de quinase ativa, sao
oncogénicas em linhas de células CNPCP, induzindo proteinas antiapoptoticas
e pro-sobrevivéncia mediadas por EGFR através de alvos a jusante da proteina
guinase ativada por mitogénio, quinase regulada por sinal extracelular, janus
quinase / transdutor de sinal e ativador de transcricdo e fosfatidilinositol-3-
quinase / proteina quinase B cascatas?!’. Estas redes de sinalizacéo tornam as
células com mutagcbes EGFR dependentes deste membro ErbB para a sua
sobrevivéncia. EGFR mutante de inibicdo conduz a regulacdo positiva e ativacao
de moléculas pro-apoptéticos que iniciam a via de apoptose mitocondrial
intrinseca, afetando o equilibrio de genes pré-apoptoticos versus membros da
familia BCL-2 antiapoptéticos?!8,

O sinal apoptotico induzido pela inibigdo de EGFR mais bem descrito € o
da molécula BH3 de dominio exclusivo BIM, que na mitocdndria se liga a
membros BCL-2 antiapoptéticos e antagonizam sua atividade antiapoptética?*8.

Dentre os mecanismos que levam a um aumento da atividade proliferativa,
da capacidade de invaséo, da angiogénese e da resisténcia a quimioterapia e a
radioterapia estdo a estimulacéo paracrina e autdcrina no microambiente tumoral
por meio do aumento da producao de ligantes (principalmente de EGF e TGF-
a), da superexpressao de moléculas de EGFR na membrana de células tumorais
e de mutacdes ativadoras do gene EGFR, todos afetando suas vias de

transducédo de sinais?®.
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Alguns exemplos de proteinas que se ancoram ao EGFR sao: proteina 2
ligada ao receptor de fator de crescimento (Grb2), dominio 2 de homologia a src
(Shc), sarcoma (Src), proto-oncogene de ABL 1 (Abl) e fosfolipase C gama
(PLCy)?%°, A associacdo fisica destas proteinas adaptadoras com o EGFR
aumenta a eficiéncia da fosforilagdo do substrato, e, também, serve de auxilio
na formacédo dos complexos de sinalizacédo??'.

A alta expresséo de EGFR nuclear esta relacionada com alta expressao
de ciclina D1, 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e B-MYB (oncogene viral da
proteina homodloga aviaria b-myb) e genes superexpressos em canceres
humanos e associados com aumento da proliferacdo celular. Essa regulacdo
ocorre por meio da interagdo do EGFR com a transdutora de sinal e ativadora da
transcricdo 3 (STAT3), que por sua vez, co-regula a expressdo de iINOS???, e por
interacdo de EGFR com E2F1, que ativa a expressédo de B-MYB?%3,

Ciclina D1 e BMYB séo reguladores positivos da progressao das fases
G1/S do ciclo celular?®® e iINOS é uma enzima importante na producédo de
prostaglandinas, que atuam na quimioprevencao e quimioterapia, demonstrando
uma natureza antitumoral 224,

Adicionalmente, os promotores que regulam a expressdo dos genes
Aurora-A cinase (AURKA)??®, Ciclooxigenase-2 (COX-2) c-MYC 2%(timidilato
sintase (TS) e o promotor do gene que codifica uma proteina de resisténcia ao
cancer de mama (BCRP) foram identificados como alvos do EGFR nuclear??5:226,
Alvos esses, codificando proteinas envolvidas em tumorigénese, instabilidade
cromossomica e quimiorresisténcia?®.

O crescimento e a metastase de tumores pulmonares envolvem ativacdes

dependentes de EGFR da cascata de proteina quinase ativada por Ras /
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mitogénio (MAPK) e vias de fosfatidilinositol-3 quinase / Akt (PI3K / AKT) e PI3K
/ AKT que € uma via de sinalizac&o pro-proliferativa que promove a multiplicacédo
celular e, em seguida, atenua a apoptose no CPCP e CNPCP?%/,

Para as células malignas serem liberadas de tumores e translocadas, a
angiogénese provou desempenhar um papel extremamente importante. Durante
este processo, 0 EGFR ativado promove a quebra da matriz extracelular (ECM)
dos tecidos pulmonares, causando aumento do suprimento de sangue aos vasos
sanguineos do tumor por meio da angiogénese. O EGFR ativado também
desencadeia a expressdo aumentada dos fatores de crescimento angiogénicos,
particularmente, fator de crescimento epidérmico vascular (VEGF), fator de
crescimento de fibroblasto basico, fator de crescimento de células endoteliais

derivado de plaquetas e interleucina-82%7.

1.13.2.1 EGFR e terapias atuais

Atualmente, os pacientes com qualquer tipo de mutacéo de ativagao do
EGFR séo tratados com inibidores da tirosina quinase (TKIs) do EGFR. As
primeiras terapias EGFR-TKIs foram sintetizados na década de 1990. O
gefitinibe (ZD1839; AstraZeneca, Londres, Inglaterra), um derivado da 4-
anilinoquinazolina, foi o primeiro EGFR-TKI a obter a aprovacdo do Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA. Em 2003, o FDA aprovou o uso do gefitinibe
para o tratamento de CNPCP avancado ap0s o0 insucesso da terapia

convencional??’,
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Em 2004, outro EGFR-TKI, o erlotinibe (OSI-774; Genentech, Roche
Group, South San Francisco, CA, EUA) foi aprovado pelo FDA para o tratamento
de CNPCP apés o insucesso da quimioterapia citotéxica®?’.

Mais recentemente o afatinibe (BIBW-2992; Boehringer Ingelheim
Pharmaceuticals, Ingelheim am Rhein, Alemanha), um bloqueador irreversivel
da familia ErbB, também foi aprovado pelo FDA para uso clinico em pacientes
gue nunca foram submetidos a quimioterapia e cujos tumores abrigam mutagdes
ativadoras do gene EGFR 219228,

Entretanto, o sucesso terapéutico desses agentes direcionados € limitado
pela resisténcia priméria ou adquirida aos medicamentos. A resisténcia adquirida
a EGFR-TKIs é causada por alteracdes no gene EGFR que sdo mediados por
uma série de mecanismos moleculares ou por um mecanismo independente de
EGFR que é facilitado pela ativacdo de vias de sinalizacdo alternativas para
apoiar o crescimento do tumor. A mutacdo T790M € o mecanismo mais frequente
de resisténcia adquirida a EGFR-TKIs em CNPCP?0, Até o momento, estudos
demonstraram que 50-60% dos tumores adquiriram resisténcia aos EGFR-
TKIs?31,

O composto mono-anilino-pirimidina AZD9291, como representante dos
inibidores de terceira geragao, € um novo EGFR-TKI que demonstrou ser eficaz
contra a resisténcia a T790M e mutacOes de sensibilizacdo de EGFR-TKI em
modelos pré-clinicos?®?. Entretanto, a resisténcia aos inibidores de terceira
geracdo se desenvolve rapidamente e a mutacdo EGFR C797S é o principal

mecanismo?32,
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Portanto, a fim de superar a resisténcia adquirida aos inibidores de
terceira geracdo, os EGFR-TKIs de proxima geracdo podem ser uma solucéo

terapéutica ideal?®?.

1.13.2.2 Deteccao das mutacoes de EGFR

O gene EGFR também pode sofrer amplificacéo, podendo ser detectado
por hibridizacado in situ fluorescente (FISH) ou hibridizacdo in situ cromogénica
(CISH). Aléem do EGFR mutado, agora ha evidéncias de que o aumento do
namero de copias do gene EGFR, definido como alta polissomia ou amplificacao,
esta associado a uma melhor resposta aos TKIs233,

Embora alguns casos de adenocarcinoma mostrem mutacdes de EGFR e
aumento do namero de coépias do gene, outros podem mostrar apenas uma ou
outra forma de alteracdo. Recentemente, foi relatado que aproximadamente 50%
dos casos com mutacdo de EGFR mostram um aumento no nimero de cépias
do EGFR, enquanto aproximadamente 75% dos casos com aumento no numero
de copias do gene tém mutagdes?34.

As alteracbdes genéticas no EGFR podem ser avaliadas com uma
variedade de tecnologias. Em geral, o sequenciamento, embora com a limitagao
de baixa sensibilidade, € o método mais comum capaz de rastrear todas as
mutac¢des e inclui piro-sequenciamento, andlise de fusdo de alta resolucdo
(HRMA) e andlise de polimorfismo de conformacéo de fita simples (SSCP)235.

Todavia, 0 sequenciamento direto e 0 piro-sequenciamento podem
identificar diretamente a mutacdo, enquanto HRMA e SSCP podem apenas

identificar a auséncia ou presenca de uma mutagdo?3®,
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Assim, um meétodo eficaz para identificar as mutacfes é fundamental
devido ao efeito na escolha terapéutica. A reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa (PCR) é a base da maioria dos métodos que detectam mutacdes
especificas, incluindo a tecnologia do sistema de mutagdo refrataria de
amplificacdo (ARMS)2%,

A origem do material biolégico € uma das questdes mais importantes para
esses testes moleculares. Em geral, a amostragem do tecido tumoral é
considerada o padrdo ouro para a genotipagem. No entanto, o tecido tumoral
ndo esta disponivel na maioria dos casos, pois a maioria dos pacientes
apresenta metastase tumoral ou € submetida a ressecc¢do apds o diagnostico.
Portanto, o DNA do tumor circulante (ct) estd emergindo como uma nova
estratégia para genotipagem. O ctDNA pode fornecer as mesmas informacdes
gue o tecido tumoral e evita a heterogeneidade do tumor, podendo ser usado
nos casos em que o tecido tumoral nédo esta disponivel 23,

Véarios métodos podem ser usados para detectar mutacdes de EGFR no
plasma ou soro de pacientes com CNPCP. Entre deles, o PCR digital de
goticulas (ddPCR), um novo método que pode quantificar acidos nucleicos
absolutos??’.

A mistura de PCR é distribuida em varias reacfes e o numero de cépias
dos acidos nucleicos em cada reacao sao testados. As estatisticas de Poisson
podem ser usadas para calcular o numero de copia absoluto dos acidos
nucleicos-alvo na amostra original?%,

As principais vantagens do ddPCR séao de fornecer uma alta sensibilidade

e uma quantificacdo absoluta para detecgéo 2%,
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1.13.3 PD-1-PDL-1

1.13.3.1 Sinapses imunologicas ou pontos de checagem

Denomina-se sinapse imunoldgica ou agregado de ativacéo
supramolecular (SMAC), a regido de contato entre a célula T e a célula
apresentadora de antigeno (APC). Na regido central, encontra-se o complexo
TCR (receptor de células T), correceptores CD4 ou CD8, receptores para
coestimuladores, enzimas e outras proteinas. Na periferia, (p-SMAC),
encontram-se moléculas de sinalizagdo de membranas plasmaticas com
contetdo lipidico, chamados de Rafts lipidicos ou macrodominios ricos em
glicolipideos?°.

A sinalizacdo entre o TCR e o correceptor estimulador é iniciada nesses
locais. Quando os rafts induzem mudangas no citoesqueleto, coalescem e
formam a sinapse. Externamente a p-SMAC encontra-se uma regiado distal ou d-
SMAC, rica em actina e proteinas CD45, responsaveis por finalizar alteracées
no citoesqueleto da célula T2%,

A formacéao da sinapse imunolégica é o gatilho para a sinalizacdo mediada
pelo receptor da célula T (TCR), acarretando estabilizacdo de adesao, controle
da endocitose e liberac&o de granulos ou citocinas. Apés a formacao da sinapse
imunoldgica, originam-se sinais estimulatérios ou inibitorios do sistema imune,
decorrentes de moléculas coestimuladoras, chamadas de pontos de checagem

imunolégicos?°.
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O efeito do sistema imune no cancer é o resultado de uma interacdo
complexa de células e mediadores quimicos com atividade anti-tumoral
(linfécitos CD8, Thl e NK, macrofagos M1 e células dendriticas do tipo 1, IFN-
gama, TNFA, IL-1 e IL-12, TRAIL, perforina e FasL) e pro-tumoral (linfécitos Treg
e Th2, células supressoras derivadas da medula 6ssea, macrofago do tipo M2,
células dendriticas do tipo 2, PD-1, CTLA4, IL-23, IL-10, IDO, TDO, ARG1, COX-

2, PGE2) 249 (Figura 6).

—JAK/STA
mTORC2/A

ety

IL-12 IL-10
IFN-y IL-23

A

Figura 6. Na fase de equilibrio da imunoedi¢do do céncer, o sistema imunolégico mantém o
tumor em um estado de dorméncia funcional. O sistema imune adaptativo € necessario para
manter o tumor em um estado funcionalmente dormente, enquanto as células NK e citocinas

como IL-4, IL-17A e IFN-a / B s&o dispensaveis. Adaptado de Mittal D,2014-

1.13.2.2 PD-1

A proteina de morte celular programada 1 ou PD-1(também referida como
CD279) é uma proteina transmembrana de 55 kDa contendo 288 aminoacidos

com um dominio N-terminal extracelular (semelhante a IgV), um dominio que
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permeia a membrana e uma cauda citoplasmatica, codificada pelo gene PDCD1.
Foi descoberto pela primeira vez em linhas celulares LyD9 (progenitor
hematopoiético murino) e 2B4-11 (hibridoma de células T murino) privadas de
interleucina-3 (IL-3) em 1992241,

O gene PDCD1 codifica um receptor de superficie celular que € membro
da superfamilia B7 / CD28 envolvida na imunomodulacdo. PDCD1 atua como
uma molécula inibidora nas células T apds interagir com seus ligantes PDL1 e
PDL2 242,

A funcdo de PD-1 é de inibir respostas imunes, adaptativas e inatas,
regulando as respostas de fase tardia (fase efetora, resposta de memoria,
infeccdo croénica). Encontra-se expressa em linfécitos T CD8 * ativados, células
Natural Killer (NK), linfécitos B, macrofagos, células dentriticas (DCs) e
mondcitos. A maior expresséo ocorre em células T tumor especificas?43,

A proteina PD-1 possui duas familias B7 ligantes, o PD-L1 e o PD-L2. O
PD-L1 é induzido nas células hematopoiéticas ativadas e nas células epiteliais,
atraves da citocina inflamatoria IFN-gama. O PD-L2 possui expressao muito mais
seletiva nas células dendriticas ativadas e em alguns macréfagos 244,

A interagdo entre PD-1 e PD-L1 ou PD-L2 em tecidos do hospedeiro leva
a inibicdo da sinalizacdo do receptor de células T (TCR) e coestimulacdo de
CD282%%5; limita as interacdes das células T com as células alvo e, finalmente,
leva a sua inativacéo e perda da capacidade proliferativa. A expressdo de PD-
L1 é induzida por estimulos inflamatorios localizados, como interferons (IFNs)

liberados pelas células T infiltrantes 246,



126

O processo de inducédo de PD-L1 no cancer foi denominado "resisténcia
imunolégica adaptativa” e representa um mecanismo pelo qual as células
cancerosas se protegem da destruicdo mediada por células T2,

A expressao de PD-1 na superficie das células T ativadas ocorre por
ativacao transcricional e demora entre 6 a 12 horas. A ativagdo do PD-1 aumenta
a migragao de células T nos tecidos, limitando o tempo que uma célula T precisa
para reconhecer os complexos de MHC. O bloqueio de PD-1 funciona,
predominantemente, no microambiente tumoral, onde seus ligantes s&o super-
expressos pelas células tumorais. Os ligantes para PD-1 sofrem upregulation em
diversos tumores. O PD-L1 é o que apresenta maior expressao em tumores
s6lidos?4’.

A ativacdo transcricional de PD-1 é desencadeada por fatores de
transcricdo, como fator nuclear de células T ativadas (NFAT), via NOTCH,
proteina Forkhead box (FOX) e fator regulador 9 de interferon (IFN) (IRF9).
Durante infecgBes croénicas, PD-1 é expresso em células TCD8 exauridas, devido
a desmetilagcdo do seu promotor. O fator de transcricdo FOXO1 se liga ao
promotor PD-1 para aumentar sua expressdo. O vazamento de células
cancerosas aumenta a expressao da subunidade c-FOS de AP1, e assim, a
expressdo de PD-1%%8,

O mecanismo de resisténcia adaptativa por inducédo de PD-L1 tumoral,
juntamente com a ampla atividade do PD-1, indica a possibilidade de se estudar
um mecanismo de terapia contra o cancer, utilizando essas vias. Muitos
pacientes possuiriam células T proprias capazes de atacar as células tumorais

se nao existisse a adaptacdo imune no microambiente tumoral. A expressao de
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PD-L1 no tumor mostra o potencial do proprio sistema imune do paciente em
reconhecer as suas células tumorais?4°.

A andlise de atividade antitumoral é observada com destaque para a via
PD-1, como uma via de imunossupresséo intratumoral dominante e um alvo na
terapia contra o cancer?#,

A primeira geragao de anticorpos que blogueiam os pontos de controle
imunes do PD-1, aprovados pela FDA, esta representada pelo pembrolizumab e
0 nivolumab, que inibem a interagcdo PD-1/ ligantes, aumentam a atividade e
reacdo das células T e a producdo de citocinas inflamatérias. Avancos no
sequenciamento genético, tecnologia e informatica tornam mais factivel o estudo
genético de cada tumor e, consequentemente, uma melhor analise e
identificacdo do anticorpo correto para cada caso?°.

Atualmente, anticorpos para PD1 e PDL1 causam entusiasmo em relacao
ao uso de imunoterapia no tratamento do adenocarcinoma de pulmao. Seu uso
foi impulsionado, principalmente, pelos resultados de estudos avaliando
anticorpos antagonistas dos receptores de morte programada PD1 /PDL1, os
gquais demonstraram respostas antitumorais em pacientes com quimioterapia
refrataria®?.

Ensaios clinicos randomizados para adenocarcinoma de pulméo
metastatico avaliando anticorpos anti-PD-1 e anti-PD-L1 estdo em andamento, e
outros estudos, estdo investigando estratégias de combinacdo. Todos os
esforcos adicionais estdo sendo realizados para avaliar biomarcadores
potenciais da resposta dessa terapia, em particular, a expressao de PDL1 dentro

do tumor?1,
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Delecbes mono e bialélicas de PDCD1 também sdo recorrentemente
observadas em linfomas de células T humanas com frequéncias que podem
exceder 30%, indicando alta relevancia clinica. Mecanisticamente, a atividade de
PD1 aumenta os niveis do supressor de tumor PTEN e atenua a sinalizacéo
pelas cinases AKT (164730) e PKC em células pré-malignas®>. Em contraste,
uma delecdo homozigotica ou heterozigética de PD1 permite o crescimento
irrestrito de células T ap6s um insulto oncogénico e leva ao rapido
desenvolvimento de linfomas altamente agressivos in vivo que sdo prontamente
transplantaveis para os receptores. Assim, o receptor PD1 inibitorio € um
supressor de tumor haploinsuficiente potente em linfomas de células T que é
frequentemente alterado em doencas humanas?®2.

Meng e cols. (2018) relataram um mecanismo de degradacéao de PD1 e a
importancia desse mecanismo na imunidade antitumoral em modelos pré-
clinicos. Eles mostraram que a superficie PD1 sofre internaliza¢do, ubiquitinagéo
subsequente e degradacdo do proteassoma em células T ativadas. FBXO38 é
uma ligase E3 de PD1 que medeia a poliubiquitinacdo ligada a lys48 e
subsequente degradacédo do proteassoma. Concluiram que FBXO38 regula a
expressdo de PD12%3 |

Sugiura e cols. (2019) demonstraram que CD80 interage com PDL1 em
cis em células apresentadoras de antigeno para interromper a ligacdo de PDL1
/ PD1. Subsequentemente, PDL1 n&do pode envolver PD1 para inibir a ativacao
de células T quando as células apresentadoras de antigeno expressam
guantidades substanciais de CD80. Em camundongos knockin nos quais néo
ocorrem interacdes cis-PDL1 / CD80, a imunidade tumoral e as respostas

autoimunes foram grandemente atenuadas por PD1. Assim, 0s autores
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concluiram que CD80 em células apresentadoras de antigeno limita o sinal co-
inibitério de PD1, enquanto promove a co-estimulacdo mediada por CD28,

destacando componentes criticos para inducdo de respostas imunes ideais?® .

1.13.2.3 PD-L1

O ligante PDL-1, também referido como CD279 e B7-H1, pertence a série
B7 e € uma glicoproteina transmembranar tipo 1 de 33 kDa que contém 290
aminoacidos com dominios Ig- e IgC em sua regido extracelular 2°°,

O PD-L1 é geralmente expresso por macrofagos, algumas células T
ativadas e células B, células dendriticas e algumas células epiteliais,
particularmente em condi¢cdes inflamatorias. Também € expresso pelas células
tumorais como um "mecanismo imune adaptativo" para escapar das respostas
antitumorais. PD-L1 esta associado a um ambiente imunoldgico rico em células
T CD8, producéo de citocinas Thl e fatores quimicos, bem como interferons e
caracteristicas especificas de expresséo génica%t.

O IFN-y ativa a proteina quinase D isoforma 2 (PKD2), que é importante
para a regulacéo de PD-L1. A inibicdo da atividade de PKD2 inibe a expresséo
de PD-L1 e promove uma forte resposta imune antitumoral. As células NK
secretam IFN-y através das vias Janus quinase (JAK1, JAK2) e transdutor de
sinal e ativador da transcricdol (STAT1), aumentando a expressao de PD-L1 na
superficie das células tumorais. As células T e NK parecem secretar IFN-y, que
induz a expressao de PD-L1 na superficie das células alvo, incluindo células

tumorais 27,
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PD-L1 atua como um fator proé-tumorigénico em células cancerosas
através da ligacao a seus receptores, ativando vias de sinalizacao proliferativas
e de sobrevivéncia. Este achado indicou ainda que PD-L1 esta implicado na
progressao tumoral subsequente. Além disso, PD-L1 demonstrou exercer efeitos
proliferativos ndo imunes em uma variedade de tipos de células tumorais2°8,

1.13.2.4 Via PD-1-PDL-1

Evidéncias pré-clinicas e clinicas sugerem que o sistema imunoldgico é
capaz de detectar e erradicar células tumorais, fornecendo uma justificativa para
a imunoterapia em oncologia. A resposta imune antitumoral € iniciada pela
captacdo e processamento de antigenos de proteinas tumorais por células
apresentadoras de antigenos (APCs), que posteriormente ativam as células T. A
ativacdo de células T requer duas etapas: (a) Apresentacdo de peptideos
antigénicos na superficie de APCs em conjunto com moléculas de complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) para células T virgens que expressam o
receptor de células T apropriado (TCR) e, (b) coestimulacéo da interacdo entre
os ligantes CD80 / CD86 em APCs e o receptor CD28 em células T?255:256,

Resisténcia adaptativa no microambiente tumoral. As células
apresentadoras de antigenos (APCs) capturam antigenos no local do tumor e
migram para os orgaos linféides, onde os antigenos sao apresentados as células
T virgens. Seletivamente, as células T especificas do antigeno sdo ativadas,
diferenciadas em células T efetoras (Teff) e expandidas. As células Teff migram
para o microambiente tumoral, onde as células tumorais apresentardao seus
antigenos tumorais em MHC-I, estimulando a producéo de IFN-y pelas células

Teff no microambiente tumoral. A presenca de IFN-y ira induzir nas células
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tumorais e nas células do estroma associado ao tumor a expressao de B7-H1
(PD-L1) como um mecanismo de "resisténcia adaptativa" de evasao imune, o
gue levara em ultimo termo a supressao imunolégica de Células T. TE, células

efetoras T 2°6.Figura 7

Orgdo Linféide

Figura 7. Resisténcia adaptativa no microambiente tumoral. As células apresentadoras de
antigenos (APCs) capturam antigenos no local do tumor e migram para os orgaos linféides, onde
0s antigenos séo apresentados as células T virgens. Seletivamente, as células T especificas do
antigeno séo ativadas, diferenciadas em células T efetoras (Teff) e expandidas. As células Teff
migram para o microambiente tumoral, onde as células tumorais apresentardo seus antigenos
tumorais em MHC-I, estimulando a producdo de IFN-y pelas células Teff no microambiente
tumoral. A presenca de IFN-y ira induzir nas células tumorais e nas células do estroma associado
ao tumor a expressao de B7-H1 (PD-L1) como um mecanismo de "resisténcia adaptativa" de
evasao imune, o que levard em ultimo termo a supressédo imunolégica de Células T. TE, células
efetoras T. Adaptado de Sanmamed,2014.

A resposta imune antitumoral € composta por CD4* ativado; células T
auxiliares, que recrutam outras populacbes de células imunes para o tumor,
secretando citocinas; e de células T citotoxicas CD8* ativadas que reconhecem
e matam diretamente as células tumorais por meio de interacdes entre seu TCR
e o0 complexo MHC-antigeno da célula tumoral. O sistema imunoldgico também

pode promover o crescimento e a progressdo do tumor por meio de tipos de
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células imunossupressoras dentro do microambiente tumoral (por exemplo,
células T reguladoras, células supressoras derivadas de mieloides e macréfagos
associados a tumor). As células tumorais podem escapar do sistema imunolégico
explorando as vias do ponto de verificagdo imunolégico®”.

Evidéncias crescentes mostram que o sistema imunoldgico esta envolvido
na fisiopatologia do CPPC. Na verdade, o CPCP h& muito é considerado
imunogénico devido a ocorréncia de distirbios paraneoplasicos, como a
sindrome miasténica de Lambert-Eaton (LEMS), que resulta de uma resposta
imune dirigida contra antigenos especificos expressos nas células tumorais do
CPCP e nas células nervosas normais (HuD, HuC e Hel-N1). Curiosamente, 0s
pacientes com CPPC com LEMS tendem a ter um melhor progndstico, talvez
porque a resposta imune gerada contra o sistema nervoso também esteja
direcionando as células tumorais 2%,

Adicionalmente, h& evidéncias de que o CPCP é imunogénico em fungéo
da relacdo entre a atividade imunoldgica e do progndstico. Por exemplo,
mais células T CD45* infiltrando tumores CPCP foram consideradas preditivas
de melhor sobrevida global, independente do estagio e status de desempenho.
Além disso, mais células T efetoras foram encontradas em estagio limitado-
CPCP em comparacao com estagio extenso. Maiores proporcdes de células T
efetoras-regulatérias foram associadas a uma sobrevida mais longa. Além de
apoiar a justificativa para a imunoterapia, dados recentes sugerem que 0S
canceres de pulm&o com uma alta taxa de mutacéo podem ser, particularmente,
sensiveis aos agentes imunoterapéuticos que inibem a via PD-1 2%,

PD-L1 representa outro alvo terapéutico potencial no CPCP. Além de ser

um ligante para PD-1, PD-L1 também pode servir como um receptor para CD80
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expresso em células T, entregando um sinal inibitério adicional. O blogueio de

PD-L1 pode remover os sinais inibitérios e estimular a imunidade antitumoral?°,

1.13.3 Vias de sinalizacdo associadas a PD-1-PDL-1

1.13.3.1 Via de sinalizagao PI3K / AKTmTOR

A via da fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) / proteina quinase B (AKT) esta
associada a proliferacéo celular e apoptose. A ativacdo de PI3K / AKT aumenta
a producédo de energia das células T CD8. O mTOR é responsavel por regular
os efeitos bioldgicos da estimulagéo de células imunes. A ativagdo de PI3K / AKT
pode promover a expressdo de PD-L1 por meio do aumento da sinalizacdo
extrinseca ou diminuicdo da expressdo de reguladores negativos, como
fosfatase e homdélogo de tensina (PTEN). A regulacdo negativa de PTEN pode
levar a ativagdo de PI3K / AKT e facilitar a expressdo de PD-L1261,

A via mTOR pode formar dois novos complexos com func¢des diferentes:
O mTORC1 é um complexo bem caracterizado como um regulador da traducao.
O mMTORC?2 é responsavel pela fosforilacdo de alguns membros do grupo de
guinases AGC, como AKT (S473), e tem sido relacionado ao controle do
citoesqueleto??.

Os fatores que aumentam a via PI3K / AKT sdo o EGFshh, IGF-1, insulina,
e CaM. Tanto a leptina quanto a insulina recrutam a sinalizacéo da PI3K para a
regulacdo metabdlica. A via € antagonizada por varios fatores, incluindo PTEN,

GSK3B e HB9. O PTEN atua desfosforilando PIP3 em PIP2, o que limita a
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capacidade dos AKTs de se ligarem a membrana, diminuindo sua atividade. As
deficiéncias de PTEN podem ser compensadas a jusante para resgatar a

diferenciagdo ou quiescéncia?32268,

1.13.3.2 Via de sinalizagao MAPK

A via de sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) &
um importante sistema de transducéo de sinal que estd associado a conversao
de sinais extracelulares em respostas intracelulares, que pode regular a
proliferacdo celular, diferenciacdo, invasdo, metastase e morte por meio da
ativacado de fosforilagdo. A quinase amino-terminal c-Jun (c-Jun), p38MAPK e
ERK sdo trés vias paralelas envolvidas na via MAPK?%8, A pesquisa recente
tornou-se gradualmente focada na associacdo entre o eixo PD-1/ PD-L1 e a via
MAPK. A inibicdo da via MAPK impediu o fator de crescimento epidérmico e o
MRNA de CD274 induzido por IFN-y e a proteina PD-L1 e a regulagéo positiva
da membrana em células de adenocarcinoma de pulméo 263

Apbés a ativacdo do receptor do fator de crescimento (proteina
transmembrana), este ativa a proteina RAS através da molécula adaptadora
GRB2 e um fator de troca do nucleotideo guanina (SOS), induz RAS a trocar seu
GDP por um GTP. Este evento é seguido por uma estimulacdo sequencial de
diversas proteinas quinases citoplasmaticas, como a Raf (quinase especifica
para Ser/Thr), a MEK e as MAPK. As MAPK, por sua vez, migram para o nucleo
celular, onde fosforilam um conjunto de moléculas responsaveis pela transcricéo,

iniciando, assim, a proliferacéo celular?64,
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1.13.3.3 Via de sinalizacdo JAK-STAT

A ativacdo da sinalizacdo de JAK da via STAT € uma via de sinalizacéo
conservada evolutivamente, usada por uma variedade de citocinas, IFNs, fatores
de crescimento e moléculas relacionadas. Recentemente, foi relatado que a via

JAK / STAT induz a expresséo de PD-L1 em canceres?%°.

1.13.3.4 Via de sinalizagdo WNT

Foi demonstrado que a sinalizacdo WNT desregulada facilita a
transformacdo maligna, a progressdo do tumor e a resisténcia a terapia
convencional do cancer. Um grande conjunto de evidéncias indica que sinais
WNT anormais também podem interromper o imunomonitoramento do cancer,
promovendo assim 0 escape imunolégico e a resisténcia a uma variedade de
Imunoterapias, incluindo bloqueadores de pontos de verificacdo
imunoldgicos?66:267,

A via de sinalizacdo WNT € conhecida por desempenhar um papel crucial

na regulacdo de células-tronco?®’.

1.13.3.5 Via de sinalizacao NF-kB

Recentemente, foi demonstrado que a expressao do gene PD-L1 pode ser
induzida pelo receptor Toll-like (TLR) ou pelo fator nuclear dirigido por IFN-y (NF)
-kB. Lim e cols. (2016) observaram que o inibidor de NF-kB curcumina, em

combinacdo com a terapia de inibicdo de checkpoint anti-CTLA-4, reduziu o
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crescimento de cancer de mama, carcinoma de colon e linhas celulares de
melanoma, sugerindo que a inibicdo de NF-kB pode desempenhar um papel
duplo, a proliferacdo e sobrevivéncia de células tumorais?®®. Os pontos de
verificacdo imunologicos tumorais NF-kB estdo provavelmente envolvidos na
expressao de PD-L1 induzida por LMP1, uma vez que o éster fenetilico do acido
cafeico inibidor de NF-kB diminuiu a indugcédo de PD-L1. NF-kB também é um
mediador principal da expresséo de PD-L1 induzida por INF-y. O inibidor de NF-
KB, mas ndo os inibidores de MAPK, PI3K ou STAT3, aboliu a expressao de PD-
L1 induzida por IFN2%°,

Além disso, ha indicios de que a quimioterapia induz supressao
imunologica local por meio da suprarregulacdo de PD-L1 mediada por NF-kB no

cancer de ovario?’°,

1.13.3.6 Via de sinalizagcdo Hedgehog

A via Hedgehog-GLI (HH-GLI) € uma via de sinalizacdo altamente
conservada que desempenha um papel fundamental no controle da
especificacao celular, interacdo célula-célula e padronizacéo tecidual. Além da
sua importancia na organogénese, essa via de sinalizacdo encontra-se
interrompida em varios tipos de cancer 271,

Nos mamiferos, a via Hh é composta por trés proteinas: Shh, Indian-
Hedgehog (Ihh) e Desert-Hedgehog (Dhh). Shh tem papel marcante na
especificacdo do tipo de célula do sistema nervoso e na padronizacdo dos
membros, enquanto Ihh tem papel importante no desenvolvimento do esqueleto,

principalmente na ossificagdo endocondral. Dhh esta restrito as gbnadas,
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incluindo células da granulosa dos ovarios e células de Sertoli dos
testiculos?’2273, Também é constituida por dois receptores, a proteina 12-
transmembrana Patched (Ptchl) e SMO (receptor acoplado a proteina G), e trés
glicoproteinas GLI (GLI1, GLI2 e GLI3)?"3,

A ativacdo da via Shh pode acontecer de duas maneiras principais: 1.
sinalizacdo candnica: por interacdo dependente de ligantes ou através de

sinalizagao induzida por receptor?’2. (Figura 8).

Figura 8. A ativacdo candnica da via Shh em vertebrados. A ativacdo ocorre por interacdo
dependente de ligantes quando Shh se liga a Ptch na membrana celular. Em resposta a esta
ligacdo, ptch ndo inibe mais o Smo, que se acumula no PC e inicia a cascata da via de sinalizacdo
a jusante. Assim, smo regula o processamento e ativacao gli no PC. Quando Gli é ativado, ele
se transloca para o ndcleo, onde ativa genes alvo. (Diagrama de Carballo, VC). Adaptado de
Robbins et al., 2012
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2. sinalizagdo ndo candnica: quando ha um mecanismo de ativagéo a jusante

(SM0O).272273 (Figura 9)
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Figura 9. A ativacdo ndo canbnica da via Shh. A ativacdo ndo candnica ocorre através de
mecanismos independentes do Gli e pode ser de dois tipos. A) Tipo | que modula Ca2+ e actin
citoesqueleto (esquerda). Quando Shh liga o receptor Ptch, Smo ndo é mais inibido e as
proteinas Gi (G) e pequenas GTPases RhoA e Racl ativadas. Além disso, smo estimula célcio
(Ca2+) liberacdo do anticulo endoplasmatico (ER) e plc-y catalisado a abertura de canais
dependentes de IP3 pela geracao de IP3. B) Tipo Il que é independente no Smo. Quando Shh
liga Ptch, a interacdo de Ptch com ciclin B1 é interrompida, levando a um aumento na proliferagéo
celular e sobrevivéncia (a direita). (Diagramas de Carballo, VC). Adaptado de Robbins et al.,

2012.

7z

A sinalizacdo canénica ocorre quando a transducdo € iniciada pela
interacdo do ligante HH ao PTCH1. Na auséncia de ligante, ocorre acumulo de
SMO no cilio priméario (CP), uma organela que se alastra da superficie das
células vertebradas, atuando como um centro de sinalizacdo especializado para
transducao de sinal HH. Assim, o acimulo de SMO no cilio promove a repressao

da via?"4,
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Em resposta a sinalizacdo de Shh, a inibicdo de Ptchl de Smo no CP é
abolida, Ptchl é internalizado e degradado. Assim, apés a degradacédo de Ptchl,
Smo se acumula no CP, onde € ativado e estabilizado, iniciando a cascata de
sinalizacdo a jusante Shh. Esta cascata de sinalizagdo a jusante resulta na
translocacao de proteinas da familia Gli para o nucleo que inicia a transcricédo de
genes alvo, incluindo Ptchl e Glil, em um loop de feedback negativo e positivo,
respectivamente?’®. Além disso, a translocacédo de Gli para o ndcleo também
induz a modulacéo de proteinas de Wnt e Noggin?’¢Patched 2 (Ptch2) é outro
receptor para Shh que compartilha aproximadamente 54% de homologia com
Ptchl. No entanto, a expressdo e sinalizacdo de Ptch2 é diferente de Ptchl,
tendo capacidade diminuida de inibir Smo na auséncia do ligante Shh273.277,

Essas trés proteinas sdo dependentes de Shh, onde apenas Glil ocorre
atua como um ativador transcricional de comprimento total, enquanto Gli2 e Gli3
atuam como reguladores negativos ou positivos da via que é determinada pelo
processamento pés-transcricional e pds-traducéo?’®.

O GIi3 também tem uma funcdo muito importante na regulacdo da
sinalizacdo Shh. Sem Shh, Gli3 tem uma forma repressora (Gli3R). Quando Shh
se liga a Ptch e ativa Smo, Smo converte Gli3R em uma forma ativada (Gli3A).
Portanto, Gli3 funciona como um fator de transcricdo com dupla funcéo?’8,

A via de sinalizacdo Shh também pode ser controlada pelo Supressor de
Fusao (SUFU), que € um regulador negativo da via de sinalizacdo Shh, atuando
nos fatores de transcricdo Gli. Quando o ligante Shh ndo esta presente, SUFU
se liga diretamente as proteinas Gli e inibe sua translocacdo para o nucleo,
impedindo a ativac&o da via. No entanto, os mecanismos especificos relativos a

inativacdo de Gli por SUFU ndo sdo completamente compreendidos. As
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proteinas Gli retidas no citoplasma por SUFU sédo degradadas ou processadas
e, assim, inibem a sinalizacdo de Shh?’°. Quando o Gli-R se move para o n(cleo,
ele reprime os genes alvos SHH, incluindo o proprio Ptchl e o Glil. Quando a
via Shh é ativada, € necessério que a inibicdo de SUFU de Glis ocorra por
hiperfosforilacdo de SUFU?"3.

A ubiquitinagdo, principalmente de GIli3, controla a via de Shh,
demonstrando que Glil e Gli2 podem ser acetilados na lisina 518 e 757,
respectivamente. O mecanismo de desacetilagcdo dessas proteinas € mediado
pela enzima histona desacetilase 1 (HDAC1), que promove a ativagcéo
transcricional da via 22°.

Foi demonstrado que a ativacdo aberrante da sinalizacdo de Hh esti
associada a formacdo de tumores cerebrais, bem como seu cruzamento com
outras vias, como o fator transformador de crescimento beta (TGFR3s), Wnt,
Notch e Shh28°,

A “sinalizagdo n&o candnica de Shh” geralmente ocorre por meio de
mecanismos independentes de Gli. Os mecanismos independentes de Gli
incluem dois tipos: Tipo | a jusante de Smo, que modula Ca?* e o citoesqueleto
de actina; e o tipo Il que é independente de Smo e aumenta a proliferacdo e
sobrevivéncia celular. A sinalizagdo n&o canonica de Shh pode regular a
guimiotaxia e a migracao celular por meio do rearranjo de actina e pode estimular
a proliferacdo celular por meio da ativacdo de quinases reguladas por sinal
extracelular induzida por calcio (ERK), ativando a familia de quinase Src, que é
necessaria na orientacdo do axénio?8,

Novas evidéncias sugerem que a via de sinalizacdo Shh pode interagir

com outros componentes de sinalizagcdo, como TGF-[, receptor do fator de
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crescimento epidérmico (EGFR), K-Ras, PKA, Notch e Wnt / B-catenina. Tem
sido sugerido que mais de uma dessas vias estejam ativas, em diferentes tipos
de tumores, a0 mesmo tempo?’3,

As vias Shh e Wnt podem interagir de duas maneiras: por meio de Glil e
Gli2, que mostraram regular positivamente a expressdo da proteina-1
relacionada ao frizzled secretada (sFRP-1) e, assim, inibir ligantes Wnt e / ou
seus receptores; e através de GSK3[ a jusante (um componente essencial dos
complexos que regulador positivo da sinalizacdo de Shh por fosforilar SUFU e
promover a liberacdo de SUFU de Gli, pelo menos quando a via esta ativa?’32&,

Ja foi demonstrado que em camundongos sem funcdo APC normal
(degradagao citoplasmatica e exportagdo nuclear de B-catenina) que SUFU
regula negativamente a transcricdo dependente de Tcf, reduzindo os niveis
nucleares de B-catenina. Portanto, Shh pode regular a sinalizagdo Wnt282.273,

Est4 bem estabelecido que a ativagdo aberrante do RAS tem um papel
protagonista na tumorigénese, e a ativagdo da mutagcéo do RAS ocorre em 30%
de todos os canceres humanos. Outra via que demonstrou interagir com Shh é
a via de sinalizacdo ERK, que controla a funcéo do fator de transcricdo Gli na
sinalizacdo Shh, quando estimulada por ligantes exdgenos (como fator de
crescimento de fibroblastos basico -bFGF)?82,

Além de Wnt / Bcatenina e KRAS, TGF-B / TGF-BR, EGFR e receptor de
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRa) também podem cooperar
com a via Shh candnica?®.

Outra via de sinalizacdo que se cruza com Shh e contribui para a
tumorigénese é a sinalizacdo de EGFR. A estimulacdo de EGFR / RAS / RAF /

MEK / ERK em diferentes linhagens de células cancerosas, foi capaz de ativar o
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fator de transcricdo Gli e a modulacéo transcricional seletiva da expressao do
gene alvo de Gli 284,

Assim, fica cada vez mais evidente que a integracdo dessas vias de
sinalizacdo, importantes para a morfogénese embrionéria, pode suportar um
comportamento mais maligno das células tumorais e, consequentemente,

manter a tumorigénese de diversos tumores agressivos 273,

1.14 PERFIL GENOMICO DO CARCINOMA DE PEQUENAS CELULAS DO

PULMAO

Os genomas do CPCP apresentaram taxas de mutacao extremamente
altas de 8,62 mutacdes nao-sindnimas por milhdo de pares de base (Mb). As
transversdes C:G>A:T foram encontradas em 28% de todas as mutacdes,
conferindo um padréo indicativo de tabagismo pesado?®.

O histérico de tabagismo ou o estagio clinico dos tumores néo se
correlaciona com o tipo e 0 numero de mutacdes. O teor médio do tumor foi de
84%. Em contrapartida, os CPCP em murinos apresentaram um baixo nimero
de alteracdes soméaticas (em média 28,5 mutacdes que alteram proteinas por
amostra em média)?86.

A classificacdo da maioria dos genes mutados no CPCP compreende os
genes reguladores do ciclo celular e morte celular; reguladores epigenéticos,
tirosino-quinases receptores; e reguladores da dinamica do citoesqueleto e da
adesdo celular?®®.

A utilizacdo da hibridizacdo gendmica comparativa baseada em array

(aCGH) e a anélise de SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico) com base em
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array aumentam a resolucado das alteracdes do numero de copias somaticas do
nivel do cromossomo para o nivel de um unico gene. Essas analises
confirmaram perdas recorrentes nas regifes 3p e 17p, abrigando FHIT, RASSF1
e TP53, e perdas nas regides 13g e 10q, abrigando RB1 e PTENZ?"A
amplificacéo das regides 1p, 2p e 8q, que compreendem MYCL (L-MYC), MYCN
(N-MYC) e MYC (c-MYC) também foi observada?®®.

Sdo importantes as alteracbes de perda de funcdo bialélica
em RB1 e TP53 que ocorrem em quase todos os CPCP, apoiando o conceito de
longa data de perda de atividade supressora de tumor como o evento limitante
para a iniciagdo do CPCP, que foi validado nos modelos de camundongos
geneticamente modificados?28.

Além da perda quase universal de RB e p53, por¢des significativas de
mutacdes CPCP afetam os homadlogos funcionais RBL1 (3-4%), RBL2 (5-7%) e
TP73 (13%). RBL1 e RBL2 compartilham fun¢des-chave com RB, incluindo a
regulacdo dos fatores de transcricdo E2F na expressao de genes do ciclo
celular?®s,

A proteina do retinoblastoma € um membro de uma familia de proteinas
que inclui P107 (RBL1) e P130 (RBL2). Embora a perda de RB1 seja uma
mutacdo associada ao CPCP, as mutacfes nos outros membros da familia
raramente sdo observadas no CPCP. A proteina RB1 tem um papel central na
regulacédo do ciclo celular, onde suprime a transicao das células da fase G1 para
a fase S. As formas mutantes de RB1, mesmo perdendo sua capacidade de
inibicdo da progressao do ciclo celular, mantem sua capacidade de promover a

diferenciacao celular 22°.
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Recentemente, foi demonstrado que RB1 pode reprimir globalmente
redes de pluripoténcia em células sométicas através da ligacédo direta a genes
de pluripoténcia conhecidos, como Oct4 e Sox2 A amplificacdo de SOX 2 ocorre
em 27% dos CPCP. Consequentemente, a perda de Rb1 leva a inducao desses
fatores e um ganho na pluripoténcia, tornando as células mais suscetiveis a2%°.
A perda de RB1 no CPCP também esta fortemente associada a expressao
aumentada do potenciador de zeste 2 (EZH2) 20,

O EZH2 demonstrou ser expresso em niveis elevados em células-tronco
neurais em proliferagcdo, promovendo a manutengao do progenitor neuronal e a
especificacdo da linhagem, além de regular a troca fenotipica entre as células
basais e secretoras no pulméo 2°%,

A proteina tumoral p73 que é codificada pela TP73, juntamente com a
proteina relacionada, p63, constituem a familia p53 de fatores de transcricao.
Devido a sua semelhangca estrutural as proteinas p53, p73 e p63 sé&o
consideradas supressores de tumor. A funcao de P53 é de controlar a parada do
ciclo celular e a apoptose por meio de sua capacidade de induzir a expressao de
genes relacionados®®?. A expressdo de p73 estd disseminada ao longo do
epitélio das vias aéreas, enquanto a expressdo de p63 € limitada as células
basais. TP73 frequentemente encontra-se alterada no genoma do CPPC (13%),
enguanto a alteracdo TP63 esta ausente?®®. As alteracbes de TP73 incluem
rearranjos de genes que resultam na geracédo da variante p73 com truncamento
NH-terminal ou delecdo COOH-terminal. Variantes com truncamento N-terminal
nao possuem o dominio de transativacao inteiro ou parte dele e podem exercer

um efeito negativo dominante em p73 e p53 de tipo selvagem?2s,
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A Amplificacdo da transcricdo ou a regulacdo positiva de um dos
protooncogenes MYC (MYC, MYCN ou MYCL) tem sido identificada em 20% a
30% dos casos de CPCP?%. As proteinas da familia MYC s&o ativadores
transcricionais capazes de conduzir a expressdo de uma ampla variedade de
genes que contribuem para a progressao do ciclo celular e regulacdo do
desenvolvimento. As amplificagbes dos trés genes MYC s&o mutuamente
exclusivas, sugerindo que a capacidade de conduzir ao desenvolvimento do
CPCP é compartilhada entre os membros da familia 22,

O mecanismo exato de transformacdo mediada por MYC em células
CPCP nao é completamente compreendido. MYC tem sido implicado no controle
da pluripoténcia, autorrenovacdo e transicdo epitelial-para-mesenquimal,
processos que estdo fortemente implicados na transformacéo celular. A
amplificac@o dos genes da familia MYC é responsavel por até 50% de todos os
casos de SCLC?%,

Além da ativacao da sinalizacdo de MYC, a ativacdo da via oncogénica
da fosfatidilinositol 3 quinase (PI13K) também foi observada em altas frequéncias
no CPPC. Foi descoberto que o homodlogo de fosfatase e tensina (PTEN), um
inibidor desta via, é perdido em uma fracdo substancial dos casos de CPCP.
Estudos iniciais de alelotipagem mostraram que delecbes homozigoticas
de PTEN estavam presentes em aproximadamente 10% das linhas de células
CPCP293’294.

Usando o0 sequenciamento de proxima geracdo, mutacbes e
amplificacbes em outros membros desta via foram identificadas em 20% a 40%
de todos os CPCP estudados. E importante ressaltar que todas essas alteracdes

ocorreram de forma mutuamente exclusiva?®. A ativacédo desta via demonstrou
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facilitar a regulacdo aberrante da proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo, dando
a célula tumoral uma vantagem seletiva?®°,

A presenca de alteragcdes em membros da familia NOTCH em um quarto
das amostras analisadas de CPCP foi demonstrada. As mutacdes de inativagéo
observadas na sinalizacdo Notch podem contribuir para a tumorigénese,
permitindo a expansdo da massa de células tumorais NE2,

As altas frequéncias de alteracdes encontradas em TP53, RB1 e na via
PI3K, bem como em membros da familia MYC e NOTCH, sugeriram que sua
respectiva ativacdo ou inativacéo é um fator importante para o CPCP?2932%4,

Outro evento comum no CPCP ¢é a regulagdo positiva da sinalizagédo anti-
apoptética, em particular, a expressao da proteina anti-apoptética BCL2 que foi
detectada em 75%-90% dos casos de CPCP primario, e apenas em 10% a 30%
de todos os outros canceres de pulméo?®. A expressdo de BCL2 é
transcricionalmente regulada por p53, e a perda quase uniforme desse supressor
de tumor, poderia, portanto, ser a razédo principal para a regulagéo positiva de
BCL2. Assim, a regulacéo positiva de BCL2 pode ser uma consequéncia e ndo
uma causa para a tumorigénese no CPPC?%,

Estudos recentes de sequenciamento de todo o exoma identificaram
alteracdes no numero de cépias anteriormente desconhecidas, incluindo perda
focal de SLIT2 (que codifica um ligante para ROBO1) e amplificacdo focal de
CCNEL1, SOX2, FGFR1, IRS2 e NFIB 2%:2%,

Algumas analises, sugerem que o carcinoma de pequenas ceélulas do
pulméo apresenta niveis baixos de expressédo de EGFR, HER2 e outros RTKs
de superficie celular, PI3K, RAS, MAP, cMET. Por outro lado, Inibidores do

MTOR nao tem demonstrado uma importancia clinica significativa para CPCP.
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Foram identificados niveis elevados de E2F1-co-ativador e ELHE (timidilato-
sintetase),que sdo mediadores da apoptose e proteinas reguladoras do DNA. A
expressao de PARP1, proteina de reparo de DNA, e do co-ativador do E2F1 esta
altamente manifesta no RNAm de CPCP?%’,

As amplificagbes de FGFR1 e IRS2 indicam desregulagéo da sinalizagéao
do receptor quinase em um subconjunto de tumores, aumentando a perspectiva
de direcionar este subgrupo molecular com inibidores especificos da tirosina
guinase?96:297,

Os genes gue codificam as proteinas SOX, principalmente SOX2, estéo
amplificados em uma parcela significativa dos CPCP?%. Dados os papéis dessas
proteinas SOX na reprogramacdo de células sométicas em um fendtipo de
células-tronco / progenitoras e na regulacdo de células progenitoras pulmonares,
as células tumorais podem cooptar essas proteinas para promover a
autorrenovacao e desdiferenciacéo?®.

Foi identificado o produto do gene CDKN2A, a ciclina p16, que € um
inibidor da quinase e esté retido nas células tumorais do CPCP. A proteina pl16
regula, negativamente, a evolucéo do ciclo celular por bloqueio da fosforilagcédo
de pRB, 0 que explica a mutagédo e o padréo epigenético apresentado por pl6
nas células?®,

NFIB codifica um membro da familia do fator nuclear | (NFI) de fatores de
transcricdo que desempenham papéis importantes no desenvolvimento do
pulméo e do cérebro, regulando a expressdao de um amplo espectro de genes.
Embora a amplificacdo do NFIB seja raramente detectada em tumores primarios,
esse gene é frequentemente superexpresso e amplificado em linhas de células

CPCP (34% dos casos) que foram principalmente derivadas de tumores
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metastaticos??°. Estas observacdes sugerem que o aumento da atividade deste
fator de transcricdo pode promover o desenvolvimento do tumor e a
metastase?%°.

Ha,ainda, um grande numero de mutac¢des ndo sinbnimas (alteracdo da
sequéncia de aminoacidos) a uma taxa de 8 por milhdo de nucleotideos em
média?8>2%, Essa taxa mutacional, extremamente alta, é atribuida a associacéo
de pacientes com CPPC com tabagismo pesado. A exposi¢cdo ao tabaco foi

encontrada em uma porcéao significativa (28%) de todas as mutac6es?®®.

1.14.1 Inativacdo de reguladores epigenéticos

Outra observacédo marcante nos estudos sobre alteracdes recorrentes no
CPPC é o alto numero de alteracbes encontradas nos reguladores
epigenéticos3°,

Mutacbes nas histonas acetiltransferases CREBBP e EP300 e nas
histonas metiltransferases MLL, MLL2 e EZH2 foram encontradas em estudos
independentes em frequéncias de 4% a 6% para cada gene300:290.2% Mutacdes
nesses genes podem ser uma fonte importante de alteragées em todo o genoma
na regulacdo epigenética. Entretanto, como eles afetam a tumorigénese do
CPCP permanece uma questédo néo totalmente elucidada3®.

Um grupo de alteracbes no CPCP parece convergir em genes que
codificam reguladores epigenéticos, incluindo CREBBP / EP300 (proteina de
ligacdo a elemento de resposta de cAMP (CREB) / p300 associado a E1A),
KMT2A e KMT2D (lisina metiltransferase 2A e 2D, respectivamente), KDM6A

(lisina desmetilase 6A) e varios componentes do complexo BRG / fator associado
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a BRM associado a poliboromo (PBAF), incluindo PBRM1 (polibromo 1), ARID1A
e ARID2 (proteina 1A e 1D contendo dominio interativo rico em AT,
respectivamente), e CHD7 (cromodominio-helicase-proteina de ligacdo ao DNA
7)301,302_

CREBBP e EP300 sao histonas acetiltransferases (HATS) que acetilam
varios residuos de lisina em proteinas histonas. A acetilacdo da histona H3 lisina
27 (H3K27) mediada por CREBBP / EP300 resulta em estruturas de cromatina
gue sao favoraveis para a transcricdo ativa dos genes a jusante. Embora o
CREBBP / EP300 de muitos processos fisioldgicos, incluindo desenvolvimento
embrionario, controle de crescimento e homeostase, por meio do acoplamento
da remodelagéo da cromatina ao reconhecimento do fator de transcri¢ao, a perda
das funcdes do CREBBP / EP300 séo implicadas em véarios tipos de cancer,
como o linfoma e o cancer de pulm&op301:302.303,

No CPCP, as muta¢des agrupadas no dominio HAT, bem como o
truncamento do gene nas acetiltransferases CREBBP e EP300, sugerem um
papel potencial da acetilacdo de H3K27 e a ativacdo do gene resultante na
supressdo tumoral. As mutacdes observadas em CREBBP e EP300 foram
mutuamente exclusivas, sugerindo uma funcdo supressora de tumor
compartilhada entre esses paralogos funcionais3®,

KMT2A e KMT2D (também conhecido como leucemia de linhagem mista
1 e 2, respectivamente) sdo metiltransferases de histona especificas para
histona H3 lisina 4 (H3K4) 303,

A monometilacdo mediada por KMT2A / 2D de histona H3 lisina 4
(H3K4mel) aumenta H3K27ac por CREBBP / EP300 no intensificador /

promotor. Os rearranjos génicos e mutacfes que afetam os dominios SET
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dessas proteinas sdo frequentemente encontrados na leucemia (Kandoth,
2013). As mutacBes missense e truncadas em KMT2A e KMT2D sugerem um
papel para mutacdes de perda de funcdo nesses genes, levando a repressao
transcricional devido a uma reducéo global em H3K4mel e H3K27ac (Smith).
KDMB6A desmetila H3K27me3, preparando o residuo de lisina de histona para
acetilacdo por CREBBP / EP300. Portanto, as proteinas da familia KMT2 e
KDMG6A atuam em conjunto com as proteinas HAT para induzir e manter a
expressao de genes alvo3%,

No céncer, a perda de proteinas da familia KMT2 ou KDM6A leva a
trimetilacdo de H3K27 (H3K27me3) e ao silenciamento de genes supressores de
tumor. Esta metilacdo de H3K27 é impulsionada por PRC2 (complexo repressivo
polycomb 2), um complexo enzimatico multiproteico composto de EZH2, SUz12,
EED e YY1, e a atividade aumentada de EZH2 promove o desenvolvimento de

mulitos tipos de cancer 303304,

1.14.2 Redes defeituosas para dinamica do citoesqueleto e adesao celular

Estudos recentes identificaram um grupo de mutacdes recorrentes que
afetam genes que nao estado ligados a vias oncogénicas especificas, incluindo
mutacdes em ALMS1, ASPM, COBL, COL4A2, COL22A1, FMN2, KIAA1211,
PDE4DIP, ROBO1 e SLIT2. Notavelmente, as funcdes conhecidas dessas
proteinas, originarias daqueles genes, estdo relacionadas a formacdo do
citoesqueleto ou rearranjos associados as interacdes célula-célula e célula-
matriz. ALMS1 (gene da sindrome de Alstrom), ASPM (proteina associada a

microcefalia semelhante ao fuso anormal) e PDE4DIP (proteina de interacdo da
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fosfodiesterase 4D) se ligam aos microtubulos e desempenham um papel na
formacdo de estruturas baseadas em microtubulos, incluindo o centrossoma e o
fuso mit6tico®®>. Um processo de sobreposicdo para o qual convergem 0s
defeitos nesses genes pode ser a divisdo celular. A mutacdo ASPM afeta a
polaridade durante a divisdo celular das células progenitoras neurais e resulta
em microencefalia, e PDE4DIP é um pardlogo da proteina microencefalia
CDK5RAP23%, COBL (cordon bleu), FMN2 (formin 2) e KIAA1211 (também
conhecido como CRAD: regulador da dindmica da actina relacionado ao cancer)
se ligam a actina e influenciam a dindmica do citoesqueleto de actina e a
polaridade celular3®’.

Enquanto COBL né&o tem sido associado ao cancer, somente atuando na
regulacéo da morfogénese neuronal, KIAA1211 é significativamente mutado em
canceres colorretais e a perda de sua fungcdo promove o desenvolvimento de
cancer colorretal mucinoso em camundongos deficientes em APC. FMN2 é um
componente da via supressora de tumor p14ARF. SLIT2 (ligante de orientac&o
de fenda 2) e ROBOL1 (receptor de orientacdo rotatdria 1) sdo um ligante e um
receptor cognato, respectivamente, que acionam a sinalizacdo que controla a
orientacdo do axonio, neurogénese e progressao do cancers®,

Embora nédo se saiba como essa sinalizacdo contribui para a
tumorigénese, as principais respostas mediadas pelo citoesqueleto de actina /
microtubulo sdo afetadas apds a perda de SLIT2 ou ROBO1, resultando em
polaridade de célula defeituosa. Duas proteinas de colageno, COL4A2 e
COL22A1, sédo frequentemente mutadas no CPPC, mas é dificil ligar essas
mutacdes a qualquer aspecto da tumorigénese3®®. O papel potencial, se houver,

dessas proteinas na matriz extracelular estaria relacionado a estabilizacdo da
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interacdo célula-matriz, servindo como um ligante para proteinas de adesédo
celular, que podem ser interrompidas na transformacéo das células3°®.

1.14.3 Alteracdes das vias do receptor tirosina quinase

Subconjuntos de tumores de adenocarcinoma de pulméo séao
direcionados por vias de sinalizagao de quinase hiperativas devido a alteracdes
oncogénicas em EGFR, ALK, ERBB2, ROS1 e MET. Esses subconjuntos
mostram respostas clinicas a varios inibidores da tirosina quinase, incluindo
erlotinibe e crizotinibe. No genoma do CPCP, essas tirosina quinases receptoras
e outros mediadores de sinalizagcdo de quinase, como KRAS, BRAF e MEK /
ERK, raramente estdo alterados. Enquanto a maioria dos estudos gendémicos
encontraram poucos alvos acionaveis em subconjuntos de tumores CPCP, um
estudo de sequenciamento em 98 amostras 'indiferenciadas' de CPCP descobriu
gue 53% dos tumores tinham pelo menos uma alteracdo acionavel3°.

A amplificagdo de FGFR1 foi descoberta recentemente em um pequeno
subconjunto de tumores 28729, Estudos funcionais, usando linhas de células do
CPCP, mostraram um efeito supressor de tumor com inibicdo genética ou
guimica de FGFR13°. Como a frequéncia da amplificacdo do FGFR1 varia e ndo
necessariamente se correlaciona bem com a expressdo da proteina, um
biomarcador robusto € necessario para prever a resposta a um inibidor de
FGFR1. MET (também conhecido como c-MET) é outro receptor de tirosina
guinase, ocasionalmente amplificado ou mutado no CPCP?%7. As alteracdes dos
mediadores de sinalizac&o intracelular, incluindo IRS2, PIK3CA, AKT e proteinas

do complexo mTORC1, também foram detectadas no CPCP3,



153

A desregulacédo do eixo de sinalizacdo PI3BK-mTOR pode ser alcancada
pela perda permanente de PTEN (fosfatase e homologo de tensina), um
supressor de tumor e regulador da proliferacdo e migracéo celular3%,

Enquanto todas essas alteragdes resultam em um aumento na atividade
da via, alteragcbes na EPHA7 (receptor de efrina tipo A 7), um membro da
subfamilia de receptores de efrina das tirosina quinases,causam perda de
funcdo. EPHA7 foi implicada na orientacdo do axbénio e demonstrou
desempenhar um papel supressor de tumor na regulacdo do crescimento de
linfoma e tumores de préstata, mas o impacto da inativacdo de EPHA7 no CPCP

ainda precisa ser determinado 3,

1.14.4 Via de sinalizagao Notch

A sinalizacdo Notch é um processo de comunicacao célula-célula, que
permite o estabelecimento de padrées de expressdo e diferenciacdo génica,
regula a escolha do destino binario da célula e a manutencédo das células-
tronco®!!.Pode atuar como fator de transcricdo, para regular a expressao génica
e como estimulador proteico, através de um mecanismo que envolve a
destruicdo, mediada pelo proteossomas*?.

Nos mamiferos, existem quatro receptores Notch (Notch1-4) que abrigam
uma alta homologia de sequéncia. Eles se ligam aos ligantes Notch Jagged 1
(JAG1), JAG2, Delta-like 1 (DLL1), DLL3 e DLL4 por interagéo trans (ligante e
receptor localizados em células diferentes) ou por interacdo cis (ligante e
receptor localizados na mesma célula) seguidos de varias repetices de dominio

semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF-LIKE). Nos ligandos Jagl
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e Jag2 ha um dominio rico em cisteina, seguido de um dominio transmembranar
e uma pequena porcéo citoplasmatica®'?. Classicamente, a interacdo trans
resulta na ativacdo de Notch e a interacéo cis na inibigdo de Notch313,

O DLL3 possui uma funcao inibitoria Gnica que bloqueia o trafego do
receptor Notch no citoplasma. Portanto, DLL3 se liga aos receptores Notch
apenas de uma maneira autbnoma celular cis-interativa, levando a inibicdo de
Notch34,

Os quatro receptores Notch sdo compostos por trés dominios: extracelular
(NECD), intracelular (NICDI) e transmembranar (TM). O dominio NECD é
composto por grande numero de repeticbes EGF-like (29 repeticbes em Notch4
e 36 repeticoes em Notchl), que sao essenciais para a interacdo entre
receptores Notch e os ligandos. ApOs as repeticbes EGF-like existem trés
repeticdes LN (Lin-12/Notch) ricas em cisteina que se pensa que atuem no
sentido de inibir a ativacédo de Notch antes da sua ligacdo ao ligando3'3314,

O dominio NICD é composto por um dominio RAM (RBP-Jk-Associated
Molecule), seguido de seis repeticdbes Ankyrin, que permitem a interagdo com o
fator de transcricdo CSL. Este dominio é constituido também por dois sinais de
localizacdo nuclear (NLS), uma sequéncia OPA (rica em glutamina) e uma
sequéncia PEST (Prolina, Glutamate, Serina, Treonina). Nos receptores Notchl
e Notch2 existe, ainda, um dominio TAD (Transcription Transactivation Domain),
gue compreende o dominio desde o segundo sinal de localizagéo até ao dominio

OPA312315 (Figura 11)
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VIA DE SINALIZACAO NAO CANONICA

ATIVAGAO COM OU SEM LIGANDO

L4 Proteina Notch
Extracelular

Ligado a membrana
Produto de clivagem |g
B- Catemna

\
\ \

Proteina Notch

NFkB

Mitocondria
Nucleo

Figura 10. Vias de sinalizacdo notch. A sinalizacdo deNotch ndo canbnico pode ocorrer
dependente ou independente da interacao entre ligas. Além disso, a sinaliza¢do de Notch néo
candnico pode ser y-secretase dependente ou independente com este Ultimo exercendo sua
funcdo como Notch ligado & membrana. A sinalizacdo de Notch n&o can6énico é independente
das vias CSL/RBPJk e, em vez disso, interage com as vias PI3K, mTORC2, AKT, Wnt, NFkB,
YY1 ou HIF-1a nos niveis citoplasmicos e/ou nucleares. A sinalizagdo nao canbnica do Notch
regula a sobrevivéncia celular, o metabolismo e a diferenciacéo através da interacdo com essas
vias em muitos processos biolégicos importantes, incluindo imunidade e cancer. Adaptado de
Ayaz, 2014.

A sinalizacdo candnica € iniciada pela interacdo da proteina Notch com
um ligante as células (Delta-like 1, 3, 4 ou Jagged 1, 2) e resulta em liberacédo de
Notch, inicialmente por proteases de clivagem de membrana através de ADAM10
e ADAM17, seguida por acdo do complexo gama-secretase. A porgcao
intracelular do Notch é fundamental para a transmissao de sinais celulares. Ao
concluir esse processo, 0 Dominio intracelular Notch (NICD) transloca-se para o
nucleo. Como o NIDC ndo consegue se ligar ao DNA diretamente, forma um
heterodimero com o RBPJk/CSL, um repressor transcricional. Apds a interacao
com o NICD, o RBPJk/CSL é convertido em um potente ativador transcricional

de genes alvo a jusante3®4,
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Quando h& uma interacdo receptor-ligante, RbpjK recruta repressores,
suprimindo a expressao de gene alvo da sinalizacdo Notch, atuando como
elemento critico para a ativacdo transcricional®'®. A interacdo eficiente dos
receptores-ligantes € dependente de eventos pdés-transcricionais. O evento-
chave para que se tornem funcionais € a adi¢do de fucose aos dominios EGF,
nos residuos de cisteina e treonina. Esses residuos servirdo de substrato para a
glicosilagéo, mediada por glicosiltransferases da familia fringe (Radical, Lunatic
e Manic)3'’.

Apés a formacao do complexo transcricional, ocorre a expressao de genes
da familia HES (Homoélogo de Hairy/Enhancer of split) e Hey (HRT-Hairy related
transcription factor) ou HERP (Hes-related repressor protein). Todos esses
genes codificam fatores de transcricdo com dominios béasicos hélice-base-hélice
(bHLH) que se ligam ao DNA com alta afinidade3*8.

Uma vez no nucleo, o NICD converte a CSL de repressor a ativador da
transcricdo. Esta conversao ocorre pela interacdo direta entre os fatores de
transcricdo NICD (NOTCH intracellular domain), SKIP (Ski-Related Protein) e
CSL (CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1). O metabolismo do NICD no nucleo
€ controlado pela sua fosforilagdo e ubiquitinacdo, sendo esta feita pela ligase
de ubiquitina E3. A degradacdo da NCID reinicia a célula,preparando-a para,
uma possivel repeticdo de todos os passos desta via3®.

NICD endogeno é relativamente curta. Esta transitoriamente presente nos
promotores-alvo do Notch em resposta ao ligante e degrada-se rapidamente em
parte devido a fosforilacdo do dominio PEST terminal C por quinase ciclina
Clciclina-dependente (CDK)3?%°, A fosforilacdo do dominio PEST é seguida por

ubiquitinacdo e degradacéo proteossémica subsequente. A fosforilacdo perto
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das repeticbes anquilirinas da NICD também foi relatada para regular
negativamente a ativacdo transcricional da via Notch, interferindo na formacéo
do complexo de ativacdo. A fosforilacdo de NICD por glicogénio synthase
quinase 3B (GSK3pB) ocorre em uma regido terminal C para a ANK, que se repete
e aumenta a estabilidade da NICD32%,

Enzimas fringe (N-acetylglucosaminyltransferases) influenciam a
afinidade entre receptores Notch e repeticbes especificas semelhantes a EGF
por glicosilacdo. A glicosilacao tipo frange resulta no alongamento de residuos
de fucose ligados ao O em repeti¢cOes especificas semelhantes ao EGF no Notch
e impede a ativagdo do Notch por ligantes irregulares, mas nao por ligantes
semelhantes ao Delta®??. Outra forma de modificacdo de carboidratos ligada a O
nos receptores da via € a glicose O, que é anexada a residuos de serina pelo O-
glucosyltransferase Rumi/POGLUT1%%%, As repeticbes do notch EGF o-
glicosylated podem ser ainda modificadas pela adicdo de xilose por glucoside
xylosyltransferase (GXYLT)1 e GXYLT2 e xilosyltransferase xyloside, resultando
em regulacdo negativa da sinalizacdo Notch3?4,

A acetilagdo por CBP/p300 e PCAF/GCN5 aumenta a estabilidade do
NICD, assim como a isomerizacdo de prolyl por Pinl enquanto a desacetilacéo
de NICD e histonas por Sirtuin 1 (SIRT1) inibe a sinalizacdo de Notch3?5. Essas
modificacdes pos-transicionais também podem ser especificas do paralogo de
Notch. Por exemplo, o dominio intracelular Notch4 (Notch4-ICD) é o unico
paralogo Notch com sitios para fosforilagdo AKT. Notch4-ICD que é fosfoilado
pela AKTe, entdo se liga a 14-3-30 e se acumula no citoplasma, bloqueando

assim a regulacdo genética Notch4 326,
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A sinalizacdo de Notch também pode ocorrer de forma ndo candnica
independente da CSL. Embora a sinalizacdo canbnica seja bem estudada e
crucial em varios processos celulares, os mecanismos conhecidos de sinalizacao
ndo candnica sao limitados, mas conhecidos por ocorrerem no cancer e em
algumas células do sistema imunoldgico3?’.

As vias ndo candnicas do Notch apresentam uma nova e interessante via
de estudo e podem revelar novos alvos de intervengdo terapéutica no cenario
translacional®?’.

A sinalizac&o Notch atua sobre varias vias celulares que estédo envolvidas
nas respostas ao cancer e ao sistema imunoldgico. Um desses caminhos € o
caminho Wnt/B-catenina. A via Wnt/B-catenina € um caminho conservado que
regula as decisdes de pluripoténcia celular e destino celular no desenvolvimento
e na vida pés-natal. Fungdes aberrantes ou mutagdes em B-cateninas tém sido
associadas a uma série de canceres e outras doencas humanas. A sinalizacao
nao candnica converge para a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina e resulta em
uma interacdo antagdnica entre a sinalizagdo Notch e a wnt/B-catenia 3?7, Essa
interacdo interrompe a regulacéo dos processos de desenvolvimento de doencas
de forma dependente do tecido e leva a regulacdo negativa da sinalizacdo Wnt,
alterando o nivel de atividade [B-catenina. Altos niveis de Notch ligados a
membrana estao associados a niveis mais baixos de p-catenina ativa, sugerindo
uma relacao inversa entre os dois,bem como uma potencial regulacdo negativa
de B-catenina por Notch 327,

A primeira indicacdo de que a via de Notch desempenha um papel na
oncogénese veio de Aster e cols (1994) em células T da leucemia linfoblastica

aguda (T-ALL), na qual a translocacdo cromossémica do gene Notchl foi



159

identificada como uma causa de oncogénese T-célula. Em relatérios posteriores,
a via Notch foi associada a tumorigénese e a progressao do cancer no pulmao e
em outros 6rgéos328:32°,

Além de seu papel na tumorigénese, Notch também é relatado como um
supressor de tumor. Esta observacao deixa bem claro que a compreenséo das
vias individuais de sinalizagdo de Notch é importante para a manipulacdo
terapéutica racional de Notch3?8,

A Sinalizacdo Notch é uma das mais importantes do sistema de
sinalizacgéo celular, através da interacdo com ligandos do delta e / ou das familias
Jagged / Serrate, que regulam varios genes, tais como HES1, cyclinD1, c-
Myc e Akt .A importancia da sinalizagdo Notch na carcinogénese tem sido
relatada no controle da diferenciacdo, metabolismo, progresséao do ciclo celular,
angiogénese, regulacdo de células-tronco e das células cancerosas®,

No cancer de pulméo, Notch exibe fungbes de promogao e supressao de
tumor. Um estudo de sequenciamento do genoma completo de casos de CPCP
revelou mutacBes dos genes da familia Notch em cerca de 25% dos casos
examinados, sugerindo uma natureza supressora de tumor de Notch em células
CPCP?8, Em linhagens de células CPCP, experimentos de transfec¢do de genes
em knockdown esclareceram que Notchl desempenha um papel significativo na
supressao da proliferacéo celular, aumento da apoptose,inducdo da morfologia
epitelial (transicdo mesenquimal-epitelial), supresséo da motilidade, aquisi¢cédo de
resisténcia a drogas e supressdo da diferenciacdo neuroenddécrina®:. Em
relacdo a determinacao do destino celular, a via Notchl-Hes1 é um repressor da
diferenciacdo neuroenddcrina por meio da expressao diminuida de ASCL1 e

INSM1 332,
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No sistema imunoldgico, a sinalizacdo ndo candnica da via Notch esta
envolvida na ativacao e proliferacdo de células CD4 T, bem como nos efeitos
promotores do tumor da interleucina-6 (IL-6) 315,

Estdo em desenvolvimento terapias-alvo para modular a via de
sinalizacdo notch, incluindo anticorpos neutralizantes, peptideos de bloqueio,
compostos naturais e inibidores de y-secretase333. O Notch 2/3 neutralizante de
tarextumabe neutraliza o tumor em camundongos néo apenas em uma variedade
de tumores epiteliais, mas também em tumores de xenoenxerto CPCP. Isso
sugere que a inibicdo de Notch2 ou Notch3 pode ter atividade terapéutica em
células CPCP ou que efeitos autbnomos nao-celulares no estroma tumoral
mediado pela inibicdo de Notch2/3 sdo responsaveis por esse efeito. Uma
maneira terapéutica e interessante de explorar a diminuicdo da sinalizacao de
Notch consiste em direcionar ligantes notch que sao frequentemente
superexpressos mesmo em tumores com baixa sinalizagédo candnica Notch. Uma
estratégia pioneira especialmente eficaz no CPCP, que frequentemente
expressa altos niveis de DLL3, pode funcionar como um inibidor de Notch,
retendo receptores Notch no citoplasma, ou por inibigdo cis.334.

Um DLL3 mAb conjugado com um agente quimioterapico foi altamente
eficaz em modelos pré-clinicos de CPCP. No entanto, 0 mAB ndo teve atividade
terapéutica superior, sugerindo que a inibicdo DLL3 por si s6 ndo € uma
estratégia terapéutica viavel no CPCP334,

Com base em nossa compreenséo atual da estrutura, fungéo e regulacéo
dos receptores e ligantes Notch, podemos identificar varias etapas que podem
potencialmente ser direcionadas para inibir a sinalizacdo notch33*:

1) Expresséao de ligantes
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2) Ligantes e ubiquiquitina e trans-endocitose

3) Expressao de receptores Notch

4) Ligante-vinculagao receptora

5) Dissociacao heterodimera durante a ativacao da via

6) Clivagem mediada por ADAM de Notch

7) Ubiquitinagé&o subsequente e endocitose do substrato y-secretase
8) Clivagem mediado y-secretase de Notch

9) Montagem do complexo de coativadores com Notch e CSL

10) Heterodimerizagao de complexos transcricionais Notch

11) Modifica¢des poés-translacionais de Notch

12) Expressao de alvos Notch.

1.15 DLL3/DELTA 3/ASCHL

A proteina DLL3, também conhecida como delta like 3, proteina 3,
homologo da droséfila Delta 3, SCDO1, tem 618 aminoacidos e uma massa de
64,6 KDa. Localizada, predominantemente, no aparelho de Golgi, ndo tem a
capacidade de ativar a sinalizacdo Notch como acontece com 0s outros
ligantes®3®,

O DLL3 compartilha apenas 36% de homologia com o DLL1 e difere de
outras proteinas delta tipo DSL (Delta / Serrate / LAG-2), DLL1 e DLL4), tanto
em seu numero reduzido de repeticbes semelhantes a fator de crescimento
epidérmico (EGF) e espacamento dos residuos de cisteina dentro de seu

dominio DSL, que é necessario para a ligacdo Notch33.
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A expressao normal de DLL3 no tecido € mais elevada no cérebro fetal e
desempenha um papel fundamental na somitogénese, no mesoderma
paraxial®®.

Embora a ativagdo da via de Notch atue como um estimulo oncogénico
em alguns tipos de tumor33, a ativacdo de Notch em tumores neuroendécrinos
suprime o crescimento tumoral. No curso do desenvolvimento normal, o DLL3
inibe a ativagdo da via Notch cis- e transacional, interagindo com Notch e DLL1
e redirecionando-os ou retendo-os, respectivamente, para compartimentos
endossdmicos / lisossomais ou Golgi, evitando assim, sua localizagdo na
superficie celular®®®. Além disso, o DLL3 é um dos varios ligantes Notch que
parecem ser alvos diretos a jusante de ASCL1. Portanto, o ligante tipo delta 3
(DLL3) é um ligante da via Notch inibitério altamente regulado e expresso de
forma aberrante na superficie da célula em CPCP e em outros tumores
neuroenddcrinos de alto grau334,

A sinalizacdo Notch é regulada para baixo durante o crescimento do tumor
neuroenddcrino e é inibida pela expressdo de DLL3 334, A expressdo de DLL3 é
regulada por achaete-scute homologo 1 (ASCL1), um fator de transcricédo que €
necessario para o desenvolvimento adequado de células neuroenddcrinas
pulmonares e é um driver oncogénico no CPCP336,

ASCL1 (1 Achaete-scute homologo-1, denominado Mashl em roedores)
€ um fator de transcricéo hélice-hélice pro-neural e funciona no cancer de pulmao
de pequenas células (CPCP), ndo apenas na inducdo de diferenciacéo
neuroenddcrina, mas também, como um regulador de varias atividades

biolégicas, como proliferacéo celular, sobrevivéncia e quimiorresisténcia.3®
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De acordo com Osada e cols. (2005), a inibicdo de ASCL1 suprime a
proliferacdo celular e induz a apoptose em linhas de células do CPCP, o que
poderia significar que ASCL1 desempenha um papel fundamental na
carcinogénese do CPCP. A expressao de ASCL1 é suprimida pela sinalizacao
Notch em células epiteliais normais e em células cancerosas®¥’ e pelo gene
Hesl, que € um dos genes alvo representativos da via de sinalizagdo Notch e
um fator de transcricdo hélice-alga-hélice basico repressivo, supressor de ASCL1
no desenvolvimento do pulmédo de camundongo e em células CPCP338,

Um dos candidatos a reguladores ASCL1 em células CPCP é o fator de
transcricdo silenciador do elemento 1 repressor (REST), pois suprime a
expressdo de ASCL1 através de mecanismos epigenéticos na neurogénese.
REST é deficiente em linhagens celulares do CPCP3%2:3%, Ele também medeia a
regulacdo negativa de moléculas de adesao celular, como a E-caderina, e ativa
a via de sinalizagdo Wnt / B-catenina33°.

Além de ASCL1, o Brain 2 (BRN2) ou fator de transcricdo do dominio
POU, é um fator especifico de células neurais do desenvolvimento e pode
participar na diferenciacdo neural de células CPCP3%°. Recentemente, um fator
de transcricdo de dedo de zinco conhecido como proteina 1 associada ao
insulinoma (INSM1), foi relatado como um regulador crucial para a diferenciacéo
neuroenddcrina das células epiteliais pulmonares normais e células CPCP341,

INSM1 pode regular a expressao de ASCL1 e BRN2 em linhas de células
do cancer de pulméo e, sozinho, pode induzir a diferenciacdo neuroendocrina
em linhas de células CNPCP3%,

Linoilae cols. (2000), descobriram que a superexpressao de ASCL1 leva

a expressdao de CD56 in vitro. A expressao de ASCL1 in vivo induziu a
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diferenciacdo NE de tumores de pulmao murino e aumentou a tumorigénese. No
entanto, a expressdo de ASCL1 por si s6 ndo foi suficiente para induzir um
fendtipo CPCP completo, mas foi relatado que ASCL1 pode cooperar com a
perda de RB e p53 ao formar CPCP 342,

A expressdo seletiva do DLL3 superficial em células cancerosas
apresenta um alvo atraente para uma variedade de estratégias terapéuticas.
Rovalpituzumab Teserine (Rova-T; SC16LD6.5) é um conjugado de anticorpos
gue consiste em um anticorpo monoclonal direcionado a dLL3, um linker
catepsin-cleavable, e uma ogiva pirrolobenzodiazepipide (PBD) 334. O primeiro
ensaio clinico em humano de Rova-T no CPCP avan¢ado demonstrou atividade
encorajadora, apesar dos efeitos colaterais, muitas vezes graves, atribuiveis a
ogiva PBD9. Porém, o estudo Trinity, fase 2, mostrou uma taxa de resposta
objetiva apenas de 16%, ao mesmo tempo em que reportou um perfil de
toxicidade semelhante. Posteriormente, um estudo de fase 3, foi interrompido
devido a menor sobrevida global. Um teste ativo de fase 3 de Rova-T na
configuracéo de manutencao (MERU) esta em andamento
(NCT03033511)334:343,

Outras terapias alvo de DLL3 encontram-se sob investigag&o ativa, como
o engajador de células T bisespecifico (BITE) AMG 757 (NCT03319940), e um
receptor de antigeno quimérico CAR-T AMG119 (NCT03392064). Esses agentes
tém mostrado atividade anticifice significativa em modelos pré-clinicos de CPCP.
A AMG 757 foi a mais potente em modelos pré-clinicos e, portanto, pode ser
mais adequado que a AMG119 para superar barreiras conhecidas a atividade

CAR-T em tumores solidos343:344,
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Estratégias alternativas permanecem sob exploracao, incluindo o uso de
89Zr-SC16, radiotracer PET como diagnostico complementar para otimizar a
selecdo de pacientes para tratamento com agentes terapéuticos direcionados a
DLL334:345, O anticorpo Zr-rotulado-SC16 delineou com sucesso o tecido normal
dos xenoenxertos de tumores CPCP subcutaneos e ortotdpicos. O acumulo de
radiotracer em tumores foi diretamente correlacionado com o grau de expresséo
de DLL3 e, também, correlacionado com a resposta a terapia SC16LD6.5 em
modelos de xenoenxerto derivados do paciente CPCP344:345,

Outra terapia em estudo, o DLL3/CD3 ITE, um novo anticorpo de célulaS
T biespecifico semelhante ao IgG esta em fase pré-clinica. O ITE DLL3/CD3
induz lise altamente seletiva das células tumorais e posterior ativacdo e
proliferacéo de células T. Em um modelo in vivo pré-clinico, o ITE DLL3/CD3
induz a infiltragédo de células T CD4 e CD8 em tumores ndo inflamados, levando
a um ambiente tumoral mais inflamado e resultando em regresséo completa do
tumor34,

Os engajadores de células T biespecificos representam uma classe
promissora de imunoterapia baseada em anticorpos. Essas moléculas séo
projetadas para induzir a formacdo de uma sinapse citolitica de forma
independente, ligando-se concomitantemente a um respectivo antigeno na
superficie celular das células tumorais e ao CD3 em células T; e para direcionar
sua atividade triatica citolitica para as células tumorais. Apos a formacéo da
sinapse citolitica, as células T produzem perforina e granzyme B, levando a
apoptose das células tumorais. A ativacdo de células T leva a liberacéo
transitoria de citocinas, que envolve outras células imunes e amplia a resposta

imune contra o tecido tumoral, levando a conversdo de um ambiente tumoral ndo
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inflamado (frio) para um ambiente tumoral inflamado (quente), infiltracdo e
proliferacdo de células T, e mortes em série de células tumorais3’.

Apds o0s recentes sucessos clinicos de engajadores de células T
biespecificos com uma meia-vida curta (BiTE) para o tratamento de malignidades
hematolégicas, a préoxima geracdo de engajadores de células T, para o
tratamento de tumores sélidos esta surgindo3*’:

A ativacdo de células T e secre¢do de citocinas € uma caracteristica do
modo de a¢do dos engajadores de células T, que em alguns casos também pode
causar efeitos colaterais clinicos como febre e hipotensado. Por isso, pode ser
desejavel reduzir a secre¢do de citocinas tanto quanto possivel sem influenciar
negativamente o potencial citotoxico das células T. Glicocorticoides foram
utilizados para inibir respostas inflamatérias como citocinas 34¢ e um estudo pré-
clinico que utilizou a dexametasona glicocorticoide em combinacdo com
blinatumomab.A dexametasona pode se qualificar como uma potencial indicacéo
para terapias TcE. Os dados obtidos neste estudo revelam que a dexametasona
pode reduzir a secrec¢ao induzida pelo ITE DLL3/CD3 do IFNy e mcp-1, e,
portanto, tratar reacdes potenciais de infusdo ou sindromes de liberacao de
citocinas associadas ao tratamento DE 12/CD3. Porém, o tratamento pode

resultar em reducdo do potencial citotoxico do DLL3/CD3 ITE346.

1.16 JUSTIFICATIVA

Nesse contexto, em que evidéncias epidemiolégicas apontam a

necessidade de desenvolvimento de terapias mais eficazes para o CPCP, novas

drogas estdo sendo produzidas e testadas a partir do conceito de pontos de
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checagem (check-points) imunolégicos, baseados na expressdo de
proteinas/receptores pela neoplasia e na producéo de anticorpos que tém como
alvo as vias de controle imunolégico. Terapias anti-PDL-1 (proteina-1 de morte
celular) e linfécito T citotéxico- antigeno 4, foram testadas e j4 aprovadas para
uso em casos avancados de CPCP, extensos ou recidivantes pela Food and
Drug Administration (FDA)334,

Sounders e cols. (2015), estudando o ciclo celular e a expressao de
receptores, evidenciaram que os CPCP tém alta expresséo da proteina Delta
Like3 (DDL3), que é um ligando inibitorio da via de sinalizacdo Notch, envolvido
na regulacao de check-points imunoldgicos que regulam a tumorigénese. A partir
dessas evidéncias, foi produzida uma droga conjugada anticorpo-farmaco, que
vinha sendo testada em estudo randomizado, tendo sido interrompido devido aos
fortes efeitos adversos. Entretanto, estudos a partir dessa proteina continuam
sendo uma tendéncia na tentativa de descobrir um tratamento que diminua a
morbimortalidade no CPCP334,

A proteina Delta Like3 (DDL3) teve seu auge em 2015, com a producao
de um conjugado anticorpo-agente quimioterapico, que, em fase lll de estudo
randomizado, teve seu uso encerrado, em funcdo de intensas rea¢des adversas.
Entretanto, em outubro de 2020, foi publicada pesquisa sobre terapia
biespecifica, utilizando o anticorpo DLL3.Até o momento, nenhum estudo no Rio

Grande do Sul foi realizado sobre a expressédo de DLL3 no CPC334,
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de expressédo do marcador imunohistoquimico DLL3 em
tecido neoplasico de pacientes com carcinoma neuroenddcrino de pequenas
células do pulmé&o e correlacionar com a expressao dos marcadores EGFR, PDL-
1, Ciclina D1, Ki67 e com dados clinicos- demograficos que possam auxiliar no

diagnéstico e delineamento de protocolos terapéuticos e avaliacdo progndstica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a expressdao do marcador DLL3 nas células neoplasicas de

pacientes com diagndstico de carcinoma de pequenas células do pulmé&o;

e Correlacionar a expressdao do marcador DLL3 em pacientes com
carcinoma de pequenas células do pulmdo com a expressao dos
marcadores PDL-1, EGFR, CiclinD1 e Ki67;

e Correlacionar a expressdo do marcador DLL3 em tecido neoplasico de
portadores de carcinoma de pequenas células do pulm&o com dados
clinicos-demograficos;

e Avaliar a curva de sobrevida de acordo com a expressao do marcador

DLL3 em tumores de pacientes portadores de carcinoma de pequenas

células do pulméo.
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Introduction

Neuroendocrine small-cell lung carcinoma (SCLC) is a rare and
extremely aggressive malignancy closely associated with the
intensity and duration of smoking . It has an ageressive clinical
;({llu‘se and is resistant to chemotherapy and standard radiotherapy

The American Cancer Society’s estimates for lung cancer
in the United States for 2020 are about 228 820 new cases of lung
cancer (116300 in men and 112,520 in women) and around
135,720 deaths from lung cancer (72.500 in men and 63.220 in
women) ¥,

In Brazil for the triennium (2020-2022) the estimates for
Tung cancer is 17760 new cases for men, occupying the third place
and 12440 new cases for women, occupying the fourth place of all
cancer. In the South region of Brazil the number of cases estimated
is 31.07% for man and 12.09% for women "

The SCSL accounts for approximately 10 to 15% of lung
cancer cases and the mortality rate in large series have an estimate
of 10% with the relative average of 5-year survival of 15.7% 7,
So far, there are no effective therapeutic options. Treatment is
palliative with high recurrence rates. The identification of Delta-
like protein (DLL3) expression by neoplastic cells in SCLC and the
knowledge of immunological checkpoints enabled the production
of mnew target dmgs like the antibody-dug conjugate,
rovalpituzumab. This drig was being tested in a randomized study
on SCLC patients and that was interrupted in phase IIT due to the
cytotoxic effects 7.

The DLL3 biomarker is a ligand that inhibits the Notch
signalmg pathway essential for newoendocrme development.
involved in the regulation of the tumorigenic and regulated directly
by Achaete-scute complex-like 1I(ASCL-1-family of transcription
factors) [8.930.1L13]

Other i histochemical 1k are exp d by
SCLC cells to a lesser extent, such as the receptor tfyrosine kinase
(EGFR), present in 16% and the programmed death receptor PD-
L1 in about 1.8% of the cases ['#1# 151817

Recently, the Food and Drug Administration (FDA)
approved immumotherapy drugs for advanced SCLC stages. anti-
PD-L1 (atezulizumab). anti-PD-1 (nivolumab). and nivolumab plus
ipilimumab- study CheckMate-032 study) #7021,

The objective of our study was to characterize the
immunohistochemical expression of DLL3 in SCLC in a referral
hospital in the south region of Brazil and evaluate its association
with clinic pathologic features, survival and its correlation with the
antibodies anti-EGFR, anfi-PD-L1, cyclin D1 and the panel
biomarkers used in routine %

Material and Methods

A retrospective cohort of 56 samples from patients diagnosed with
SCSL, fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin
was selected in the archives of the pathological anatomy and
mycology laboratory of the Trmandade Santa Casa de Misericérdia
de Porto Alegre, Brazil (ISCMPA), betwen 2006 at 2016.

Of the 56 patients with SCSL sixteen patients were
excluded due to the scarcity of embedded material for
imimunohistochemical examinations. This retrospective study was
conducted according to the ethical standards of the Helsinki
Declaration and was approved by the Irmandade Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre ethics committee. The requirement of
informed consent was waived because this research did not involve
any risk to the participants: the waiver will not adversely affect the

WWW. ijirms.in

rights and well-being of the participants, scant samples have been
preserved and data confidentiality maintained.

DLL3 expression on neoplastic cells and clinical findings
Specimens fixed in formalin and embedded in paraffin were used
to prepare the slides. To I the i histochemical
expression of anti-DLL3 (100059 clone), anti-PDL-1 (Cal-10
Clone), anti-EGFR (SP111 clone) and anti-cyclin-D1 (SP4-R
clone) antibodies were achieved sections of 2-microns, mounted on
silanized slides and submitted to ted i histochemical
processing.

The ion of L and/or lasmic at any

¥

P Y
mtensity was considered positive for DLL3. when present in 5% or
more in of neoplasic cells, (Figures 1,2).

Figurel: Photomicrography.100x increase:H&E-Carcinoma of
small lung cells

Figure 2: Photomicrography with an increase of 100x.
Immunoehistochemistry. Anti-DDI3.Carcinoma of small lung
cells. Presence of strong cytoplasmic of neoplastic cells
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The expression of PDL-1 and EGFR were evaluated by percentage
of membrane stained in 1% or more of neoplasic cells.

Biomarkers previously analyzed in routine examinations
were pooled in a table and assessed in a binary form: 1 for positive
and 0 for negative, including: CK7, TTFl, Synaptophysin,
Chromogranin, and CD56. Clinical data were collected from
patient records and tabulated. (See the Methods section in the
Supplementary Appendix)

Statistical Analysis

The statistical analysis for biomarkers expression were described as
a function of mean, standard deviation, frequencies, and quartiles.
Comparisons between quantitative data were formed by the Mam-
Whitney U test and categorical data by the Fischer exact test. The
Kaplan-Meier curve with statistical significance by the log rank
test were used for the association with swvival. Survival was
defined as a period between the date of diagnosis and the date of

death or last record. Association strength based on the hazard ratio
(HR) and their respective confidence intervals (CIs) were estimated
using Cox proportional hazards regression.

Data were stored in the SPSS software for Windows
(version 22.0), and p values <0.05 were considered significant.

This study was approved by the Research Ethics
Committee of the Trmandade Santa Casa de Misericérdia of Porto
Alegre under opinion No. 1,856,228, of December 8, 2016. (See
Supplementary Appendix)

Results

Patient Characteristics

Clinical data are summnarized in table 1. The mean age of patients
who were positive for DLL3 was 65.3-or+10.1, ranging from 42 to
89 years old. The presence of metastasis was 76.9% and smoking,
76.9% for patient DLL3 Positive.

Table 1: Clinical characteristics of patients with SCLC and their correlations with positive DLL3 vs. negative DLL3

Charsacteristics DLL3 (+) DLL3 (-) P value
n=13 n=27
Age, years 65.3=10.1 67.7+10.5 0.480
Female sex, number (%) 6 (46.2) 12 (44.9) >0.99
Metastasis. number (%) 10 (76.9) 21(77.8) >=0.99
Smoking. number (%) 10(76.9) 23 (85.2) 0.662
SAH, number (%) 7 (53.8) 13 (48.1) >0.99
Dyslipidemia, number (*6) 0(0.0) 2(74) >0.99

DLL-3 Expression and corr with kers
Of the 40 patients suffering from SCLC included in the study to
assess the expression of the DLL3 biomarker, 13 (32.5%) showed
b and/or cytop expression in 5% or more of
neoplastic cells, being 7 (53.8%) men and 6 (46.2%6) women.
In positive DLL3 patients, 462% had membrane
expression equal or more than 1% for the EGFR biomarker (OR:
2,04 and 95% CI: 052-8.00); 30.8% for PDL-1 (OR: 3.56 and 95%

CT: 0.66-19.11) and 53.8% Cyclin D1 (OR: 2,77 and 95% CT (0.71-
10) Table 2.(See Supplementary Appendix)

By assessing the markers previously examined in the
laboratory routine, we observed a tendency of chromogranin to
show less nuclear expression in DLL3 positive patients (30.8%) in
comparison with DLL3 negative patients (60%). representing an
inverse comrelation, which probably could act as a protective factor
(OR: 0.3 and 95%CT: 0.07-1.23) (Table 2).

Table 2: Distribution of positive results for selected markers SCLC s with pesitive DLL3 versus negative DLL3
Positive markers DLL3 (+) | DLL3 (=) | OR 95%CI P value
n=13 n=27

Chromogranin A, number/ not evaluated (%) 4.13 (30.8) 15/25 (60.0) 0.30 0.07 -1.23 0.170
CK7, number (%) 11 (84.6) 20(74.1) 193 0.34-10.92 0.690
Synaptophysin, number/ not evaluated (o) 9/12 (75.0) 23/26 (88.5) 0.39 0.07 -2.31 0.357
CD56, number (%) 13 (100.0) 23 (85.2) 5.17 0.25-104 0.284
TTF1, number (%) 12(92.3) 25(92.6) 0.96 0.08 -11.66 =0.999
EGFR, number (%) 6 (46.2) 8 (29.6) 2.04 0.52 -8.00 0.480
PD-L1. number (%) 4 (30.8) 3(11.1) 3.56 0.66 -19.11 0.187
Cyclin-D1. number (%) 7 (53.8) 8 (29.6) 2.77 0.71 -10.88 0.175
Ki-67, number (%) 13 (100.0) 23 (85.2) 517 0.25-104 0.284

Outcome Survival

Overall survival for SCLC patients was six months. Median survival was 5.97 (Figure 3).
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In figure 4 the survival rate is evaluated in patients suffering from SCLC who were positive (> or equal to 5%) and negative for DLL3 (<5%)
(Figure 4). The Kaplan-Meier curve shows that DLL3 positive patients have a slightly higher survival rate (p 0.711).
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Figure S: survival as a function of the association between DLL3 and chromogranin A
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Discussion

SCLC is a low-incidence neoplasm whose treatment is limited to
chemotherapy, radiotherapy and, more recently, immmnotherapy in
advanced stages. For the development of new s ic strategies it
is necessary to understand oncogenesis in SCLC .

Saunders et al.. in 2015, in a preclinical study i vitro and
with xenograft in mice demonstrated the expression of DLL3 by
SCLC neoplastic cells and conclunded that this ligand from the

Notch pathway acts as a predictive factor of response {o treatment
4

In 2018, Kentaro et al. reported in a cohort with 63
patients an expression of DLL3 of 83%. In that study there was no
correlation between the expression of DLL3 and clinical,
demographic or survival %

More recently. in 2019, Furata et al.. in a cohort of 93
SCLC patients undergoing surgical resection. detected 83% of
DLL3 expression. There was no statistical correlation between
DLL3 and patient survival. However. the authors described that
DLL3 acts as a regulator of cell migration and invasion in SCLC.
suggesting that it plays a role as an oncogene in docrine
neoplasms

In addition, in July 2019, Owen et al, evaluated the
expression of DLL3 by immunohistochemistry in 63 samples from
patients with SCLC, of which 52 (83%) were positive. This smdy
addresses the possibility of developing new therapies for SCLC
such as antibody-drug conjugate, bispecific inunmmnological therapy
with mvolvement of T cells and chimeric antigen receptor, which
redirects CD3 positive T cells to positive DLL3 tumors and
promotes cell apoptosis. Near-infrared photoimnmnotherapy (NIR-
PIT) has also been studied as strategy aimed at DLL3 for the
treatment of SCLC ©

In our study, the expression of DLL3 in neoplastic cells
was 32.5%. As Kentaro et al. (2018), there was no correlation with
clinical-demographic findings. We assessed the comelation
between pesitive DLL3 and EGFR, PDL-1, Cyclin D1 and CD56.
The HR values (table 2) indicate clinical impact on this correlation,
although without statistical confirmation.

However, the finding that came closest to the stipulated
statistical value was the comelation between DLL3 and
chromogranin A. Positive DLL3 patients showed low expression of
the biomarker chromogranin A (OR = 0.30 and IC-007-1.23).
raising the hypothesis that there as inverse comrelation between the
two biomarkers. Thus, this correlation would represent a greater
tendency for protective action.

In the survival assessment, the positive DLL3 patient
survives a little longer. However, around the 15th month, mortality
in both groups is the same. In groups of positive DLL3 patients

with negative chromogranin, the survival rate by the Kaplan-Meier
test was slightly higher (p 0.209) ***

Our data on the expression of chromogranin A corroborate
with the studies by Kowalki et al. The authors report that
chromogranin and synaptophysin are d with SCLC
survival and that they act as an indirect predictive factor.
Neoplasms with high rates of chromogranin contain a greater
amount of secretory vesicles in neurcendocrine cells, conferring a
strong potential for malignant transformation B8],

Our study, carried out in southem Brazil, had several

Limitations. First. SCLC is a rare disease and we retrospectively
assessed a small cohort of patients, In addition, differences in
antibody choice, scoring method and cut-off values can impact
immunohistochemical assessment and results. Considering the
small size of the group of patients with positive DLL3, a

multivariate analysis may not adequately adjust the association of
DLL3 expression with clinical results. On the other hand, we have
a great inherent challenge, rep d by the heterog tumor
microenvironment, in which incisional biopsies may not be
representative ofa specific genetic alteration.

We found strong evidence in the literature to consider that
DLL3, PDL-1 and EGFR are interdependent markers, reinforcing
the Delta-Like 3 study: the Notch3 and EGFR / MAPK pathways
cooperate in modulating apoptosis; "

Notch-1 expression is positively regulated by EGFR-TKIs,
promoting neoplastic cell resistance to therapies; ! the activation
of (EGFR) by its binding to the ligand (EGF) induces the
expression of PD-L1 in NSCLC cells, through PI3K / Akt / mTOR
151 preclinical data show that Rova-T increases the expression of
PDLI in tumor cells and the infiltration of immune cells in the
tumor, suggesting that Rova-T may change the fumors to a more
responsive state at the checkpoint 1**

In conclusion, we emphasize that the Notch pathway, when
nmutated, activates the DLL3 protein and alters the ASCL1
transcription.  acting on CPCP tumorigenesis. Based on this
knowledge. research involving the Notch pathway and its
mterdependence with other pathways in the cell cycle may be
beneficial for the development of new target therapies
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Abslract- Cells with characteristics of embryonic stem cells,
and cancer stem cells are at the basis of both embryo
development and the cancer process. At the same time, they
share signaling pathways, such as the hedgehog, Notch, Wnt,
TGF beta, among others. This knowledge Is important for
understanding the pulmonary regeneration process and for the
development of new target therapies.
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INTRODUCTION

e understanding of lung development during
embryogenesis and the knowledge of several cell

populations is essential for regenerative medicine
and for the recognition of the cell of origin of lung
neoplasms.

Several evidences suggest that the human lung
contains a population of characteristic stem cells. This
statement is explained by the fact that most patients
with small cell lung cancer (CPCP) already have
metastases, resistance or refractoriness to
chemotherapy treatment at the moment. Likewise,
patients with adenocarcinomas that express tyrosine
kinase (EGFR) mutations, and who are inilially sensitive
to therapy, also acquire resistance. (Kobayashi et al.
2005; Pao et al. 2005; Kosaka et al.2006).

Another piece of evidence was the identification
of cells from the lateral population, isolated by their
ability to efflux the Hoechst dye and which exhibit
increased expression of drug transporters, tumor
propagation capacity and resistance io multiple
chemotherapies (Ho et al. 2007). It was identified that
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CD133 positive lung tumor cells formed self-renewing
spheres in culture with tumor propagation, when
transplanted subcutaneously in immunodeficient mice
(Erasmo et al. 2008).

With this review we intend to define the cell
types and molecular biology data of the lung in
embryogenesis and in the adult lung, drawing points of
comparison and trying to correlate with the development
of neoplasms.

I PULMONARY DEVELOPMENT STAGES

The lung has a large interal surface and an
airway conduction system with several branches.
Conductive airways are formed first, followed by the
formation and enlargement of the gas exchange area.
Alveolarization is the last stage of the fetal period and
continues in the posinatal period.

In the embryonic period, between 4-7
gestational weeks organogenesis occurs. The left and
right lungs have their own ring, an external pouch of the
anterior intestine (Cardoso and Lu 2006). Each
pulmonary bud initiates a repetitive process of growth
and branched morphogenesis to form fulure airways
(Schittny and Burri 2008). Epithelial cells are supported
by a basement membrane, surrounded by an
extracellular matrix that is produced by mesenchymal
cells. The components of the extracellular matrix,
including the basement membrane, are different in the
terminal bud, in the branching points and in the most
proximal portions of the bronchial tree, where epithelial
differentiation has already started (Schittny and
Burri2004). The branching is coordinated by epithelial
and mesenchymal cells, growth factars and transcription
factors that the cells are producing.

The fetal period includes the pseudoglandular,
canalicular and saccular stages. The postnatal lung
period comprises the stages of classic and continuous
alveolarization, as well as microvascular maturation. As
most processes during lung development begin in the
proximal area and extend to the periphery, all phases of
lung development overlap (Schittny and Burri 2008;
Wood and Schittny 2016)

The expression ol growth factors, such as
fibroblast growth factor 10 (FGF-10), bone morphogenic
protein 4 (BMP-4), Sonic Hedgehag (Shh), retinoic acid,
Notch and TGF-B provide the instructions for
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ramification in the period of morphogenesis. (Cardoso
and Lu 2006; Hines and Sun 2014; Schittny and Burri
2008)

The negative feedback mechanism involves
signaling by Shh {Sonic hedgehog), its Ptc1 receptor
(Patched 1) and transcription factors such as Gli1-3,
belonging to the Shh signaling pathway. The Shh
pathway acts by inhibiting local expression of Fgo,
preventing branching from occurring indefinitely. The
process also depends on complex regulation by
signaling pathways of the TgiB (Transforming Growth
Factor Beta) family members, Wnt (Wingless- type) and
Bmp4 (Bone Morphogenetic Protein 4, from the Tgf Beta
family) (Park 1998; Rock and Hogan 2011, Katton and
Morrisey 2014).

The Fgf (fibroblast Growth Factor) signaling
pathway is activated by localized expression of Fgf10 in
the mesoderm and its receptor Fgfr2 in the endoderm.
This signaling induces branching, and Fgf10 stimulates
the proliferation of epithelial cells. (Rock and Hogan
2011; Katton and Morrisey 2014).

Around the 10th gestational week, respiratory
movements begin that cause additional stretching of the
fetal lung tissue (Koos and Rajace2014). These stimuli
positively regulate the release of serotonin, promoting
epithelial differentiation (Pan et al 2006).

A continuous layer of positive cells for a smooth
muscle actin begins to form around the future proximal
airways, becoming discontinuous distally in the
bronchial tree and ending in front of the terminal buds.
These contractile cells begin to perform spontaneous
contractions, pushing peristaltic waves of interbronchial
fluid to the periphery. These maovements, too, stimulate
branched morphogenesis and prevent uncontrolled
airway expansion as lung fluid is secreted into the lung
(Schittny et al. 2000; Sparrow et al. 1994).

The canalicular stage occurs between 16-26
gestational weeks and comprises the differentiation of
the epithelium that allows the morphological distinction
between the airways (acino / ventilatory unit)
(Winkelmann and Noack 2010).

At the junction of the bronchialveolar duct
(BADJ), there is an abrupt change in the epithelium from
hair cells and from Clear cells to type | and type Il
alveolar epithelial cells (Winkelmann and Noack 2010).
This junction is formed at the canalicular stage, when
epithelial differentiation occurs and is of particular
importance, because it represents a niche of stem cells
(McQualter et al. 2010). It has recently been shown that
the junction bronchialveolar remains constant
throughout the lung development in the generation of
the airways, where it was originally formed (Barmre et al.
2014, 2016).

The saccular stage occurs between 24-38
gestational weeks and represents an intermediate stage,
when the branching morphogenesis ceases and the
alveolarization has not yel started (Cardoso and Lu
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2006; Morrisey et al. 2013). they are coated by type 1
and type 2 cells (Cardoso; 2006; Rock and Hogan,
2011).

At the end of the saccular stage, the
mesenchyme located between the future airways
contains a loose three-dimensional vascular network in
proliferation, due to intense angiogenesis, conferring a
high capillary density. The future airways that will
become alveolar ducts grow in width and length,
change shape and appear as "canaliculi’, which form
the canalization of the mesenchyma through the airways
and capillaries. The growth of the airways and apoptosis
cause condensation of the mesenchyme., where the
volume and the total number of mesenchymal cells
decrease (Rogel] et al. 1989).

In parallel with alveolarization, the double layer
capillary network of immature septa merges with a
single layer network, resulting in an optimized
configuration for gas exchange. Alveolarization still
continues, because, in places where new septa are
shedding pre-existing mature septa, the second
necessary capillary layer will be formed instantly by
angiogenesis, confirming a lilelong  alveolarization
capacily, which is important for any type of lung
regeneration.

The lung mesoderm represents a source of
essential paracrine instructional signals that regulate the
proliferation and differentiation of the endoderm
progenitor and also contributes to the various lung
structures, including airway smooth muscle, vascular
smoath muscle, endothelial cells, mesothelial cells and
many less known mesodermal strains, such as
pericytes, alveolar fibroblasts and lipofibroblasts. The
lung mesoderm is believed to originate from the initial
mesoderm that surrounds the ventral anterior intestine.

1 PurMoNARY CrLrL Tyres

a) Embryonic Lung Cells

The  embryonic  pulmonary  epithelium
differentiates into hair, serous secretory cells, goblet
cells, clear cells, basal cells and neuroendocrine (NE)
cells. The propartions of these cells vary along the
proximal-distal axis. In bronchioles, clear cells are more
abundant than the ciliated ones, with some groupings of
NE cells, called neuroepithelial bodies or NEBs. Goblet
cells are marked by the expression of the transcription
factor SPDEF and mucin-5ac (Mucbac). (Momisey and
Hoghan, 2010).

Neuroendocrine (NE) cells are the first epithelial
cells to appear in the lung and are more abundant in
fetal and neonatal lungs than in the adult lung. basic ID2
helix loop. These multipotent cells have the ability to give
rise to all major types of respiratory epithelial cells,
including PNECs (pulmonary neuroendocrine cells)
(Rawlins et al 2000).
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The evidence suggests that the specification of
the fate of PNECs is controlled by interference between
bHIH aclivating and repressing genes, a conserved
mechanism between Drosophila and mammals (Ito et al
2006).

The  ASCL1 complex  activates NE
differentiation, while the HES 1 gene suppresses this
pathway, inhibiting the formation of the ASCL1 / TCF3
complex.

Notch signaling was also important in
specifying the PNEC lineage. The delta-like Notch ligand
1 (DLL1) is expressed in NE cells in the proximal
airways. lts activity may be under the control of
ASCL1.Notch 2 mediates the fate of clear hair cells.

Finally, the migration control program for normal
pulmonary neuroendocrine cells and malignant cells is
extremely relevant for the understanding and treatment
of metastasis of small cell lung cancer. Recently, a new
form of epithelial cell migration shown by nomal
pulmonary neuroendocrine cells during pulmonary
epithelial development has been demonstrated, called
'sliding', which is used to arganize neuroendocrine cells
into stereotyped groups (Kou 2015). The normal sliding
program involves the transient activation of an epithelial-
mesenchymal transition (EMT), in which the pulmonary
neuroendocrine cells migrate over and around other
epithelial cells to meet, without ever invading the lung
mesenchyma. The pulmonary NE cells are distributed
throughout the bronchial epithelium, interspersed
between secretory cells (Claras) and hair cells, the two
main types of airway epithelial cells (Rock and Hogan,
2011; Semenova 2015). The clusters of NE or (NEBs)
are highly innervated (Brouns et al., 2008) and have
sensory  and neurosecretory  functions; stem cell
function, which helps to replace the bronchial epithelium
after severe injury (Guha et al., 2012; Reynolds et al.,
2000; Song et al., 2012); and function of small cell lung
cancer cell initiator (Song et al., 2012; Kuo 2015).

Further investigation into the sliding program is
likely to reveal molecular dependencies directed at small
cell carcinoma to attenuate or perhaps even prevent
metastasis to extrapulmonary organs, which is the main
cause of patient death (Semenova 2015; Kuo, 2015)

11 PULMONARY CELLS OF ADULTS

Pulmonary epithelial cells are largely subdivided
into airways (tracheal / bronchiolar) and alveolar types.
The ftrachecbronchial airways are lined with
pseudostratified epithelium in which each cell comes
inta contact with the basemenl membrane. Below the
basement membrane are blood and fymph vessels,
smooth muscle, cartilage, fibroblasts and nerves
(Hogan et al, 2014). The most distal intrapulmonary
conduction airways are lined by simple columnar
epithelium. The gas exchange is perfarmed inside the
alveolar epithelium.

PNECs represent only 0.4% of adult epithelial
cells and have endocrine and neuronal cell properties.
They express neural markers, such as NCAM1 and
ASCL1 neural cell adhesion molecules (Chanda et al.
2014). They are associated with intraepithelial nerve
fibers and can transmit signals to the central nervous
system. Generally, it contains electron-dense vesicles,
which accumulate peptides, related to the bombesin
and calcitonin  gene (CGRP), which acts as a
vasodilator; and 1o the amines, represented by
serotonin, which act as a vasoconstrictor. The functions
of PNECs include control of airway tone, pulmonary
blood flow and immunomodulation.

Brush cells make up less than 1% of the airway
epithelium and have recently been shown to have a
chemosensory role that can allow the detection of
bacterial infections (Tizzano et al., 2011). Basal cells are
stem cells that self-renew and differentiate into secretory
and hair cells during homeostasis and repair (Teixeira et
al., 2013; Watson et al,, 2015). Secretory cells are
predominantly of the mucous subtype. It is not clear
whether mucus-secreting cells retain the ability 1o
proliferate and function as stem / progenitor cells
(Teixeira et al., 2013).

The alveolar epithelium consists of type | and
type Il alveolar cells (AT1 and AT2 cells) that are
surrounded by capillaries and fibroblasts (Weibel, 2015).
AT1 cells are flat, highly extended and specialized for
gas exchange. AT2 cells are cuboidal, more common
and specialized in the production of surfactant, a
complex mixture of proteins and phospholipids that
reduces surface tension in the alveolar region (Crapo et
al., 1982: Hogan et al., 2014; Weibel, 2015; Williams,
2003). AT2 cells are the main alveolar epithelial stem
cells and can self-renew and differentiate into AT1 cells
(Barkauskas et al., 2013; Desai et al., 2014; Rock et al.,
2011).

Traditionally, alveolar fibroblasts have been
characterized  mainly as  myofibroblasts  and
lipofibroblasts, but their exact roles have not yet been
defined and there are controversies about the existence
of lipofibroblasts in human lungs. (Bhattacharya and
Westphalen, 2016).

The lung also contains a resident population of
immune cells and alveolar macrophages, which play
important roles in surfactant homeostasis and innate
immunity (Bhattacharya and Westphalen, 2016).

MOLECULAR REGUIATION IN
EMBRYOGENESIS

V.

The first indication of the respiratory precursor
in the endoderm of the primitive intestinal tube is
registered by the expression of TIF1 (Thyroid
Transcriptional factor 1, homeobox or NKx2.1 type
transcription factor) where the thyroid and lungs will be
formed (Cardoso and Lu 2006).
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CK8 / CK18 cytokeratins are the first keratins to
appear in embryogenesis, already in pre-implantation
embryos and also appear to be the oldest keratins
during phylogenesis (Jackson, 1980; Blumenberg
1988). With respect to malignant tumors, K8 and K18
flush strongly the majority of adenocarcinomas,
hepatocellular carcinomas, renal cell carcinomas and
neuroendocring carcinomas. These keralins can be
useful in diagnostic immunohistochemistry in cases of
carcinomas with low keratin content, such as small cell
lung cancer, 1o prove their epithelial nature (Moll, 2008).
P63 plays a prominent role in controlling the functions of
epithelial stem cells and in differentiating and stratifying
tissue derived from ectoderm during embryonic
developmenl. (Guerrini, 2011)

The transcription factor Sox2 marks proximal
epithelial progenitors and Sox9 marks distal epithelial
progenitors. Additional markers of Sox9 positive distal
progenitor cells include surfactant proteins, such as
surfactant protein C (Sftpe), the transcription factor Id2.
Lineage screening studies have suggested that positive
distal 1d2 cells can generate distal and proximal cell
lines. This capacity for multipotent differentiation is
subsequently lost, and positive Id2 progenitor cells may
form only distal alveolar epithelia (Rawlins 2018).

All early events in lung development are
controlled by a variety of signaling pathways, including
Fal, Talb, Wnt, SOX, Hedgehog (Shh-Sonic hedgehog,
its Patched 1 receptor and transcription factors like Gli1-
3), Notch and acid retinoic (Rock and Hogan 2011;
Katton and Morrisey 2014),

The process also depends on a complex
regulation by signaling pathways that includes members
of the TafB (Transforming Growth Factor Beta) and Wnt
(Wingless-type) family, Bmp4 (Bone Morphogenetic
Protein 4, of the Tgf Beta family). Notch signaling plays
an important role in controlling cell differentiation (Tsao
2011).

On the tenth day of the embryonic period,
mesenchymal cells begin o express abundant vascular
endothelial growth factor (VEGF) (White et al., 2007),
which is an important ligand for the VEGF 2 receptor
(VEGFR2) in vasculogenesis and angiogenesis (Chung
and Ferrara, 2011; Karaman et al., 2018; Apte et al,
2019). VEGF expression stimulates the alveolar capillary
network, FGF10 derived from the mesenchyme also
stimulates mTORC1 / Spry2 epithelial signaling, and this
signaling friggers the production of VEGF in the
epithelium (Scott et al., 2010).

Columnar, non-ciliated epithelial cells are
identified by the expression of the product CC10 (Clara
Cell Secretory Prootein 10KD) (Reynolds 2002).

Interleukins, IL4 and IL13, Foxa2 and Spdef
transcription factors (Sam pointed Domain-containing
etc. Transcription Factor) influence the differentiation of
goblet cells (Chen 2009) that develop only in the
postnatal period (Pack 1980) and are evaluated by the
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expression of MuecSac (Main Mucina Constituent of
mucus) and Spdef.

The transcription factor called Foxj1 (Forkivad
Box Trancription Factor) identifies respiratory
progenitars that will give rise to hair cells (Rawlins 2007).

NE cells are identified using ACCGRP
(Calcitonin Gene Related Peptide) and PGP2.5 (Protein
Gene Product 9.5). Mash 1 9Achaete-Scute-Complex-
ILike1) is a transeription factor of the basic helix-loop-
helix family) that is fundamental in the formation of this
cell type (Guilhemont 1993).

Basal cells are identified by the expression of
specific molecular markers Trp-63 (Transcription Factor
Transformation-related Protein or P63), cytokeralin 14
(Krt14) and cytokeratin 5 (Krt5) (School 2004)

Evidence indicates that basal cells comprise a
population of multipotent parents (Rowlins and Hogan
2006).

Antigens such as ICAM-| (Intercellular Adhesion
Molecule) are abundantly expressed by type |
pneumocytes and by expression of Type | Caveolins
(Transmembrane  Proteins).Type || pneumocytes
express proteins associated with pulmaonary surfactants,
such as SP-A, SP-B, SP-C and SP-D (Costa 2001).
Transcription factors such as cat-6, TTF1, Hnf3 /3, C /
ebpa, hormones glucocorticoids and Fgfs are involved
in the differentiation of pneumacyte Il (Cardoso 1997).

With aging, human lung functions decrease at a
rate of 1% per year after the age of 25, even without lung
diseases (Janssens ef al., 1999; Sharma and Goodwin,
2006). The lung slarts to exhibil several changes,
including increased secretion of pro-inflammatory
cytokines, attenuated immune response and changes in
the structural proteins of the extracellular membrane
(Meiners et al.,, 2015; Navarmo and Driscoll, 2017).
Structural changes occur, such as spaces increased air
space, loss of surface area and decreased static elastic
recoil, with the most significant decline in the number
and functions of capillary endothelial cells (Thurlbeck
and Angus, 1975).

Fases do desenvolvimento pumonary e mediadores

V EPIGENETIC REGUIATORS OF FATE AND
DIFFERENTIATION OF PULMONARY
EpiITHELIAL CELLS

Recent studies have also identified epigenetic
mechanisms of histone changes in the control of lung
development. Acetylation through Histone
acetyltransferase (HATs) promotes genetic transcription,
and deacetylated histone (HDACs) removes the acetyl
group, leading to genetic silencing (Choudhary et al.,
2009). There is evidence that HATs are necessary for
embryonic lung development. The loss of Hdac in the
pulmonary epithelium results in reduced expression of
Sox2, preventing the development ol multiple types of
proximal cells (Wang et al., 2013). This change in Sox2
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expression is, in part, mediated by increased expression
of Bmp4, which also contributes to the severe branching
defects seen in Hdac mutants. It has also been shown
that hyperoxia during neonatal development results in
decreased hdac activity, leading to alveolar hyperplasia
and interrupted alveolarization (Zhu et al,, 2012).

Although histone acetylation is known to play an
important role in the lung, litile is known about the roles
of other epigenetic complexes during lung development.
The methyltransferases Suv39H1 and Suv39H2, which
induce transcriptional silencing through histone H3
lysine 9 methylation, directly repress the expression of
the surfactant protein SP-A (Sftpal) during hypoxia
(Benlhabib and Mendelsaon, 2011). Suv39H1 and
Suv39H2 are also highly expressed in early lung
development, suggesting that they may inhibit SP-A
transcription until later in development. During
pulmonary fibrosis, DNA methylation by Dnmt1
represses the transcription of miR17~92, a microRNA
cluster that regulates lung development (Dakhlaliah et
al., 2013). Likewise, Dnmt1 mediates the progression of
lung cancer through the methylation of several promoter
regions (Dakhlallah et al., 2013).

VL

Recent studies demonstrate that cell signaling
and gene expression pathways, including PTEN, protein
kinase C (iota), Wnt, hedgehog, c-kit, Akt and others
that can play important roles in the transformation of
endogenous progenitor cells into cancer cells lung.

Pluripotent stem cells (PSCs) can be derived
from the internal cell mass of the initial embryo (in the
case of embryonic stem cells, ESCs) or can be
reprogrammed from fully differentiated cells (in the case
of iPSCs). They relain the polential to differentiate into
any type of cell in the body. For this reason, we can say
that our organoid system provides a genetically
treatable tool and, therefore, specific human
characteristics of lung development should be
investigated investigated. (Nicolic 2017).
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Abstract

The theoretical fr konthefu

d al characteristics of cancer and the tumor microenvirenment has been the subject of many studies

in recent years. Based on principles, several drugs were developed for the treatment of cancer, such as drugs that act on neoplastic cell metabolism,
anglogenesis, apoptosls, genomlc Instability, among others center. In this review, we seek to provide, in a concise and objective way, data for
understanding the process of cancer development and the resistance acquired by neoplastic cells.

Keywords: Cancer, Cancer biology, Brands, Malignancy, Therapies, Carcinogenesis

Fundamental Characteristics of Cancer

Cancer is a heterogeneous and complex disease at all levels
(genetic, pathological, histological, prognostic and therapeutic),
highly dynamic, with multiple molecular constituents in evolution.
The emergence of a neoplasm occurs through the formation
of transformed clones that generate diversified and selected
subpopulations that acquire an increasing aggressiveness. The
progression process occurs due to morphological, metabolic
factors and changes in gene expression, caused by chromosomal
abnormalities, point mutations and an aberrant DNA methylation
status [1]. The accumulation of multiple changes leads the
transformed cells to acquire typical characteristics and properties

that provide advantages over their normal counterpart.

Hanahan and Weinberg [2] described six properties acquired
from cancer during tumorigenesis: maintenance of cell proliferation,
inhibition of tumor suppressor genes, cell immonrtality, evasion

of apoptosis, sustained angiogenesis, activation of invasion and
metastasis [2].

In 2011, the same authors described other characteristics of
neoplasms, including the development and progression of cancer
in inflammatory processes; genomic instability; alteration of
energy metabolism (Warburg effect) and immune avoidance [3].
Knowledge about cancer genetics has progressed remarkably,
with the development of sequencing techniques for genetic
mutations. The cancer mutation scenario has been integrated
with transcriptome, epigenome and metabolome maps [4]. From
this knowledge therapeutic drugs have been developed for the
wearment of cancer (Figure 1).

In normal cells, cell proliferation is an event controlled by anti-
proliferative signals or by induction of programmed cell death
through an exogenous paracrine signal.
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Figure 1: Therapeutic indications that act on each registered trademark of cancer [2].

In tumor cells, proliferation is mainly autonomous and
decoupled from external mitogenic signals. Tumor cells synthesize
growth factors through autocrine stimulation, causing the
overexpression of a receptor that is more responsive to the normal
concentration of ligand, or expressing constitutively activated
surface receptors; or through the action of integrins (receptors
that mediate cell matrix and cell-cell contact). Thus, they are able
to increase cell survival, growth and maintenance of an aberrant
regulation of the SOS-Ras-Raf-MAPK cascade that continues to
transmit intracellular mitogenic signaling, even in the absence of
normal upstream stimulatory signals [5].

During carcinogenesis, if the DNA is damaged, as well as if
the nucleotides and nutrients are depleted, changes in the tumor
suppressor RB (retinoblastoma) genes, which control entry into
the cell cycle, may occur; and p53, which maintain the cell in the
G1 / S phase of the cell cycle. Cancer cells use other strategies to
escape programmed cell death, such as mutations that impair p53
function, with increased expression of apoptosis inhibitors (Bcl2,
Bcl-xL), negative regulation of pro-apoptotic factors (Bax , Bim
and Puma) and the activation of the phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) -Akt6 survival pathway [5,6].

Tumor cells show unlimited replicative potential through the
maintenance of telomerase or through a mechanism mediated by
recombination, called ALT (alternative lengthening of telomeres)
[7]. Angiogenesis occurs during the early stages of neoplastic
progression. Endothelial cells are stimulated by endothelial growth
factor-A (VEGF-A) and / or fibroblast growth factor (FGF) and
negative regulation occurs through thrombospondin 1 (TSP1) or
B-interferon8.

The new vessels contribute to the occurrence of metastases by
the loss of expression or mutations of the E-cadherin gene, or by

overloading genes that encode proteins involved in cell migration,

such as N-cadherin8.

It is worth mentioning that some elements within the
tumor microenvironment are important for the development of
a neoplasm. These elements include parenchyma cells, such as
fibroblasts, endothelial cells, pericytes, in addition to immune and
inflammatory factors recruited from T and B cells, macrophages,
neutrophils, mast cells and other cells derived from bone marrow.
These groups of cells are responsible for the synthesis of non-
cellular components of the tumor-associated stroma, such as
extracellular matrix proteins (ECM), proteases, cytokines and
growth factors [9].

The tumor stroma fibroblasts secrete growth factors (HFG,
EGF and b-FGF) and cytokines (SDF-1 and IL-6) leading to the
infilration of immune cells, which promote angiogenesis and
metastatic spread; by ECM remodeling and, therefore, influencing
the proliferation, survival and migration of cancer cells9. The
Warburg effect is another property of the neoplastic cell that
increases the energy potential with the production and secretion
of lactate from glycogen, without using oxygen10. Infiltrating cells
of the immune and inflammatory system include populations
with a different and therefore functionally heterogeneous
phenotype, mainly macrophages, dendritic cells (DCs), myeloid-
derived suppressor cells (MDSCs) and neutrophils. These cells
can act in opposite ways, both antagonizing and promoting tumor
development. Therefore, the frequency of inflammatory infiltration,
as well as its stage of maturation and spatial location within the
tumor microenvironment have decisive effects on the clinic and on
the immune responses [11].

Other elements capable of affecting the behavior of malignant
cells are of extracellular origin, such as pH, oxygen concentration
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(02), tissue pressure and fluid flow [10]. The identification of the
participation of these cells in tumor progression is paving the way
for research and development of new therapeutic possibilities,
targeting non-cancerous cells in the tumor microenvironment,
which often do not have unregulated proliferation rates or increased
genetic instability.

We cannat fail to mention that recent studies indicate thar a
carcinogenesis cannot be explained only by genetic changes, but
also by epigenetic changes, such as DNA methylation, modifications
of histones and microRNAs. These molecular changes lead to
permanent changesin the patterns of gene expression that regulate
the neoplastic phenotype [12].

Activated macrophagesoftype 1 (M1) secrete pro-inflammatory
cytokines and chemokines, which lead the development and
differentiation of auxiliary T lymphocytes 1 (Thl), Th17 and
natural killer cells (NK). They have high microbicidal activity,
immunostimulatory function and are present in incipient tumors,
where they are capable of killing tumor cells13. Type 2 (M2)
macrophages, on the other hand, express a set of different cytokines
and chemokines, such as CCL17, CCL22 and CCL24, promoting the
recruitment and development of regulatory T cells. This type of
macrophage stimulates tissue repair and remodeling, the process
of neoangiogenesis and tumor invasion and metastasis. Tumor
cells can regulate the function of tumor-assodated macrophages
(TAMs), “educating” them for an M2phenotype [13-16].

Dendritic cells, derived from bone marrow, are antigen
presenting cells (APCs) for T lymphocytes in lymphoid organs and
tissues, and comprise two subpopulations: myeloid dentritic cells,
which inhibit neoangiogenesis by producing IL-12 interleukin; and
plasmocytoid dendritic cells, which induce angiogenesis through
the production of TNF- @ and IL-8, as well as tumor progression
and metastases through the secretion of proteases, such as MMP-
1, -2, -3, -9 and -19 and their inhibitors, called tissue inhibitor
metalloproteinases (TIMFP) -1 and -2. These cells act as tumor-
promoting cells, inhibiting innate and adaptive immunity and
preventing the action of immunotherapy [3,16].

Neutrophils are capable of promoting the process of
angiogenesis, directly secreting VEGF, or inducing its release
through the production of MMPs, but, like other inflammatory cells,
they also have antitumor activity. In fact, they can kill tumor cells
by releasing proteases, membrane-perforating molecules, reactive
oxygen specimens (ROS) and cytokines, in particular TNF-a and IL-
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1R. According to the signals within the tumor microenvironment, it
can inhibit angiogenesis by elastase production [3].

Conclusion

Tumorigenesis isa dynamic, multi-phase process, characterized
by the acquisition of genetic and epigenetic alterations in which
tumor cells acquire characteristics that maintain their survival
and adaptation to the stress of the tumor microenvironment. Thus,
the fundamental marks of cancer represent the basis for cancer
research and the development of anti-neoplastic therapies.
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5 CONCLUSAO

O carcinoma neuroenddcrino do pulmao de pequenas células (CPPC) é
uma doenca maligna rara e extremamente agressiva, responsavel por 10 a 15%
dos casos de cancer de pulmdo, com uma taxa de mortalidade de 10%
sobrevida média relativa em 5 anos de 15,7%.

O tratamento do CPCP ainda é paliativo.Ao contrario do adenocarcinoma,
em que alvos moleculares, como mutac¢des do EGFR transformaram paradigmas
terapéuticos, ndo existem avancos pontuais para o carcinoma de pequenas
células.

Entretanto, avancos recentes na genética e na biologia molecular
permitiram a identificacdo de genes e proteinas produzidos ou superexpressos
pelos tumores.

Foram identificados no CPCP mutacbes no P16/ciclina D1l/via Rb,
expressao de proteina c-Kit, MEN1, PARP, PD1-PDL-1, DLL3, mas todos em
fase de estudo randomizado.

Tal como acontece com outros tumores sélidos, a busca de sucesso para
prolongar a sobrevida no CPCP envolve estudos moleculares emergentes, que
promovam o bloqueio de cascatas de sinalizacdo inerentes a tumorigénese
(EGFR, IGFR, mTOR, MET, PADL-1 sinalizacdo Hedgehog, sinalizacdo Notch).

Temos fortes evidéncias na literatura de que as vias de sinalizacao celular
possuem uma interdependéncia, e, por este motivo, foi realizado no estudo um
teste de correlagéo entre DLL3, EGFR e PDL-1, que demonstrou impacto clinico.

A avaliacao da expressao de Notch pode ser determinada por interacdes

compostas com EGFR, por meio da ativacdo da cascata PI3K / AKT / mTOR34,
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As vias Notch3 e EGFR / MAPK cooperam na modulagdo da apoptose. Notch3
regula Bim, uma proteina BH-3 da via de sinalizacdo MAPK. A perda da
expressao de Bim previne a apoptose tumoral induzida pela inibicdo de Notch3.
Portanto, as duas formas sdo interdependentes ou colaborativas®*°. A expresséo
de Notch é regulada positivamente por EGFR - TKIs, promovendo o
desenvolvimento de células cancerosas de pulméao resistentes3*°. O incentivo ao
estudo dessas vias é de especial importancia para o desenvolvimento de
terapias-alvo.

O primeiro ensaio clinico com o conjugado de anticorpo monoclonal
direcionado a  DLL3  clivavel por catepsina e ogiva de
pirrolobenzepipideo(RovaT) teve resultados iniciais satisfatérios. No estudo
TRINITY, na fase Il, foi suspenso devido a alta toxicidade334344346 Rova-T
aumenta a expressédo de PDL1 em células tumorais e aumenta a infiltragdo de
células imunes no tumor, sugerindo que Rova-T pode alterar os tumores para
um estado mais responsivo ao checkpoint. Rova-T ativa células dendriticas e
aumenta ccl5, 1I-12 e ICAM mais do que apenas anti-PD135%,

Recentemente, foi demonstrada a expressao do DLL3 em outros tipos de
orgdos e tumores, como bexiga, prostata, cérebro e novas pesquisas estdo
sendo realizadas, direcionadas ao DLL3.

Um exemplo € a utilizacgdo de DLL3 / CD3 ITE - novo anticorpo
biespecifico para células T semelhante a IgG, que induz a infiltracdo de células
CD4 e CD8 em tumores frios (ndo inflamados), tornando-os quentes
(inflamados). J& com bons resultados em tumores hematoldgicos 346,

A expressao de DLL3 no nosso estudo nao foi significativamente alta em

comparacédo com outros estudos.Nosso coorte foi retrospectivo, com amostras
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antigas, sem detalhes sobre tipo e tempo de fixagao; tipo de parafina; tamanho
da amostra; além do conhecimento de que ha& um microambiente tumoral
heterogéneo. Radonic et al. (2020) publicaram um estudo sobre variaveis pré-
clinicas para expressdo de DLL3 em imunohistoquimica, incluindo tempo de
Isquemia quente e fria, tipo de fixador e tempo de fixagc&do, descalcificacao;
recuperacao antigénica.ldentificaram que amostras recentes fixadas por 24h tém
maior expressao de DLL3; que o tipo de descalcificador pode reduzir a expressao
de DLL3, e que laminas com material para coloracdo posterior tém menor
expressdo de DLL33%3. Dessa forma, o incentivo para pesquisar esses fatores

relacionados a amostragem, processamento e coloracdo na avaliacdo do DLL3.
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6 PERSPECTIVAS

No Brasil ndo ha, até o momento, publicacdes sobre a expresséo do DLL3
no CPCP. A comunidade cientifica mundial possui dados de outros paises, mas
nao da América do Sul. Avaliar o comportamento sazonal e mesmo questionar
os resultados pode fornecer uma visdo global da epidemia do céancer de
pulméo?*. Em nosso trabalho, demonstramos uma tendéncia a correlagéo
inversa entre DLL3 e cromogranina , levantando a possibilidade de explorar o
tema em estudos futuros, assim como desenvolver estudos correlacionados com
a amostragem, processamento e coloracéo na avaliacdo do DLL3.

De acordo com Ajay cols. (2016) “ndo é apenas o tipo de pesquisa
realizada por cada pais que é relevante, mas o impacto que esta provavelmente

tera na pratica ou no incentivo a novos trabalhos”3%2.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo Citogenético, Molecular e Imunohistoquimico de Carcinomas de Pequenas Células do Pulmao e sua
Aplicagéo na Identificacdo de Marcadores com Influéncia sobre a Resposta Terapéutica e Prognostica.
1°- O cancer de pulméo € o tumor maligno,globalmente, mais frequente e a principal causa de morte nos
homens,sendo o principal fator de risco o tabagismo.0 tipo histologico de maior agressividade e menor taxa
de sobrevida é o carcinoma de pequenas células,considerado como doenga incuravel.Os objetivos atvais da
terapia visam aliviar os sintomas e prolongar a sobrevida.Desta forma, nos ultimos anos, tem havido
inferesse crescente na descoberfa de agenfes moleculares, que levem a producdo de terapias que
aumentem a sensibilidade ao tumor.Como mutagées de EGFR representam testes mais precisos para
predicio de ferapia anti-EGFR, propomos, iniciar a pesquisa, investigando anomallas  nesse
gene,posteriormente, incluindo outros genes e proteinas.
2°-Sendo assim, vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada "Estudo Citogenético,
Molecular e Imunohistoquimico de Carcinomas de Pequenas células de Pulmdo e sua Aplicacdo na
Identificagao de marcadores com Influéncia sobre a Resposta Terapéutica e o Prognostico”.
3°0 objetivo do estudo € investigar aspectos clinicos, moleculares e imunohistoquimicos em pacientes
portadores de neoplasia de pulmao de pequenas células que possam auxiliar no diagnostico, tratamento e
avaliagdo da resposta terapéutica.
4°-0 procedimento sera analise de material de biopsia prévia, armazenado no laboratorio de patologia e
citologia da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre.Para avaliar dados como idade, sexo,
resposta terapéutica, exames de imagem, sobrevida, serdo utilizados os prontuérios do paciente.
9°0s beneficios esperados com os resulfados desta pesquisa sao direcionados aos pacientes incluidos na
pesquisa, aos oufros pacientes com o mesmo tipo de lesdo; e para o desenvolvimento da ciéncia, o que
podera conferir mudangas no tratamento deste tipo de tumor no futuro.Nao ha risco, uma vez que sera
utilizado material arquivado, ndo sendo necessario nenhum tipo de interven¢do.Todos os dados serdo
confidencials, identidade e dados p is serdo mantidos em sigilo. Ndo haverd danos fisicos ou
icolégicos relacionados com a pesquisa.

6°E garantido que todos os gastos da pesquisa serdo absorvidos pelo or¢amento do estudo, nio havendo
custos ao paciente ou familiar responsavel.
7°E dada a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
que isso traga prejuizo ao paciente.Ressaltamos que a concordancia em participar nao implica em qualquer
modificagao no tratamento que ja esteja sendo realizado.Da mesma forma, a nao concordancia, também nao
ira alterar o tratamento.
8°E assumido o compromisso de proporcionar informagdo atualizada obtida durante o estudo, ainda que
esta possa afetar a vontade em continuar no estudo.
9°F dada a garantia de néo ser Identificado e ser mantido o caréter confidencial de informagdo em relagdo &
privacidade de qualquer dado que possa produzir a identificagdo do paciente durante a pesquisa.
10°-A equipe se compromete em utilizar apenas o material proveniente da biopsia armazenada no
laboratorio de patologia e citologia da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, ficando o restante do
material adequadamente, preservado, na instituicdo depositaria e a disposicdo do paciente.
10°-Caso existirem novas perguntas sobre este estudo, sobre os direitos como participantes do mesmo ou
prejuizo de qualquer natureza pela participagdo, podera ser contatado:
-Investigador principal-Paulo Ricardo Gazzola Zen-telefone 33038774. Endereco: Rua Sarmento Leite, 245, 4°
andar
-Co-investigador.Josenel Maria Barcelos Marcal-tel 98058266 ou 33038723.Endere¢o:Rua Sarmento
Leite, 245,subsolo
-Comité de ética da Santa Casa de misericérdia de Porto Alegre - sob coordenagdo Dr. Carlos Olea ou Dra.
Elizete Keitel, tel: 3214.8571, Endereco: Av. Independéncia, 155-6° andar-Hospital Dom Vicente
Scherer-POA-RS.

Estou ciente e de acordo com a realizacdo de estudos complementares por equipe multidisciplinar
e autorizo a utilizagdo do material proveniente do Laboratério de patologia e cifologia da Santa Casa para
aplicagao de técnicas necessarias ao estudo.Estou ciente que nao serao violados os segredos profissionais
obtidos. Assino o presente documento, em duas vias de igual teor, ficando uma em minha posse, ciente de
fodos os beneficios ou eventuais riscos.
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Porto Alegre,

Nome do paciente ou representante legal

Assinatura:.
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Nome do orientador responsavel
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Individual Study Information

This section describes the study and provides details on measurements, statistical
evaluations and immunohistochemical results of local Research Ethics Committees and
Institutional Review Boards.

1 INTRODUCTION

Small cell lung cancer is an aggressive cancer whose treatment is palliative, with a high
mortality rate.

Recent advances in genetics and molecular biology have enabled the identification of
genes and yields or overexpressed by neoplasms. Such products are tools for diagnosis,
evaluation of future results and, more recently, have been used for the development of
new targeted treatment modalities breaking the biological cycle of tumor progression.
The biomarker DLL3 acts on the regulation of tumorigenic capacity, related to the spread
and recurrence of small cell carcinoma. There are studies that have shown positive value
for response to treatment. Others, no incidence between expression and clinical
manifestations or mortality rate.

In Brazil, there are few studies on this biomarker, which makes it important to define its
expression and correlation with clinical data, habits, diseases and mortality rate

1.1 DELTA 3 PROTEIN (DLL3)

The Delta-Like 3 or DLL3 protein is a 65-67 KDa member of the delta protein family. It
1s expressed in embryonic cells, such as somitic mesoderm, cochlear hair cells and neural
tube hair cells, which are undergoing differentiation. (BULMAN et al, 2000). The DLL3
gene is located on chromosome 19q13.2, and is also known as delta 3, delta like 3,
drosophila delta homologous 3, pudgy, SCDOI.

DLL3 is found mainly in the Golgi apparatus and endosome, where it promotes the
degradation of the NOTCH family. Human DLL3 is a 592 amino acid type I
transmembrane protem. It has a 466 amino acid extracellular domain that contains a
NOTCH DSL binding domain (AA 176-215), followed by 6 EGF-type repeats (AA 216-
465) . There 1s an isoform variant that contains a substitution of alanine for AA 588-618.
(SAUNDERS et al, 2016)

The DII3 protein mhibits primary neurogenesis, being involved in the development of
autosomal recessive diseases, such as spondylodysostosis 1 and spinal-costal dysostosis.
It plays an important role in the formation of somite limits during segmentation of the
paraxial mesoderm. (BULMAN et al, 2000)
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2 OBJECTIVES
2.1 GENERAL OBJECTIVE

Evaluate the expression levels of the immunohistochemical marker DLL3 in neoplastic
tissue of patients with neuroendocrine small cell lung cancer and correlate with the
expression of the EGFR, PDL-1, Cyclin D1, Ki67 markers and with clinical-demographic
data that can assist in the diagnosis and design of therapeutic protocols and prognostic
evaluation.

2.2 SPECIFIC OBIECTIVES

-Assess the expression of marker DLL3 in neoplastic cells of patients diagnosed with
small cell lung cancer

-Correlate the expression of the DLL3 marker in patients with small cell lung cancer with
the expression of the PDL-1, EGFR, CiclinD1 and Ki67 markers

-Correlate the expression of marker DLL3 in neoplastic tissue of patients with small cell
lung cancer with clinical-demographic data

-Assess the survival curve according to the expression of the marker DLL3 in tumors of
patients with small cell lung cancer.

3 SUPPLEMENTAL MATERIAL

Term Definition material suplementar

Conceptualization | Evaluation of DLL3 expression in small cell lung
carcinoma in southern Brazil and its correlation with
EGFR, PDL-1, CICLIN D 1, neuroendocrine markers
and clinical findings
Methodology Paraffin block sections in 2 microns (LEICA RT
2151).Glass blades with silane (3-aminopropysyl), 30
min parafinization, For each panel: positive control
and manufacturer dilution data, Anti-EGFR, anti-
cyclin D1 and Ki67 ,Anti-DII3 and anti-PDL-1-
automated immunocoloration, Counter-coloring with
Harris Hematoxylin, Ammonia, Oxalols, Xilol,
Assembly, Olympus CX41 Optical Microscope,
under magnifications of , 10X, 20X and 40X100X,
PDL-1-marking membrane and cytoplasm, Anti-
cyclin D1-nuclear marking, Anti-EGFR-cytoplasmic
and membrane marking, Ki 67-nuclear marking

Data processing and analysis: SPSS programs for
Software Windows (version 22.0), Microsoft®

Valiation Retrospective Cross-Sectional Study n = 40.Place of
realization:Federal University of Sciences of The
Health of Porto Alegre and Hospital Complex Santa
Casa de Misericérdia de Porto Alegre. From January
2006 to April 2016. Data collection sheet diagnosis,
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smoking, alcohol consumption, symptomatology.
previous oncologic history and treatments with
chemotherapy and radiotherapy, ate of biopsy
diagnosis Date of death or date of the last follow-up
for survival assessment obtained in
prontuariosPositive controls for stains on each blade.
Evaluation of data by two professional statistics

Formal analysis

Evaluation of data by two professional statistics.
Comparison of variables, analysis of
histopathological and immunohistochemical data.
Absolute and relative and average frequency.Test Chi
Square and Fisher's Exact Test.Kaplan Meier method
to assess survival and progression of the disease.

Ivestigation

Conducting a bibliographic review, case listing,
research project and their referral to the ethics
committee of the Brotherhood Santa Casa de
Misericordia. Selection of patients, obtaining the
reports, review of prontuaries, organization of
blocks.Purchase of antibodies.testing of
stains.technical procedure of immunohistochemistry.
Reading and annotations of results,statistical analysis,
writing of the article, pictures of the blades.

Resources

PDL-1, clone Cal-10, dilution of 1:100 (Rabbit
Monoclonal Antibody)-Manufacturer: BIOCARE
MEDICAL, USA; -Anti-Cyclin D1, clone SP4-R-
Dilution ready for use, Rabbit Monoclonal Antibody
Manufacturer: VENTANA; -EGFR-A750del
(SP111), Rabbit Monoclonal Antybody - dilui¢ao
pronta para usoFabricante: VENTANA; DLL3
Antibody orb 100059, Rabbit polyclonal-
manufacturer: BIOCARE (Byorbyt, San Francisco,
USA).

Writing —
Original
Draft

Project presented in the academic week of the
graduate program of the Federal University of Health
Sciences of Porto Alegre

Writing —
Review& Editing

Preparation, creation and/or presentation of the
published work by those from the original research
group, specifically critical review, commentary or
revision — including pre-or postpublication stages.

Visualization

Preparation, creation and/or presentation of the
published work, specifically visualization/ data
presentation in August, 2019.

Supervision
Administration

Supervision-professor Paulo Ricardo Gazzola
Zen;execution and distribution of tasks-MD,phD
student of the graduate program Josenel Maria
Barcelos Margal.
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Funding Acquisition of materials with own proceeds
acquisition

4 IMMUNOHISTOCHEMISTRY TECHNIQUE

2-micron sections in a rotating microtome (LEICA RT 2151) of tissues fixed in 10%
buffered formaldehyde and embedded in paraffin, were mounted on glass slides coated
with silane (3-aminopropylsilane). histological (De LEO) at 60 degrees Celsius for 30
minutes. For each panel, a positive control was chosen and previously tested, using the

manufacturers' dilution data.

For anti-EGFR, anti-cyclin D1 and Ki 67 antibodies, the VENTANA BenchMark Ultra
automated immunostaining platform was used, accompanied by the VENTANA
ultraview DAB THC detection kit For anti-DLL 3 and anti-PDL-1 antibodies, processing
was performed by an automated DAKO AUTOSTEINER LINK 48 system, containing
the staining reagents composed of a buffer (wash buffer 20%), vision flex peroxidase-
blocking, flex + mouse, flex + rabbit, flexHRP.After automatic processing, the slides
were washed in distilled water and counterstained with Haris' hematoxylin (1 mimute),
ammonia (2 minutes), dehydrated in a series of 90% ethyl alcohol, clarified in xylol and

assembled with Canadian balsam.

Characteristics of the Primary Antibodies Tested:

PDL-1, Cal-10 clone, | Manufacturer: | Control: lung Cell

(Rabbit Monoclonal BIOCARE adenocarcinoma | localization: | IgG

Antibody). MEDICAL, membrane /
USA cytoplasm
Diluigao
1:100

Anti-Cyclin D1, SP4-

R- Rabbit

MonoclonalAntibody,

Anti-EGFR-A750del Control: lung

(SP111), Rabbit adenocarcinoma

MonoclonalAntybody-

Ki67- clone 30-9,

Rabbit Monoclonal

Antybody

Anti-DLL3 Antibody | BIOCARE Location:

orb 100059, Rabbit (Byorbyt, San

polyclonal Francisco, cytoplasm

USA).
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Dilution: 1:
100

5 ETHICAL ASPECTS

The waiver of the use of IC was requested, based on the following data:

a) Asitis a retrospective descriptive study. which used only information from
medical records, information systems available at the institution;

b) Because all data were handled and sported anonymously, without the nominal
identification of the research participants;

¢) Because the results of the study obtain the aggregated training, not allowing the
individual identification of the participants;

d) Because it is a non-interventionist study (without medicine) and without changes /
influences in the research participant's routine / treatment, and consequently
without adding risks or losses to their well-being.

¢) Mainly because the deceased participants and / or no contact possibilities (without
regular monitoring at the institution, without valid residential means and / or
without contact after at least three frustrations). based on Res. CNS 466/12 item I'V.8
which contemplates the waiver of the IC in situations of impossibility to obtain it.

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO “GREre
ALEGRE - ISCMPA

VD0 D0 e

Attached 1s Ethics and Research Committee of the Santa Casa de Misericordia in Porto
Alegre-RS (ISCAMP), opinion substantiated number 1.856.228

Address: Rua prof° Annes Dias,295 hospital Dom vicente Scherer

Neighborhood: center,6° floor ~ CEP: 90.020-090

UFRS County:Porto Alegre

Telephone:55(51)3214-8571  FAX:55(51)32148571  Email:cep@santacasa.tche.br
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Attachment 1
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Figure 2: Photomicrography with an increase of 400x. Immunohistochemistry.
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Attachment 2

Table 1: Clinical characteristics of patients with SCLC and their correlations with

positive DLL3 vs. negative DLL3.

DLL3 (+) DLL3 (-)
Characteristics n=13 n=27 P

value
Age, years 65.3+10.1 67.7+10.5 0.480
Female sex, number (%) 6(46.2) 12 (44.4) >0.99
Metastasis, number (%) 10 (76.9) 21 (77.8) >0.99
Smoking, number (%) 10 (76.9) 23 (85.2) 0.662
SAH, number (%) 7 (53.8) 13 (48.1) >0.99
Dyslipidemia, number (%) 0(0.0) 2(7.9) >0.99

11

Table 2:Distribution of positive results for selected markers among SCLC patients
with positive DLL3 versus negative DLL3.

DLL3 (+)
Positive markers n=13
Chromogranin A, number/ not 4.13 (30.8)
evaluated (%26)
CK7, number (9) 11 (84.6)
Synaptophysin, number/ not 9/12 (75.0)
evaluated (%)

CD56, number (26) 13 (100.0)
TTF1. number (%) 12 (92.3)
EGFR, number (%) 6 (16.2)
PD-L1, number (%) 4 (30.8)
Cyclin-D1, number (%) 7 (538)
Ki-67, number (%) 13 (100.0)

DLL3 (=)
n=27
15/25
(60.0)

20 (74.1)
23/26
(885)

23 (85.2)

25(92.6)

8(29.6)

3(1L1)

8(29.6)

23(85.2)

OR
0.30

193
0.39

517
0.96
2.04
3.56
277
517

95%CI
0.07 -1.23

0.34-10.92
0.07 - 2.31

025- 104
0.08-11.66
0.52 - 8.00
0.66-19.11
0.71-1088
0.25- 104

P
value
0.170

0.690
0.357

0.284
>0.999
0.480
0.187
0.175
0.284
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Unpublished Figures

Photomicrography: 400X- magnification. Immunohistochemistry. Positivity for DLL3.

The staining is intense, but does not adequately define the membrane and cytoplasm.
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Photomicrography: 400X- magnification. Immunohistochemistry. Cytoplasmic and
membrane positivity for DLL3

Photomicrography: 400X- magnification. Immunohistochemistry. Cytoplasmic and
membrane positivity for DLL3. Note that there is extensive necrosis

Fragments on the blade are scarce

Photomicrography: 400X- magnification. Immunohistochemistry. Cytoplasmic and
membrane positivity for DLL3. The cell has little cytoplasm, and the staining is weak
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Photomicrography: 400X- magnification. Immunohistochemistry .Cytoplasmic and
membrane po sitivity for DLL3. Few positive cells, but strongly stained

Excel Table
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T
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Excel Table.DLL3-related clinical data
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- Carta resposta: foi anexada na Plataforma Brasil em 22/11 com o procedimento que

sera realizado para utilizagdo do TCLE e esta adequado.
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