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RESUMO

Introducao: estudos recentes confirmam a natureza endécrina do carcinoma indiferenciado de pequenas células do pulmao bem
como das suas apresentagdes extra-pulmonares. O objetivo do estudo foi comparar a utilidade da Protein Gene Peptide 9.5 (PGP 9.5)
com a enzima enolase neur6nio especifica (NSE), o hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH) e a calcitonina na diferenciacao enddcrina
do carcinoma indiferenciado de pequenas células extra-pulmonares. Material e métodos: andlise de dados primdrios nao publicados.
A técnica imunohistoquimica utilizada foi através do método da peroxidase-antiperoxidase (PAP) utilizando anticorpos PGP 9.5; NSE;
ACTH e calcitonina. O teste de Mc Nemar foi estatisticamente significativo com p < 0.05. O coeficiente de correlagao de Spearman foi
utilizado para se estabelecer os niveis de concordancia entre as varidveis ordindrias mais sensiveis. Resultados: as sensibilidades do PGP
9.5; NSE; ACTH e calcitonina foram 79,3%; 93,1%; 3,4%; e 6,8%, respectivamente. A andlise com o teste de Mc Nemar nao mostrou
diferenca entre as sensibilidades do PGP 9,5 e a NSE (p = 0,2888). A distribuicao foi significativa (p < 0,0001) quando se comparou o
PGP 9.5 com o ACTH e a calcitonina. O coeficiente de correlagao de Spearman calculado para indicar o grau de associagao entre PGP
9.5 e a enzima NSE foi - 0,139 (p = 0,4620). Conclusao: o PGP 9.5 e a enolase neurdnio especifica sao similares para a diferenciagao,
através da imunohistoquimica pelo método da peroxidase-antiperoxidase, do carcinoma de pequenas células extra-pulmonares.

Descritores: carcinoma de pequenas células, neoplasias pulmonares.

ABSTRACT

Introduction: recent studies have confirmed the endocrine nature of small cell lung cancer and extra-pulmonary small cell carcinoma.
The aim of this study was comparison of the usefulness of protein gene peptide 9.5 (PGP 9.5) with neuron-specific enolase (NSE),
adrenocorticotrophic hormone (ACTH) and calcitonin to endocrine differentiation of extra-pulmonary small cell carcinoma by
immnunohistochemistry. Material and methods: analysis of not published primary date. Immunohistochemistry (peroxidase antiperoxidase)
using antibodies to PGP 9.5, NSE, ACTH and calcitonin. Sensitivity of tumor markers. Mc Nemar test statistically significant with p less
than or equal to 0.05. Spearman coefficient of correlation was used to establish levels of agreement among ordinal variables more
sensitivities. Results: the sensitivity of PGP 9.5, NSE, ACTH and calcitonin were 79.3%, 93.1%, 3.4%, 6.8% respectively. The analysis
with Mc Nemar test showed no difference between the sensitivity of PGP 9.5 and NSE (p = 0, 2888). Comparison between PGP 9.5 with
ACTH and calcitonin, the distribution was significant (p < 0, 0001). Spearman rank correlations was — 0, 139 (p = 0, 4620) for PGP 9.5
versus NSE. Conclusion: PGP 9.5 and neuron-specific enolase are similar to diagnostic endocrine differentiation by immunohistochemistry
(peroxidade-antiperoxidade method) in small cell carcinoma extra-pulmonary.
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Introducao

Do ponto de vista do estadiamento e do
tratamento, os carcinomas bronquicos sao classificados
em dois grandes grupos: a) carcinoma nao pequenas
células (NSCLC), e b) carcinoma de pequenas células,
com caracteristicas neuroendécrinas (SCLC)." Isto porque
esses dois grupos de neoplasias possuem diferentes
comportamentos biolégico e prognéstico, além de
estarem associados a diferentes respostas terapéuticas.

Os carcinomas classificados como nao pequenas
células apresentam heterogeneidade fenotipica, e a cura
e a sobrevida dos pacientes portadores dessa neoplasia
estdo diretamente associadas a sua ressecabilidade
cirGrgica. Por esta razao, a subclassificagao precisa do
tipo celular € menos importante do que o diagnéstico
diferencial entre carcinoma brénquico de pequenas
células e carcinoma bronquico de nao pequenas células?®.

Qual a importancia pratica em se determinar tal
fendtipo?

Estudos de Gazdar® e colaboradores e de Silva
Junior e Cardoso* demonstraram que o fenétipo neuro-
enddcrino associa-se a uma melhor resposta a
quimioterapia e a uma melhora na sobrevida nos
pacientes com carcinoma pulmonar de pequenas
células. Demonstraram também que alguns dos
carcinomas brénquicos sdao pequenas células, que
apresentam diferenciacdo neuroendécrina, sio mais
agressivos e com disseminacao mais precoce do que os
que ndo apresentam tal diferenciacao. Tais conclusoes
somente foram possiveis ap6s o desenvolvimento da
técnica de imuno-histoquimica (IHQ).

Os carcinomas de pequenas células também
podem ocorrer em outros 6rgaos, com as mesmas
caracteristicas morfolégicas daqueles que acometem
o0s pulmoes. Carcinomas de pequenas células ja foram
diagnosticados no esofago, célon, laringe, glandulas
salivares, pancreas, colo uterino, estomago, timo,
prostata, bexiga, pele, seios paranasais, endométrio,
mama e vesicula biliar’.

A enzima enolase neurdnio especifica (NSE), esta
sendo mais estudada como expressdo do fenétipo
neuroendécrino dos carcinomas bronquicos porque é
o marcador tumoral mais sensivel para caracteriza-lo.
Além disso, ela é capaz de diferenciar os seus

mimetizadores mais freqiientes no diagnéstico
histopatolégico convencional que sdo o carcinoma da
mama e os linfomas.®

O objetivo do estudo foi comparar PGP 9.5
(Protein Gene Peptide 9.5) com a enolase neurdnio
especifica, o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) e
a calcitonina, por meio da imuno-histoquimica, para
o diagndstico de diferenciacao enddcrina do carcinoma
de pequenas células extra-pulmonar.

Material e métodos

Delineamento: estudo secundario correspondendo
a revisao nao sistematica, conduzida a partir do estudo
primario publicado por Springall e colaboradores °.

Os dados primarios de vinte e nove pacientes com
carcinoma de pequenas células extra-pulmonares,
caracterizados quanto ao seu sitio primario, subtipo
histolégico, imuno-histoquimica para NSE, PGP 9.5 e
peptideos especificos - ACTH e calcitonina foram
selecionados.

A técnica imuno-histoquimica utilizada pelos
pesquisadores foi aquela denominada por peroxidase-
antiperoxidase (PAP), e a intensidade da imunorreati-
vidade dos marcadores foi graduada, como dados
nominais, em negativa (-), fraca (+), moderada (++)
ou forte (+++).

Andlise estatistica: os dados de todos os casos
descritos por Springall e colaboradores®, foram
transferidos para planilha eletronica do software
Microsoft Excel? 2000, com a finalidade de estudo
estatistico analitico nao publicado’.

O resultado do teste com a PGP 9.5 foi considerado
o padrao aureo para comparagdo com os demais
exames. Os resultados pareados foram analisados
conservando os pares, a partir da colocagao deles nas
quatro células de uma tabela de contingéncia 2 x 2.

A significancia estatistica foi avaliada pelo teste
de Mc Nemar®, uma modificagao alternativa para o
teste do Qui-quadrado para analisar amostras
emparelhadas com n > 25. A sensibilidade de cada
exame foi determinada com seus respectivos intervalos
de confianca de 95 % estimado pela férmula baseado
no teorema binominal. A correlacdo entre o exame
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mais sensivel com o padrao aureo foi calculada através
do coeficiente de Spearman (rs). Os testes estatisticos
mencionados foram calculados utilizando-se o
programa MedCalc.

Resultados

Dos 29 casos de carcinoma de pequenas células
extra-pulmonares descritos no estudo original de
Springall e colaboradores®, 22 (75,8%) eram de esofago,
2 (6, 8 %) de laringe, 2 (6, 8%) de estdbmago e 2 de
célon (6,8 %) e 1 (3,4%) de bexiga.

Os subtipos histolégicos encontrados pelos autores
incluiam: o tipo “oat cell” ou de pequenas células, misto
entre pequenas células e células intermediarias e
pequenas células combinadas com escamoso e/ou
diferenciacao endécrina.

Todos os subtipos histolégicos encontrados no
c6lon e na laringe eram de pequenas células. Nos
dois pacientes com o tumor no estdbmago, um era
misto e o outro combinado. Nos 22 pacientes com
o tumor no eséfago, 14 eram do subtipo misto
(63,6%), 7 eram do subtipo pequenas células - “oat
cell” (31,8%) e 1 paciente com subtipo combinado
(4,5%).

Somente o caso com tumor combinado no esdfago
possufa diferenciacao escamosa, glandular e carcinéide.

A sensibilidade dos diversos marcadores para
diferenciacdo endécrina nos casos de tumores de
pequenas células extra-pulmonares, foram resumidos
na tabela 1.

Tabela 1 - Sensibilidades dos marcadores de diferenciagao endécrina pesquisados pela
técnica imuno-histoquimica de peroxidade-antiperoxidase nos 29 casos de carcinoma

de pequenas células extra-pulmonar.
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A significancia estatistica avaliada pelo teste de
Mc Nemar foi resumida na tabela 2.

O coeficiente de correlagao de Spearman,
calculado para indicar o grau de associacao entre PGP
9.5 e a enzima NSE foi de — 0, 139 com valor de p
igual a 0,4620 e intervalo de confianca a 95% de —
0,481 e 0,240.

Discussao

As técnicas de imuno-histoquimica detectam
moléculas (antigenos) teciduais. E de grande valor nos
diagnésticos anatomo-patolégicos e na investigagao
cientifica’. O mecanismo bdsico é o reconhecimento
do antigeno por um anticorpo primario associado a
diversos tipos de processos de visualizagao.

O reconhecimento do antigeno por um anticorpo
primario pode ser de uma maneira direta - o anticorpo
primario é diretamente marcado, geralmente por
substancia fluorescente ou enzima, ou indireta - o
anticorpo primario serve como antigeno para um
segundo anticorpo (secundario) de outra espécie
animal marcado’.

Atualmente estao disponiveis um grande nimero de
anticorpos para uso em tecidos fixados em formol e
incluidos em blocos de parafina, permitindo posterior
estudo dos blocos arquivados por longos periodos’.
Além de definicao da histogénese de neoplasias
morfologicamente indiferenciadas, imunofenotipagem
de neoplasias ja classificadas pela morfologia e
identificacdo de produtos de sintese das células
neoplédsicas, especialmente
tumores enddcrinos, outras
indicacoes para a IHQ sdo a
pesquisa de marcadores prognés-

Marcador Sensibilidade (%) Intervalo de confianca 95% ticos, auxilio na diferenciagao
Protein Gene Peptide 9.5 79, 3 64,6-94,0 entre neoplasias e estados
/IiréoTl;ﬁi Neuroénio Especifica 93,1 83,8 —1102, 2 reacionais, e detecgao de anti-
3,4 -3,1-9,9 . .
’ ’ ’ n ntes inf J.
Calcitonina 6 8 23 159 genos de agentes infecciosos

Fonte: Springall DR, et al. ] Pathol 1986; 150: 151-162.
* Horménio Adrenocorticotréfico

Tabela 2 - Significancia estatistica da comparacao entre a técnica de PGP 9.5 com os
demais marcadores para diferenciagdo enddcrina nos 29 casos de carcinoma de pequenas

células extra-pulmonares.

A sensibilidade da PGP 9.5
como marcador pan-neuro-
enddcrino na imunorreagao foi
de 79,3%. A sensibilidade da
NSE como marcador de ex-
pressao de fendtipo neuro-

endocrino na imunorreacao foi

Marcadores comparados com PGP 9.5 * X? Valor de p

NSE ** 1,1250 0, 2888 de 93,1%. A sensibilidade do
ACTH *** 20,0455 < 0,0001 ACTH e da calcitonina como
CALCITONINA 18,0500 < 0,0001 marcadores tumorais endé-

Fonte: Springall DR, et al. ] Pathol 1986; 150: 151-162.
* Protein Gene Peptide 9.5

** Enolase Neur6nio Especifica

*** Hormonio adrenocorticotréfico

crinos presentes na imunor-
reacao foi de 3,4% e 6,8%,
respectivamente.
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Quando NSE, ACTH e calcitonina foram
comparados, pelo teste de Mc Nemar, com a PGP
9.5, somente ACTH e calcitonina obtiveram
diferenca, estatisticamente significativa para
diagnéstico imuno-histoquimico do carcinoma de
pequenas células extra-pulmonares. Ambos com
sensibilidades muito peque-nas em relagao a PGP
9.5 e NSE.

Vérios estudos da literatura mencionam que a
sensibilidade de diagndstico da NSE e da PGP 9.5, por
imuno-histoquimica, dos carcinomas de pequenas
células da bexiga, esdfago e outras localizagoes sao
semelhantes ao da localizagdo pulmonar'®'.

Coifman e colaboradores', em pesquisa realizada
no Brasil, concluiram que a calcitonina plasmética nao
€ um marcador tumoral Gtil no acompanhamento dos
tumores de pulmao, porém somente 21,4% (12/56)
dos pacientes pesquisados eram do tipo carcinoma
indiferenciado de pequenas células.

Gross' também chegou a conclusao anterior, mas
enfatizou que a associacdo de diversos marcadores
séricos é importante para a identificagdo de pacientes
com pior sobrevida.

A secrecao de ACTH ectépico estd associada,
como manifestacdo paraneopldsica a tumores
malignos, geralmente o carcinoma indiferenciado de
pequenas células do pulmao ou os tumores
carcinéides, e tem como manifestacao clinica a
sindrome de Cushing'.

Mori e colaboradores' estudaram dez casos de
carcinoma de pequenas células do eso6fago com
imuno-histoquimica para ACTH e calcitonina. As
sensibilidades encontradas foram 60% e 30%,
respectivamente.

Baldi e colaboradores’ concluiram que mesmo
as neoplasias ndo pequenas células com marcadores
neuroenddcrinos positivos na imuno-histoquimica,
devem ser considerados como carcinomas de células
ndo pequenas com diferenciacdo neuroendécrina,
mesmo que nao tenham as caracteristicas histologicas
das neoplasias neuroenddcrinas.

O coeficiente de correlacao de Spearman (r)
calculado para indicar o grau de associacao entre PGP
9.5 e a enzima NSE foi de — 0,139 (p = 0,4620; IC
95%: — 0,481 - 0,240). Sua magnitude varia entre — 1
(correlacao perfeita negativa) e + 1 (correlagao perfeita
positiva), passando pelo valor 0 (auséncia de
correlagao), sendo interpretada do mesmo modo que
o coeficiente de correlacao de Pearson®. O valor de r,
igual a - 0,139 conduz a interpretacao da magnitude
da forga de associagdo como sendo negativa e pequena,
com nivel de significancia, estatisticamente, nao
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significativo. Nao foram encontrados na literatura
consultada, dados para comparagao.

A significancia estatistica da presente pesquisa
foi demonstrada pelo ponto de corte do valor de p.
Por outro lado, um resultado é significante
clinicamente, e importante, se o intervalo de
confianga para o parametro de interesse difere do
valor especificado na hipdtese nula por uma
quantidade considerada, clinicamente, relevante.
Assim, o intervalo de confianga é um complemento
do nivel de significancia.

Analise da tabela 1 concluiu que o marcador
enolase neurdnio especifica, além de ser significante,
estatisticamente, é importante do ponto de vista da
significancia clinica para diagnéstico de diferenciagao
endocrina dos carcinomas de pequenas células
extra-pulmonares.

As informagoes decorrente da presente pesquisa
possuem relevancia clinica e validade externa, sendo
capaz de melhorar a vida dos pacientes, porque
respondem de forma afirmativa as seguintes perguntas
sugeridas por Slawson e Shaughnessy'” : a) esta a
informacao voltada para a solugdo de um problema
especifico? b) a intervengdo proposta pelos resultados
da investigagao é factivel? ¢) se a investigagao é
verdadeira, acarretard uma mudanga significativa na
prética clinica?

Segundo Wannmacher e Fuchs'®, por relevancia
clinica, entende-se a avaliacao de desfechos importantes
para os pacientes derivados dos fatos em vez da
“autoridade” ou de impressdes da experiéncia clinica.
Desfechos importantes decorrentes do presente trabalho
sao: complementagao diagnéstica, durante o
estadiamento, da diferenciacdo endécrina de um
carcinoma de pequenas células extra-pulmonares, com
extensdo a qualquer carcinoma brénquico; avaliacao
em pesquisas, com delineamentos préprios e do impacto
da diferenciagao enddcrina na sobrevida dos pacientes.

A utilidade de uma informagao pode ser medida
pela seguinte relacao'®: utilidade de informacao =
(relevancia x validade)/trabalho.

Um editorial do Dr. Klaus L. Irion", iniciou-se com
a seguinte pergunta: “é preciso mudar o destino do
paciente com carcinoma brénquico. Existe alguma
alternativa além do diagnéstico precoce e de nao
fumar?”. As conclusées do presente estudo respondem
que sim.

Podemos concluir que o diagnéstico por imuno-
histoquimica da diferenciagao enddcrina dos carcinomas
de pequenas células extra-pulmonares é semelhante para
PGP 9.5 e NSE, mas nao para o ACTH e a calcitonina. A
diferenciagdo endécrina dos carcinomas de pequenas



células extra-pulmonares é semelhante aos carcinomas
pulmonares de pequenas células.

Comentarios

Existem trés maneiras gerais para o uso de dados
existentes: andlise de dados secundarios, estudos
suplementares e revisoes sistematicas. O uso criativo
de dados primarios é uma forma eficaz para
pesquisadores, com tempo e recursos financeiros
limitados, comegarem a responder questdes de
pesquisa importantes de forma répida e eficiente.
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