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OLIVEIRA, Marbele Guimardes de. Estudo de padrdes histologicos e perfil imuno-
histoquimico em linfonodos mediastinais que interferem na sensibilidade e especificidade do
exame de pet/ct em estadiamento de pacientes com carcinoma de pulmio ndo pequenas
células. 2021. 87 f. Tese (Doutorado em Patologia) — Instituto Gongalo Moniz. Fundagao
Oswaldo Cruz, Salvador, 2021.

RESUMO

INTRODUCAO: O cancer de pulmio é a causa mais comum de mortalidade relacionada ao
cancer em todo o mundo, representando 18% de todas as mortes por cancer. As novas
estratégias de tratamento tornam necessaria uma abordagem multidisciplinar integrada entre
patologistas, clinicos, bidlogos moleculares, radiologistas e cirurgioes. A investigagao através
de técnicas de imagem e metabodlicas, como PET/CT, na avaliagdo de metastases para
linfonodos mediastinais vem sendo recomendada; contudo, a analise dos resultados é
dificultada prioritariamente por resultados falso-positivos. OBJETIVO: O presente estudo
investigou as alteragdes histopatologicas neoplésicas e, especialmente, ndo neoplasicas, assim
como a imunoexpressio de GLUT1 e Ki67 para avaliagdo de metabolismo celular e
proliferagdo celular, respectivamente, correlacionando-as aos resultados do exame PET/CT
com FDG-'"YF numa amostra de pacientes com CPNPC. METODOS: Realizado estudo
retrospectivo com 54 pacientes com CPNPC provenientes de centro de referéncia. As laminas
e blocos foram submetidos a exame histologico para avaliacdo de padrdes histologicos
neopléasicos e ndo neoplasico, e posteriormente a exame imunoistoquimico para andlise de
marcadores de proliferagdo e metabolismo celular, Ki67 e GLUT]1, respetivamente. Analises
estastisticas foram realizadas para verificacao de associagao ou correlagdao destes dados com
informagdes clinicas e de exame de PET/CT, em especial, medidas de SUV e tamanho dos
linfonodos. RESULTADOS: Observou-se associagdo estatisticamente significante dos
padrdes histoldgicos de histiocitose com extensdo paracortical com antracose (p=0,0001) e de
hiperplasia folicular com ntimero de cigarros/dia (p=0,001), respectivamente; no entanto, sem
associacdo de padrdes histologicos com os valores de captacio no PET. A reacdo
granulomatosa como resultado falso-positivo correspondente ocorreu em apenas 1/54 (1,8%)
pacientes. Houve correlagdo estatisticamente significante entre o indice de proliferacao celular
(Ki67) e o metabolismo celular (GLUT1); assim como entre o indice de proliferagdo celular
(Ki67) e SUV 1h (p=0,013) e SUV 2h (p=0,020); no entanto, 0 mesmo ndo ocorreu para
avaliacdo de metabolismo celular (GLUT1 - EIR), possivelmente em decorréncia de captagao
de glicose por outro transportador em linfonodos reativos. A associagdo de técnicas de
imagem ¢ metabolismo unindo tomografia computadorizada e PET, aumentam a
especificidade do exame de 54% e 57%, respectivamente, para 71%; e, o valor preditivo
negativo atinge 71%. CONCLUSAO: Houve correlagio estatisticamente significante entre a
positividade de marcadores de proliferacdo celular (Ki67) e de metabolismo celular (GLUTT1)
assim como de proliferacao celular (Ki67) e SUV; no entanto, ndo houve associacdo entre
padrdo histolégico em linfonodos e captagdo no PET/CT. A reagdo granulomatosa foi
incomum como causa de falso positivo no exame de PET/CT. A associacao de técnicas de
imagem e metabolismo unindo tomografia computadorizada e PET, aumentaram
principalmente a especificidade.

Palavras-chave: Linfonodos mediastinais; Carcinoma pulmonar; PET/CT.



OLIVEIRA, Marbele Guimaraes de. Study of histological patterns and immunohistochemical
profile in mediastinal lymph nodes that interfere with the sensitivity and specificity of the
PET/CT exam in staging patients with non-small cell lung carcinoma. 2021. 87 f. Tese
(Doutorado em Patologia) — Instituto Gongalo Moniz. Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador,
2021.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Lung cancer is the most common cause of cancer-related
mortality worldwide, accounting for 18% of all cancer deaths. The new treatment strategies
require an integrated multidisciplinary approach between pathologists, clinicians, molecular
biologists, radiologists and surgeons. Investigation through imaging and metabolic
techniques, such as PET/CT in the evaluation of metastases to mediastinal lymph nodes has
been recommended; however, the analysis of the results is hampered primarily by false-
positive results. OBJECTIVE: The present study investigated neoplastic and, especially,
non-neoplastic histopathological changes, as well as the immunoexpression of GLUT1 and
Ki67 to assess cell metabolism and cell proliferation, respectively, correlating them to the
results of the PET/CT examination with FDG-18F in a sample of patients with NSCLC.
METHODS: A retrospective study was carried out with 54 patients with NSCLC from a
referral center. The slides and blocks were subjected to histological examination to assess
neoplastic  and  non-neoplastic  histological  patterns, and  subsequently to
immunohistochemical examination to analyze cell proliferation and metabolism markers,
Ki67 and GLUT]1, respectively. Statistical analyzes were performed to verify the association
or correlation of these data with clinical information and PET / CT examination, in particular,
SUV measurements and lymph node size. RESULTS: There was a statistically significant
association between histological patterns of histiocytosis with paracortical extension with
anthracosis (p = 0.0001) and follicular hyperplasia with a number of cigarettes/day (p =
0.001), respectively; however, however, histological patterns were not associated with PET
uptake values. The granulomatous reaction as a corresponding false positive result occurred in
only 1/54 (1.8%) patients. There was a statistically significant correlation between the cell
proliferation index (Ki67) and cell metabolism (GLUT1); as well as between the cell
proliferation index (Ki67) and SUV 1h (p = 0.013) and SUV 2h (p = 0.020); however, the
same did not occur for the evaluation of cellular metabolism (GLUT1 - EIR), possibly due to
glucose uptake by another transporter in reactive lymph nodes. The association of imaging
and metabolism techniques, combining computed tomography and PET, increases the
specificity of the exam from 54% and 57%, respectively, to 71%; and, the negative predictive
value reaches 71%. CONCLUSION: There was a statistically significant correlation between
the positivity of markers of cell proliferation (Ki67) and cell metabolism (GLUT1) as well as
cell proliferation (Ki67) and SUV; however, there was no association between histological
pattern in lymph nodes and PET/CT uptake. The granulomatous reaction was uncommon as a
cause of false positive in the PET/CT examination. The association of imaging and
metabolism techniques, combining computed tomography and PET, mainly increased
specificity.

Keywords: Mediastinal lymph nodes; Lung carcinoma; PET/CT.
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1 INTRODUCAO

Generalidades

O cancer de pulmio configura-se entre os principais em incidéncia no mundo,
ocupando a primeira posi¢cdo entre os homens e terceira posi¢do entre as mulheres (INCA,
2019). E a causa mais comum de mortalidade relacionada ao cancer, representando 18% de
todas as mortes por cancer (JEMAL, 2011; BRAY, 2018). Até 85% de todos os casos sdo
classificados como carcinoma de pulmao nao pequenas células - CPNPC (ZUGAZAGOITIA,
2014). Apenas 19% de todos os pacientes com cancer de pulmao estdo vivos ha cinco anos ou
mais apos o diagnostico, o que inclui pacientes com CPNPC e cancer de pulmao de células
pequenas - CPC (HOWLADER, 2019).

As novas estratégias de tratamento e uma melhor compreensao da biologia do cancer
de pulmio levaram a grandes mudangas em comparacdo com a classificacdo patologica
anterior da Organizacdo Mundial da Satde - OMS de 2004 (TRAVIS, 2004) e tornou evidente
a necessidade de uma abordagem multidisciplinar integrada entre patologistas, clinicos,

bidlogos moleculares, radiologistas e cirurgides (ZUGAZAGOITIA, 2014; TRAVIS, 2015).

Estadiamento

As alternativas terapéuticas dependem, em principio, do estadiamento clinico e
patologico da doencga, assim como da expressao de alguns biomarcadores. Assim, pacientes
com mais acurado estadiamento TNM t€m maiores chances de sobrevida e até de cura. O
cancer de pulmao ¢ estadiado de acordo com o sistema TNM, que codifica a extensdo
anatomica da doenca e ¢ o indicador progndstico mais importante até hoje. A classificagao
nao inclui aspectos clinicos, bioldgicos, moleculares ou genéticos, embora estes possam ser
usados em combinagdo com a classificagdo TNM para criar subgrupos prognosticos (AMIN,
2017). As defini¢cdes para TNM e grupos prognosticos para a 82 edicdo do sistema TNM, da
American Joint Committee on Cancer estdo resumidas nas Tabelas 1 e 2.

A progressao natural do tumor primdrio inclui a disseminacdo para os linfonodos
intrapulmonar, hilar, mediastinal e supraclavicular. Alguns pacientes, no entanto,
desenvolvem doeng¢a nodal mediastinal sem envolvimento nodal intrapulmonar ou hilar, o que
¢ conhecido como metéstases descontinuas ou intermitentes. A Associacao Internacional para

Estudo do Cancer de Pulmao (International Association for the Study of Lung Cancer)
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descreve os limites anatomicos das estacdes nodais e seu agrupamento em zonas nodais

(RUSCH, 2009), conforme Figura 1.

Tabela 1: Classificagdo TNM de carcinoma de pulméo, da American Joint Committee on Cancer 8* edigdo
(Rami-Porta, 2017).

Defini¢oes para T, N, M
T — Tumor primario

TX — O tumor primario ndo pode ser avaliado ou o tumor foi comprovado pela presenga de células
malignas na expectorag@o ou lavagens bronquicas, mas ndo visualizado por imagem ou broncoscopia.

TO — Sem evidéncia de tumor primario.

Tis — Carcinoma in situ.

Carcinoma de células escamosas in situ (SCIS)
Adenocarcinoma in situ (AIS): adenocarcinoma com padrdo lepidico puro, <3 cm na maior
dimensdo

T1 — Tumor <3 cm na maior dimensdo, circundado por pulmdo ou pleura visceral, sem evidéncia
broncoscdpica de invasdo mais proximal do que o bronquio lobar (ou seja, ndo no brénquio principal):

TImi - Adenocarcinoma minimamente invasivo: adenocarcinoma (<3 c¢cm na maior dimensao) com um
padrao predominantemente lepidico e <5 mm de invasdo na maior dimensao.

Tla — Tumor <1 cm na maior dimensdo. Tumor superficial e disseminado de qualquer tamanho, cujo
componente invasivo ¢ limitado a parede bronquica e pode se estender proximalmente ao brénquio principal
também ¢ classificado como Tla, mas esses tumores sdo incomuns.

T1b — Tumor> 1 cm, mas <2 cm na maior dimensao.

Tlc - Tumor> 2 cm, mas <3 cm na maior dimensao.

T2 - Tumor> 3 cm, mas <5 cm ou com qualquer uma das seguintes caracteristicas: (1) Envolve o
bronquio principal, independentemente da distancia a carina, mas sem envolvimento da carina; (2) Invade a
pleura visceral (PL1 ou PL2); (3) Associado a atelectasia ou pneumonia obstrutiva que se estende até a regido
hilar, envolvendo parte ou todo o pulmao.

T2a — Tumor> 3 cm, mas <4 cm na maior dimensao.

T2b — Tumor> 4 ¢cm, mas <5 cm na maior dimensao.

T3 — Tumor> 5 cm, mas <7 cm na maior dimensdo ou invadindo diretamente qualquer um dos
seguintes: pleura parietal (PL3), parede toracica (incluindo tumores do sulco superior), nervo frénico, pericardio
parietal; ou nédulo (s) tumoral separado (s) no mesmo lobo que o primario.

T4 — Tumor> 7 cm ou tumor de qualquer tamanho invadindo um ou mais dos seguintes: diafragma,
mediastino, coracdo, grandes vasos, traquéia, nervo laringeo recorrente, esdfago, corpo vertebral, carina; nédulo
(s) tumoral (is) separado (s) em um lobo ipsilateral diferente daquele do primario.

N — Linfonodos Regionais

NX — Linfonodos regionais nao podem ser avaliados.

NO — Sem metastase em linfonodo regional.

N1 — Metastase peribronquica ipsilateral e/ou linfonodos hilares e linfonodos intrapulmonares
ipsilaterais, incluindo envolvimento por extensdo direta.

N2 — Metéstase em linfonodo mediastinal ipsilateral e/ou subcarinal.

N3 — Metastase em linfonodo mediastinal contralateral; hilar contralateral; escalénico ipsilateral ou
contralateral; ou supraclavicular.

M — Metastases a distancia

MX — Metastases a distancia ndo podem ser avaliadas.

MO — Sem evidéncia de metastase a distancia.

M1 — Metastase a distancia:

Mla — Nodulo (s) tumoral separado (s) em um lobo contralateral; tumor com noédulos pleurais ou
pericardicos ou efusdes pleurais ou derrame pericardico malignos.

MI1b — Metastase extratoracica Unica em um unico 6rgdo (incluindo envolvimento de um unico
linfonodo nao regional)

MIlc - Miltiplas metastases extratoracicas em um unico 6rgao ou em multiplos o6rgaos.
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Tabela 2: Grupos prognosticos, AJCC 82 edigao.

Estagio T N M

Carcinoma oculto TX NO MO
0 Tis NO MO
T1lmi NO MO
1Al Tla NO MO
IA2 T1b NO MO
IA3 Tlc NO MO
IB T2a NO MO
ITA T2b NO MO
Tla, b, c N1 MO
1B T2a, b N1 MO
T3 NO MO

Tla, b, c N2
T2a, b N2 o

1A T3 N1
MO
T4 NO MO

T4 N1
Tla, b, c N3 MO
T2a, b N3 MO
1B T3 N2 MO
T4 N2 MO
T3 N3 MO
e T4 N3 MO
IVA Qualquer T Qualquer N Mila
Qualquer T Qualquer N MIlb
IVB Qualquer T Qualquer N Milc

Abreviaturas: Tlmi, adenocarcinoma minimamente invasivo; Tis, tumor in situ.
Reimpresso e adaptado de: Goldstraw (2016)

O envolvimento de linfonodos tem implicagdes prognosticas e terapéuticas, e deve ser
determinado da forma mais acurada possivel (GEISINGER, 2015). A avaliacdo da extensao
anatomica ¢ realizada usando uma combinagdo de técnicas de imagem, metabdlicas e
invasivas (GEISINGER, 2015). Sempre que possivel, elas devem ser realizadas
sequencialmente € com um grau crescente de invasividade. A presenca de metéstases
linfonodais no mediastino ¢ um dos elementos mais importantes na determinagao da estratégia
ideal de tratamento em pacientes com carcinoma de pulmao nao pequenas células (TERAN,
2014). A doenca N2 ¢ muito heterogénea e requer multiplas modalidades para uma

investigacdo completa.
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Linfonodos Mediastinais

IR

. I Cervicais baixos, supraclaviculares e esternais

. 2R Paratragueal superior (direito)
. 2L Paratraqueal superior (esquerdo)
n 4R Paratragueal inferior (direito)

n 4L Paratragueal inferior (esquerdo)
. 5 Janela aorto pulmonar

o) 7 Subcarinal

a 8 Paraesofigico

. 9 Liga.ment; Pulmonar
S 10R Hilar direito (HD)
a 10L Hilar esqueni}.- ('HI)
B 11 mtertobar

B 12Lcbar

Fonte: Adaptado de Rusch (2009)

Figura 1: Mapa parcial de cadeias de linfonodos mediastinais da Associacdo Internacional de Estudos em Cancer
de Pulmao (IASLC).

A quantificacdo da doenca nodal tem impacto prognodstico. Na andlise de dados
recentes, a quantificacdo foi baseada no nimero de estagdes linfonodais envolvidas com piora
progressiva da sobrevida (AMIN, 2017). O numero de linfonodos envolvidos em topografias
de N1 e N2, com presenca ou auséncia de metdstases descontinuas, ¢ o determinante
prognéstico mais importante do que a classificacdo baseada na localizagdo destes
(KANDATHIL, 2018).

A doenga, em estagio inicial, caracteriza-se por estagios I e II com linfonodos
negativos (NO), enquanto a doenga, localmente avancada, esta nos estagios Il e III com
linfonodos positivos (N+). A doenca avancada ou metastatica caracteriza o estagio IV. O
estadiamento patologico utiliza informagdes de estadiamento clinico (que ndo ¢ invasivo e
inclui historico médico, exame fisico e imagem) e outros procedimentos invasivos de
estadiamento (por exemplo, toracotomia, exame de linfonodos usando mediastinoscopia)
(EDGE, 2010).

A doenga N1 ¢ caraterizada por metéastase em linfonodos ipsilaterais peribronquicos

e/ou ipsilaterais hilares e intrapulmonares, incluindo envolvimento por extensdo direta; a
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doenca N2 caracteriza-se por metastase nos linfonodos mediastinais e/ou subcarinais
ipsilaterais; e a doenga N3, por metdstase no mediastino contralateral, hilar contralateral,
escaleno ipsilateral ou contralateral ou linfonodo(s) supraclavicular (BRIERLEY, 2016).

O estadiamento mediastinal invasivo ¢ recomendado antes da ressec¢do cirurgica para
a maioria dos pacientes com cancer de pulmao em estagio clinico I ou II. Os pacientes devem,
preferencialmente, ser submetidos ao estadiamento mediastinal invasivo (mediastinoscopia)
como etapa inicial antes da ressec¢do planejada (ETTINGER, 2019).

A avaliacdo para estadiamento clinico completo deve incluir TC do torax, PET/CT,
RM do cérebro e outros procedimentos que possam ser clinicamente justificados, incluindo
imagens de RM de outros 6rgdos, conforme indicado pelos sintomas do paciente, para
determinar se o paciente ¢ realmente um candidato para intervengao cirurgica util. No cancer
de pulmao avangado (estagio III B/IV), a cirurgia ¢ contraindicada porque representa doenca
incuravel; ndo hd estadiamento cirurgico-patoldégico porque a cirurgia ndo ¢ realizada
(GINSBERG, 2007).

Nos pacientes operados, o estadiamento clinico pré-operatdrio esta sujeito a alteragao
pelos achados cirargicos e patologicos. Frequentemente, o estadiamento patoldgico revela
neoplasia igual ou mais avangada do que o estadiamento clinico e ¢ mais preciso. Raramente
resulta em redugdo do estagio de uma neoplasia; ocasionalmente, pode diagnosticar doenga
benigna em uma lesdo, anteriormente, considerada maligna (GINSBERG, 2007).

Embora a classificagdo TNM nao explique toda a variabilidade progndstica encontrada
no cancer de pulmao, ¢ a mais forte para prognostico. A classificagdo anatomica pode ser
determinada por uma variedade de métodos ndo invasivos e invasivos. Isto ¢ universalmente
aplicavel em diferentes contextos médicos e constitui a base para o planejamento terapéutico e

ensaios clinicos terapéuticos (RAMI-PORTA, 2015).

Métodos diagndsticos

Os fatores a serem considerados na escolha da ferramenta de diagnostico ideal
incluem: (1) sensibilidade; (2) precisdo diagndstica, incluindo especificidade e
particularmente a confiabilidade de um estudo diagndstico negativo (ou seja, verdadeiro
negativo); (3) adequada amostra de tecido para diagnoéstico; (4) invasividade e risco do
procedimento; (5) eficiéncia da avaliacdo (acesso e rapidez do procedimento; estadiamento
concomitante, sendo preferivel biopsia da patologia que conferiria o estagio mais elevado, ou

seja, biopsiar uma suspeita de metastase ou linfonodo mediastinal ao invés da lesao
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pulmonar); (6) tecnologias e conhecimentos disponiveis; (7) viabilidade do tumor no local
proposto para biopsia a partir de imagens obtidas por PET (ETTINGER, 2019).

Os métodos de avaliagdo incluem mediastinoscopia, mediastinotomia, EBUS
(Endobronchial ultrasound/ ultrassom endobronquico), EUS (Endoscopic ultrasound/
Ecoendoscopia, endossonografia ou ultrassonografia endoscopica) e bidpsia guiada por TC
(Figura 2). No resultado negativo para malignidade através de EBUS-TBNA (Endobronchial
ultrasound/ ultrassom endobronquico - Transbronchial needle aspiration/ Pungao aspirativa
transbronquica por agulha) em um mediastino clinicamente positivo no PET e/ou TC, o

paciente deve ser submetido a mediastinoscopia subsequente antes da ressec¢do cirurgica

(ETTINGER, 2019).

“Modalidades de estadiamento para CPNPC

VATSToracotomia

Mediastinoscopia

Broncoscopia Navegacional
EBUSIEUS
TC PETITC TBNA ]

. —

Acuracia de estadiamento acumulada

Clinico [ :> Estadiamento Patoldgico
Invasividade

Fonte: Adaptado de Walker (2012)

Figura 2: Esquema mostra exames e procedimentos usados no estadiamento do CPNPC. A medida que a
invasividade do procedimento aumenta a acuracia de estadiamento de CPNPC também aumenta. As modalidades
sdo limitadas em capacidade de amostragem de todos os linfonodos das cadeias nodais e, frequentemente, sdo
complementares (Adaptado de Walker, 2012). EBUS - Endobronchial ultrasound/ ultrassom endobrénquico;
EUS - Endoscopic ultrasound/ Ecoendoscopia, endossonografia ou ultrassonografia endoscopica; PET - Positron
emission tomography/ tomografia por emissdo de positrons; RNM - Ressonancia nuclear magnética; TBNA -
Transbronchial —needle aspiration/Pungédo aspirativa transbronquica por agulha; TC - Tomografia
computadorizada; VATS - Video-assisted thoracoscopic surgery/ cirurgia toracoscopica assistida por video.

PET/CT e técnicas, minimamente, invasivas como biopsia endobronquica e
endoscopica guiada por ultrassonografia, sdo agora os principais métodos de investigacdao na
avaliacdo do mediastino para presenca de metastases (TERAN, 2014), sendo recomendado
PET/CT no pré-operatorio para a maioria dos pacientes com suspeita de cancer de pulmao.

FDG PET/CT combina dados anatomicos com informag¢des funcionais ¢ metabolicas.

O detalhamento anatdmico fornecido pela TC, como o tamanho do tumor e agressividade
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local, ¢ complementado pelas informagdes metabdlicas do PET (KANDATHIL, 2018).
Embora a TC convencional ainda seja amplamente usada para o estadiamento do NSCLC, a
avaliacdo de metastases nodais ¢ limitada com esta modalidade (DILLEMANS, 1994).

Os achados de PET/CT positivos para doenca a distancia precisam de confirmacao
patologica ou outra confirmagao radiologica; especialmente na investigagdo de metastases em
SNC, em razdo da alta taxa de captagdo de glicose em células normais. A investigagdo de
lesdes cerebrais pelo método mostra especificidade limitada com PET/CT. O uso de diferentes
tragadores, como 11C-metionina, foi sugerido para compensar essa limitagdo, embora outros
estudos sejam necessarios para validar o uso desses tracadores como alternativas a FDG. Por
outro lado, estudos de RNM do cérebro ja alcangaram maior acuracia do que PET/CT,
notavelmente com o desenvolvimento de novas melhorias técnicas, e sdo, atualmente, a
modalidade ndo invasiva de ultima geracdo para a avaliacdo do SNC (HOCHHEGGER,
2015).

Se o PET/CT ¢ positivo no mediastino, ¢ necessaria confirmac¢do histopatolégica. O
estadiamento mediastinal invasivo pré-operatorio pode ser apropriado para uma forte suspeita
clinica de doenca nodal N2, ou N3, ou quando a citologia intraoperatéria ou andlise de
congelagdo ndo estiverem disponiveis. Ha baixa probabilidade de linfonodos mediastinais
positivos quando esses linfonodos sdo negativos para TC e PET em tumores pulmonares
solidos <1 cm e tumores puramente nao s6lidos <3 cm (ETTINGER, 2019).

Em um estudo randomizado multicéntrico envolvendo 188 pacientes com CPNPC, a
investigacao de estadiamento convencional, em comparagdo com a investigacdo convencional
mais FDG-PET, foi avaliada e concluiu-se que a cirurgia desnecessaria foi evitada em um dos
cinco pacientes pela adicdo de FDG-PET na avaliacdo convencional. Além disso, 27% dos
pacientes foram redefinidos com base nos achados de FDG-PET (VAN TINTEREN, 2002).

Os linfonodos devem ser medidos em seu menor eixo; aqueles maiores que 1,0 cm sdo
considerados anormais e sugerem envolvimento metastatico em imagens de TC ou RNM
(AMIN, 2017; WALKER, 2012). Os intervalos relatados para a sensibilidade e especificidade
da TC para a detec¢do de nddulos metastaticos sdo 51%-64% e 74%-86%, respectivamente
(WALKER, 2012). Em comparacdo com a tomografia computadorizada, o PET mostrou ter
sensibilidades e especificidades significativamente melhores, 77% e 86%, respectivamente, ao
avaliar as metastases mediastinais (TERAN, 2014).

PET/CT pode demonstrar captagdo de FDG em noddulos doentes medindo menos de
10mm ou podem mostrar resultados falso-negativos em nddulos doentes medindo mais de

10mm (KANDATHIL, 2018).
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FDG PET/CT demonstrou ter uma sensibilidade de 58%-94% e uma especificidade de
76-96% para a detec¢ao de metastases em linfonodos mediastinais (SCHIMMER, 2006).

Com sensibilidade e especificidade elevadas em torno de 90%, a FDG-F!® PET ¢,
atualmente, o método de imagem mais acurado para o estadiamento nodal e extranodal no
CPNPC (SOARES, 2010). Apesar de produzir resultados promissores, a PET/CT tem
mostrado um valor preditivo positivo (VPP) relativamente baixo (HOCHHEGGER, 2015).
Como regra geral, valores de SUVmax > 2,5 sdo considerados indicativos de processos
malignos, enquanto tumores com SUVmaéx < 2,5 apresentam maior probabilidade de serem
benignos. Porém, muitas condi¢cdes que aumentam a atividade metabdlica podem levar a
captagdo aumentada de FDG (fluorodesoxiglucose) na PET/CT, produzindo assim intimeras
situagdes desafiadoras (HOCHHEGGER, 2015).

O valor de captagdao padronizado (SUV) ou razdo de captagdo padronizada ¢ usado
para fornecer uma medicdo objetiva da atividade de poésitrons na regido de interesse. SUV ¢
calculado como a concentragdo de atividade maxima detectada na lesdo dividida pela
atividade injetada e corrigida para o peso corporal.

Um resultado de PET falso-positivo pode ser causado por infec¢do ou inflamagao
(GINSBERG, 2007). Em éareas de doenga granulomatosa endémica, como sarcoidose,
infeccdo por HIV e doenga fingica, como a histoplasmose, o PET mostrou aumentar as taxas
de falso-positivos, em linfonodos mediastinais, devido ao aumento da atividade metabdlica
que essas doencas geram em linfonodos N2, assim a confirmagdao histoldgica ¢,
frequentemente, necessaria para confirmar os achados do PET (TERAN, 2014) através de
mediastinoscopia, um procedimento invasivo, que ha muito tempo permanece como “padrao-
ouro” para avaliagdo diagnostica dos linfonodos mediastinais.

Um resultado de PET falso-negativo pode ser causado por lesdes que contém poucas
células neoplésicas/lesdao pequena, baixa densidade celular ou baixa avidez do tumor para
FDG, como ocorre em carcinomas indolentes/bem diferenciados (GINSBERG, 2007),
resultando em armadilhas na interpretacdo da PET/CT (HOCHHEGGER, 2015).

Noédulos pequenos (<7 mm) podem nao ser detectados por imagem FDG-PET porque
a quantidade de captacdo de FDG nessas lesdes ndo pode ser determinada de forma confidavel
e pode estar abaixo do limite de resolu¢do dos scanners PET/CT atuais.

FDG PET/CT, atualmente, ndo ¢ seguro na vigilancia e seguimento de rotina de
pacientes com CPNPC. No entanto, muitas condigdes benignas (como atelectasia,
consolidagdo e fibrose por radiagdao) dificeis de diferenciar de neoplasia em imagens

convencionais de TC, sdo melhor avaliadas nesse contexo por FDG PET/CT. No entanto, se
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FDG PET/CT for usado em pacientes apds a radioterapia, a confirmacao histopatologica da
doenca recorrente € necessaria porque areas previamente tratadas com radiagdo podem

permanecer avidas por FDG por até dois anos (ETTINGER, 2019).

Padrdes histologicos em linfonodos mediastinais (alteracoes morfologicas)

Diferentes padrdes histologicos podem estar presentes em linfonodos de pacientes com
cancer. A histiocitose sinusal (HS) ¢ uma reacdo comum, inespecifica, caracterizada pela
expansao dos seios pelos histiocitos; muitas vezes, ¢ vista nos ganglios linfaticos que drenam
uma neoplasia. Seu significado prognéstico (um marcador de resposta imune), neste cenario,
tem sido debatido na literatura com alguns estudos sugerindo uma melhor sobrevida quando
HS estava presente. O grau de reagdo histiocitaria ¢ variavel (HIS, 2017). A hiperplasia
paracortical do linfonodo pode representar uma resposta a infeccdo viral, reacdo a uma
malignidade proéxima ou ser parte de um processo autoimune (HIS, 2017).

Granulomas epitelidides ndo necrotizantes sdo, frequentemente, vistos como reagdes
inespecificas a malignidade, como linfoma de Hodgkin, linfoma nao-Hodgkin ou carcinoma
(HIS, 2017). A inflamagao granulomatosa pode ser encontrada nos ganglios linfaticos que
drenam o tumor primario, com ou sem cancer metastatico. Na maioria dos casos, nenhuma
causa definida pode ser encontrada e a etiologia permanece obscura. Alguns autores sugerem
a possibilidade de reacdo imunoldgica mediada por células T aos antigenos soluveis liberados
pelo tumor, o que leva a uma resposta granulomatosa, enquanto outros atribuem a persisténcia
de um produto nao degradavel (KOBAYASHI, 2001). Alguns outros mecanismos, como
reagdo de corpo estranho a material necrotico no tumor ou secundéario a procedimentos
prévios realizados também foram sugeridos como as provaveis causas (COYNE, 2002).

Uma apuragdo rigorosa de tais granulomas ¢ necessaria para evitar o subdiagnostico de
doenca metastatica. Entretanto, dificuldades na identificagdo das células tumorais no
linfonodo pode requerer imunomarcagdo com citoqueratina para reconhecé-las (BHATIA,
2009). Células tumorais isoladas (CTI) ou aglomerados celulares <0,2 mm de maior dimensao
em linfonodos detectados por técnicas morfologicas (HE ou imuno-histoquimica) ndo se
qualificam como doenga N1, N2, N3 ou MI1b, mas sao identificadas por pNO (i+) ou pMO
(it), respectivamente (GEISINGER, 2015); alguns estudos mostram que podem induzir

resposta no linfonodo com alteragdes reacionais.
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Metabolismo e proliferacio celular (achados imuno-histoquimicos)

A Tomografia por emissdo de positrons (PET) baseia-se na premissa de que células
neoplésicas crescem rapidamente e, portanto, absorvem mais agucar radioativo (FDG), cuja
radioatividade ¢ visualizada topograficamente melhor quando associada a tomografia
computadorizada (ASC, 2018).

A captacdo de glicose e fluorodeoxiglicose (FDG) pelas células malignas, em sua
grande maioria, mostra alto metabolismo glicolitico comparado aos tecidos normais (Figura
3). Esta diferenca no consumo de glicose favorece a detec¢iio de doenga pela FDG-F!® PET.
Ap6s a administragdo intravenosa, o FDG ¢ absorvido pelas células de forma semelhante a D-
glicose ndo marcada, que ¢ entdo convertida em FDG-6-fosfato, apos ser fosforilada pela
hexoquinase. A FDG-6-fosfato nao pode ser posteriormente desfosforilada ou degradada pela
via glicolitica (Figura 4). O FDG ¢, finalmente, filtrado pelos rins e reabsorvido por

transportadores de glicose (LANGER, 1993).

Glicose FDG-18F

Fonte: Disponivel em https:/molview.org/. Acesso em 01 de novembro de 2018

Figura 3: O radiotragador FDG-F18 ¢ um analogo da glicose em que o grupo hidroxila é substituido por um
atomo de flior no carbono de posigdo 2 da glicose.
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Figura 4: Mecanismo de amplificacdo do sinal FDG-F18. Como a glicose, 0 FDG-F18 ¢ captado pelas células
por meio do transportador de glicose (GLUT1) e fosforilado pela hexoquinase II (HKII) para formar FDG-6-
fosfato; ao contrario da glicose, o metabolismo posterior ¢ interrompido devido a auséncia do grupo hidroxila no
carbono de posicdo 2 e, portanto, FDG-F'® permanece aprisionado dentro da célula. O acimulo de FDG-6-PO4
nas células ao longo do tempo, leva a amplificagdo do sinal e torna este radiotragador um indicador adequado da
atividade de hexoquinase II, bem como da necessidade de glicose pela célula.

Assim, notou-se uma mudancga no paradigma de avaliagdo dos tumores, historicamente
avaliados através dos métodos de imagem morfologicos, como a tomografia computadorizada
(TC), para uma analise associada baseada no metabolismo (SOARES, 2010). Uma vez que os
processos metabodlicos e bioquimicos precedem as alteragdes morfoestruturais, ¢ promissor
verificar as condi¢des, tanto no diagnostico quanto no acompanhamento de pacientes
oncolégicos através do PET.

E descrita a correlagdo entre indice de proliferacdo celular (Ki67) e o consumo de
glicose. A avaliagdo da expressao da proteina Ki-67 em células avalia a proliferagcdo celular.
A proteina estd presente na fase S e nas fases G2 e M do ciclo celular, bem como na fase G1
associada a proliferacdo, mas ndo na GO. A expressdo da proteina Ki-67 ¢ estritamente
correlacionada com proliferacdo e com as fases ativas do ciclo celular. Dependente da fase do
ciclo de proliferagao celular, o nivel da proteina Ki-67 varia; no entanto, a deteccdo por um
anticorpo para o Ki-67 ¢ possivel durante toda a vida da proteina (VESSELLE, 2002).

Contudo, o consumo aumentado de glicose também ocorre dissociado de proliferacao
celular em alteragdes reacionais com alto metabolismo celular. Os transportadores de glicose -
GLUT sao os principais transportadores de glicose e sao amplamente distribuidos em varios

tecidos e células humanas.
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O transportador de glicose-1 (GLUTI1) apresenta alta afinidade a glicose e esta
intimamente relacionado com o metabolismo da glicose. A positividade de GLUT1 em células
malignas revelada por imuno-histoquimica indica aumento da atividade proliferativa,
necessidade de energia e comportamento agressivo (CARVALHO, 2011). De forma a
conturbar a avaliacdo de metastases, células inflamatérias com alto metabolismo, como
linfocitos, granuldcitos e macrofagos, apresentam alta captacdo de FDG-F'8, resultando em
imagens falso-positivas em FDG PET/CT e com reducao da eficacia de PET/CT para
diagnostico diferencial entre lesdes benignas e malignas.

Sabe-se que o transportador de glicose (GLUT) ¢ o principal transportador que
intervém na captacdo de glicose pela célula. A expressdo de GLUTI e GLUT3 tem estreita
relacdo com a captacio de 18 Fluoro-2-desoxiglicose (FDG-F'®). Segundo Wu (2008), a
expressao de GLUT1 foi positivamente correlacionada com SUV (r = 0,78; P <0,01) em
pacientes com CPNPC. A expressao de GLUT3 foi, positivamente, correlacionada com SUV
max (r = 0,45; P = 0,03) em pacientes com lesdo pulmonar benigna. O GLUT1 e o GLUT3
sdo expressos nao apenas no CPNPC, mas também em lesdo pulmonar benigna. GLUTI
desempenha um papel predominante na captacio de FDG no NSCLC; enquanto o GLUT3
desempenha um papel predominante na captacdo de FDG na lesdo pulmonar benigna.

Outras referéncias também demonstram que a captagdo de FDG no CPNPC primario
ndo tratado estd relacionada a expressao do GLUT1 (BROWN, 1999). H4 correlacdo entre o
grau de diferenciacdo do adenocarcinoma pulmonar e a expressao de GLUT1 e captacao de
FDG (HIGASHI, 2000).

O objetivo deste estudo foi investigar a relagdo entre as alteracdes patologicas que
dificultam a avaliagdo de resultados do exame de PET/CT em linfonodos mediastinais
neoplésicos e nao neoplasicos de pacientes com carcinoma de pulmao ndo pequenas células, a
fim de que se possa aprimorar a utilizacao e entendimento deste método de alta tecnologia
diagnoéstica ndo invasivo. O estadiamento apropriado por imagem pode ter um impacto

significativo no tratamento adequado e nas opgdes cirtirgicas.
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2 HIPOTESE

Histiocitose sinusal com expansdo paracortical ou ocupagdao de toda amostra nodal
associada a aumento de metabolismo da glicose ¢ o principal fundamento de falso-positivos
em linfonodos mediastinais de pacientes com carcinoma de pulmao nido pequenas células na

avalia¢io por meio de PET/CT com FDG-F'8,
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar padrdes histologicos e expressao de marcadores de metabolismo celular e
proliferagdao celular em linfonodos mediastinais de pacientes com carcinoma de pulmao
ndo pequenas células, numa populagio do Sistema Unico de Satde proveniente dos
servicos de oncologia, cirurgia toracica ou pneumologia do Hospital Sdo Lucas da

PUCRS submetida a PET/CT com FDG-F'8,

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever padrdes histologicos ndo neopldsicos em linfonodos mediastinais de pacientes
com carcinoma de pulmao ndo pequenas células;

Correlacionar padrdes histologicos ndo neoplasicos em linfonodos mediastinais com tipo
histolégico da neoplasia primaria e necrose tumoral;

Correlacionar padrdes histologicos ndo neoplasicos e neoplasicos em linfonodos
mediastinais de pacientes com carcinoma de pulmado ndo pequenas células com medidas
de SUV no PET/CT;

Avaliar metabolismo celular e proliferacao celular em linfonodos mediastinais de
pacientes com carcinoma de pulmio ndo pequenas células através de estudo imuno-
histoquimico (GLUT1 e Ki67), respectivamente;

Correlacionar os resultados da marcagdo imuno-histoquimica de metabolismo celular e
proliferagdo celular em linfonodos mediastinais de pacientes com carcinoma de pulmao

nao pequenas cé¢lulas com medidas de SUV no PET/CT.



23

4 JUSTIFICATIVA

A avaliagdo dos linfonodos mediastinais em pacientes com cancer de pulmao ¢
requisito para determinar o estadiamento, definir a conduta terapéutica e o prognostico do
paciente. A avaliagdo de metastases linfonodais por método de imagem ndo invasivo, como
por meio de exames de PET/CT, ¢ bastante atraente. No entanto, ha taxa ndo negligenciavel
de falso-positivo em decorréncia de alteragdes reacionais nestes linfonodos, muitas vezes
relacionadas a caracteristicas populacionais ou regionais, em especial, devido a doengas
inflamatorias endémicas segundo a literatura médica vigente.

O objetivo geral do projeto original foi validar o uso do radiofarmaco FDG-F'® em
exames de PET/CT para diagndstico de ganglios metastaticos no mediastino em pacientes do
SUS com carcinoma de pulmdo ndo pequenas células, considerando: sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia; cujo padrao-ouro
de diagnostico ¢ o estudo histoldgico, o qual determina de maneira inequivoca a presencga ou
auséncia de metastases. Entretanto, a analise dos resultados em exames de PET/CT mostrou
falso-positivos com valor preditivo positivo (VPP) de 54% (IC95% 40% —67%) quando um
SUV max > 5 foi utilizado como ponto de corte, possivelmente, em decorréncia de alteragdes
reacionais.

O presente estudo propde analisar as condigdes histopatologicas, assim como de
metabolismo e proliferacao celular que interferem na avaliacdo do PET/CT nesta amostra de
pacientes, avaliando os possiveis fatores que interferem na sensibilidade e especificidade do
exame, para que este método ndo invasivo possa ser utilizado e interpretado de forma
criteriosa para diagnostico, estadiamento, conduta terapéutica, avaliagdo de resposta

terapéutica e de progndstico em pacientes oncologicos.
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5 METODOLOGIA

Delineamento

O presente estudo visa avaliar padrdes histologicos, assim como a expressdo de
marcadores de metabolismo celular e proliferacdo celular em linfonodos mediastinais de
pacientes com carcinoma de pulméo ndo pequenas células numa populagdo do Sistema Unico
de Saude submetida a PET/CT com FDG-F!® atendidos no Hospital S3o Lucas (HSL) da
PUCRS. Trata-se de estudo retrospectivo onde os dados dos pacientes estudados foram
obtidos a partir de banco de dados de projeto antecessor de titulo Emprego do FDG-F'® em
PET/CT no Sistema Unico de Satde como alternativa de método ndo invasivo para
diagnostico e estadiamento do cancer de pulmao, coordenado pelo pesquisador Carlos Cezar
Fritscher, CAAE 30315114.5.0000.5336, aprovado pelo CEP da PUCRS, Parecer 641.287 em
07/05/2014 e patrocinado pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao (ANEXO I). O
projeto foi realizado no Hospital Sao Lucas em conjunto com as seguintes instituigodes:
Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul — InsCer, Latin American Cooperative Oncology
Group — LACOG e Faculdade de Medicina da Pontificia Catélica do Rio Grande do Sul —
PUCRS.

Populacio alvo

Oitenta e cinco pacientes com carcinoma de pulmdo nao pequenas células de uma
populagio do Sistema Unico de Saude provenientes dos servicos de oncologia, cirurgia
toracica ou pneumologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, submetidos a PET/CT com FDG-
F'8, participantes do projeto intitulado Emprego do FDG-F'® em PET/CT no Sistema Unico
de Saude como alternativa de método nao-invasivo para diagnostico e estadiamento do cancer
de pulmao. Estes pacientes foram incluidos no estudo durante um periodo de recrutamento de,
aproximadamente, 20 meses com inicio em 2014 e finalizacgdo em 2016. Os pacientes

atendidos no HSL eram provenientes de cidades do estado do Rio Grande do Sul.

Critérios de inclusido

1. Pacientes com diagnostico histopatologico de carcinoma de pulmdo ndo pequenas
células;

2. Pacientes que realizaram previamente estadiamento da doenca com tomografia

computadorizada (térax e abdome);
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3. Pacientes com indicacdo de mediastinoscopia e bidpsia linfonodal para
complementar o estadiamento inicial;

4. Pacientes entraram no estudo antes de iniciarem tratamento definitivo para o cancer
de pulmao (ex. cirurgia, quimioterapia e radioterapia ou quimioterapia isolada);

5. Pacientes com exames de hematologia e bioquimica;

6. Mulheres em idade fértil estavam em uso de métodos contraceptivos ou com teste
de gravidez negativo;

7. Todos os pacientes eram maiores de 18 anos;

8. Ambos os géneros.

Critérios de exclusio

1. Mulheres gravidas;

2. Pacientes com tumor primdrio de outra localizacdo que ndo o de pulmao;

3. Pacientes sem confirmagdo histopatologica de carcinoma de pulmio ndo pequenas
células;

4. Pacientes com diagnostico de carcinoma de pulmao de pequenas células.

Procedimento para avaliacio de Imagem

O PET ¢ um equipamento que utiliza radiofarmacos produzidos a partir de
radioisotopos emissores de poésitrons. Uma vez no corpo do individuo, geralmente
administrado via intravenosa, o isdétopo emite um positron (f+) e um neutrino (v), conforme a
Figura 5. Os neutrinos praticamente ndo interagem com a matéria e, portanto, ndo sao
detectados pelo PET. Por outro lado, o poésitron emitido interage com um elétron, sua
antimatéria. Esse fenomeno resulta em um evento de aniquilagdo, que produz dois fotons de

511 keV de energia, emitidos em direcdes opostas (180°) (MILLER, 2008).



26

anel de detectores
de fotons

decaimento por
emissdo de
poasitrons

S——_y

aniquilacdo

Fonte: Miller et al. (2008)

Figura 5: Principio de formagao da imagem de PET.

A imagem no PET ¢ obtida através de uma série de detectores de cintilagdo,
distribuidos em volta do local onde ¢ posicionado o individuo, em forma de anel. O
equipamento utiliza o método de detec¢dao por aniquilacao coincidente, para obter a projecao
das imagens da distribui¢ao do radiofarmaco, ou radiotragador. Para que se possa obter uma
imagem quantitativa da capta¢ao e localizacdo do radiotracador em varios 6rgdos e/ou tecidos,
varias corre¢des sao necessarias, como por exemplo, atenuacdo e normalizagdo.
Posteriormente, as imagens sdo processadas mediante formulas matematicas, para se obter
imagens de cortes transversais em um determinado campo de visdao. Um importante avanco na
tecnologia desses equipamentos foi a integracdo do PET com a TC em um unico
equipamento. A combina¢do dessas duas técnicas de imagem permite correlacionar as
informacdes funcionais fornecidas pelo PET, com as informagdes anatémicas do TC. O uso
de FDG-F'® PET em oncologia é baseado nas taxas diferenciais de metabolismo de glicose

nos tecidos benignos e malignos. A Figura 6 apresenta um sistema PET/CT.
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Figura 6: Foto do equipamento PET/CT, InsCer.

Procedimento para a realizacdo do PET/CT
O protocolo para aquisicio de estudos oncolégicos de FDG-F!'® ocorreu conforme

abaixo.

I. Antes da chega do paciente no Centro de Imagem do InsCer:
- O paciente estava em jejum de no minimo 6 horas, de modo a garantir baixos niveis
séricos de glicose e insulina. Foi recomendado que o paciente bebesse,
aproximadamente, 1 litro de 4gua, 2 horas antes da injecdo do radiofairmaco e o

mesmo nao poderia ter realizado exercicio nas 24 horas que antecedessem ao exame.

II. Ao chegar no Centro de Imagem do InsCer:
- Na chegada do paciente, sua massa (peso) foi aferida e a glicemia foi medida,
imediatamente, antes da realizacdo da inje¢ao com expectativa de um nivel entre 4 ¢ 7
mmol/L (72 e 126 mg/dL) e nao superior a 10 mmol/l (180 mg/dL). O paciente foi
acomodado na sala de injecdo/espera e a canula foi inserida em ambiente com
temperatura agradadvel e de baixa luminosidade. Apds a pungdo, aguardou-se 5
minutos para a administragio do FDG-F!8 com uma atividade entre 10mCi e 15 mCi,
conforme o peso do paciente, o qual foi submetido ao estudo de PET/CT em,

aproximadamente, 60 minutos.
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Para uma adequada estimativa do Standardized Uptake Value (SUV) obteve-se:
- Medida da atividade da seringa contendo o FDG-F!® antes da injecdo, bem como o
horario da realizagcdo dessa medicao;
- Medida da atividade do radiofarmaco contido na seringa e no equipo depois da
injecdo, bem como o horario dessa medicao;
- Sincronizagao de todos os relogios do InsCer, inclusive do equipamento de PET/CT

e do curidmetro (medidor de atividade).

II1. Apds o tempo de captagdo do radiofarmaco no organismo do paciente:
- O paciente foi orientado a urinar antes de ser submetido ao exame de imagem no

equipamento de PET/CT.

IV. Aquisicao das imagens:
- As imagens foram adquiridas em dois tempos (1 e 2 horas apds o exame);
- A extensdo anatomica do exame foi de 100 cm, indo da base do cranio até,
aproximadamente, a regido superior das coxas, implicando em, aproximadamente, 6
posicdes de mesa;
- O tempo recomendado para cada posicdo de mesa foi de, aproximadamente, 2,5
minutos, dependendo dos niveis de contagens registrados pelo equipamento, com uma
dura¢ao de no maximo 20 minutos;
- Previamente, ao inicio da aquisicdo do PET, um estudo de CT foi realizado. Esse
estudo foi feito com baixa intensidade de radiacdo (baixo valor de mAs) e alta energia
(valor de kVp situado entre 120 e 140 kV), com o proposito de localizacdo anatdémica

e correcao de atenuagao.

Valores de SUV (standardized uptake value)

As imagens de PET/CT foram avaliadas visualmente (andlise qualitativa) e através do
valor de SUV (standardized uptake value), que representam uma avaliagdo semiquantitativa.
O SUV pode representar a captacdo maxima ou média do radiofarmaco pelo tumor. O SUV ¢
calculado dividindo-se a atividade média dentro de uma regiao de interesse (em mCi/mL) pela
dose injetada (em mCi/kg). Entretanto, o SUV maximo mostrou sofrer menor variabilidade
interobservador e proporciona uma excelente representagdo do metabolismo da glicose no

tumor.
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O célculo do SUV maximo ¢ realizado, automaticamente, pelo software de
visualizacdo das imagens apos a simples defini¢do da regido de interesse (ROI) por parte do
interpretador. A analise visual ¢ baseada na seguinte premissa: a captacdo anormal nos
linfonodos mediastinais ou hilares é, normalmente, definida como atividade mais elevada do
que nos tecidos adjacentes. Dados extraidos do projeto original de titulo Emprego do FDG-F'8
em PET/CT no Sistema Unico de Satude como alternativa de método ndo-invasivo para
diagnostico e estadiamento do cancer de pulmao.

No entanto, a captacdo de FDG por tecidos ndo neoplésicos, como no caso de
alteragdes reacionais pode levar a um diagndstico falso-positivo. Este ¢ um problema no
nosso meio. Portanto, uma avaliagdo da captacdo da imagem do PET-CT, em dois tempos,
poderia ajudar a distinguir os linfonodos metastaticos daqueles nao metastaticos. O racional
seria que os linfonodos que captassem inicialmente o radiofarmaco e que tivessem origem
benigna, tenderiam a apresentar clareamento da atividade com o passar do tempo, ou, pelo
menos, a ndo apresentar acimulo progressivo. No caso de linfonodos com doenga neoplasica
associada, estes tenderiam a manter ou acumular progressivamente o radiotragador em
questdo. A performance diagnostica do FDG em exames de PET/CT foi realizada em dois
tempos (leitura na hora 1 e 2 p6s exame, referidos como SUV1h e SUV2h, respectivamente).

Adicionalmente, foram notificados o tamanho dos linfonodos obtidos das imagens no
exame de PET/CT considerando o maior eixo € 0 menor €ixo assim como a impressao
diagnostica quanto a linfonodomegalia mediastinal mencionada na conclusdo diagndstica
conforme a seguir: (1) Doenga nodal em atividade; (2) Doenca nodal sem atividade; e, (3)

Comentério ou laudo indisponivel.

Avaliacao das imagens obtidas mediante PET/CT
As imagens foram avaliadas separadamente por dois médicos, com treinamento em
medicina nuclear e radiologia. Em casos de discordancia entre os diagnosticos, um terceiro

especialista foi consultado.

Procedimentos durante a mediastinoscopia / cirurgia

Foi utilizado procedimento padrdo para mediastinoscopia, com avaliagdo pré-
operatdria e preparo inicial com anestesia local e entubacdo endotraqueal seguida de anestesia
geral e realizacao de pequena incisdo imediatamente abaixo do pescogo ou acima do esterno.
O mediastinoscopio foi introduzido através da incisdo e foram examinados e biopsiados

linfonodos de aspecto suspeito por exame de imagem ou da visualizagdo durante o
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procedimento ou didmetro igual ou superior a 10 mm. O paciente foi acompanhado durante o

processo de recuperacdo pos-operatoria.

Padrao ouro

O padrao ouro do estudo foi a confirmagdo histologica de cancer no exame anatomo-
patologico dos linfonodos mediastinais. A doenga metastatica linfonodal foi examinada em
lamina histoldgica corada com hematoxilina eosina. Cada lamina foi avaliada separadamente
por dois patologistas treinados e, no caso de discordancia no resultado do exame, um terceiro
patologista foi consultado para definir o diagnostico. Casos em que persistiram indefini¢ao
diagnoéstica foram confirmados através de exame imuno-histoquimico. Estes procedimentos

foram realizados no projeto antecessor e revisados pela médica patologista pesquisadora.

Procedimentos para avaliacio histologica

No projeto atual, foram separadas todas as laminas e todos os blocos de parafina
referentes aos linfonodos mediastinais e neoplasia primaria do pulmao arquivados no Servigo
de Patologia do Hospital Sao Lucas da PUCRS dos 85 pacientes selecionados no projeto
antecesor. Todos os linfonodos mediastinais foram examinados novamente pela médica
patologista pesquisadora, e classificados, primeiramente, em neoplasicos e ndo neoplésicos,
sendo assim separados em dois grupos.

Os linfonodos neoplasicos foram submetidos a (1) avaliagdo da percentagem de
ocupacdo do linfonodo ou fragmento de linfonodo por neoplasia (%); e (2) medida do
tamanho da neoplasia no maior eixo (em milimetros). Os linfonodos ndo neoplasicos e,
quando possivel, adicionalmente os neoplésicos, foram avaliados quanto ao padrdo
histolégico predominante e secundario: (1) hiperplasia folicular; (2) hiperplasia paracortical;
(3) histiocitose sinusal; (4) histiocitose sinusal com extensdo paracortical; (5) histiocitose
sinusal com ocupag¢do de todo amostra nodal; e (6) linfonodo normal. Outros achados
morfologicos foram avaliados como antracose (percentagem de area com pigmento no
linfonodo), fibrose (percentagem de area acometida) e presenca/auséncia de granulomas.

O tipo histolégico da neoplasia primaria foi determinado previamente no projeto
original, onde o carcinoma de pulmao ndo pequenas células foi classificado (OMS, 2014), em
adenocarcinoma, carcinoma epidermdide e outros. Foram avaliados, adicionalmente, o
tamanho da neoplasia e a presenga de necrose com quantificacdo em percentagem (%) da area

acometida na amostragem feita da neoplasia primaria por bidpsia ou pega cirurgica.
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Informacgoes clinicas

Dados clinicos como idade (em anos), sexo (masculino/feminino), status quanto ao
tabagismo (fumante, ex-fumante, nunca fumante), numero de cigarros/dia e tempo de
tabagismo (em anos) foram adicionados e avaliados. No projeto antecessor, também foram
obtidos do prontudrio informagdes de exame fisico (altura e peso), hematologia, bioquimica,

teste de gravidez e resultados da tomografia torax e pulmao.

Avaliacdo dos padroes histologicos em linfonodos

Os padrdes histologicos foram avaliados conforme descri¢do a seguir:

(0) ndo avaliavel: linfonodo totalmente ocupado por neoplasia;

(1) hiperplasia folicular: definida como um aumento no niimero e, geralmente, no
tamanho e na forma dos foliculos linfoides secundarios;

(2) hiperplasia paracortical ou expansdo da regido paracortical (zona T) do linfonodo:
caracterizada por uma populacdo mista de linfocitos pequenos, numero varidvel de
imunoblastos, vascularizagdo proeminente (vénulas endoteliais altas) e células dendriticas
interdigitantes;

(3) histiocitose sinusal: evidenciada por seios dilatados e preenchidos por grandes
células de citoplasma eosinofilico e ntcleos vesiculares, dispostas de forma compacta e
cordonal;

(4) histiocitose com extensao paracortical: determinada por histiocitose extendendo-se
além dos seios e que ocupa a zona paracortical por histiocitos;

(5) histiocitose com ocupagdo de todo amostra nodal: descrita quando os histidcitos
ocupam toda a superficie da amostra linfonodal com desaparecimento das zonas cortical e
paracortical;

(6) linfonodo normal: quando presente uma proporcionalidade entre as zonas cortical,

paracortical e corddes medulares, assim como dos seios subcapsulares e medulares.

Selecio de amostras para estudo imuno-histoquimico

Todas as amostras referentes a neoplasia primaria no pulmao e as cadeias linfonodais
disponiveis (linfonodos 2R, linfonodos 2L, linfonodos 4R, linfonodos 4L, linfonodos 7,
linfonodos hilares direito, hilares esquerdo e de janela aorto-pulmonar, dentre outras, quando
presentes) foram analisadas morfologicamente e foram selecionados os seguintes blocos de
linfonodos por paciente: (1) um linfonodo com metastase nodal, se presente; (2) um linfonodo

sem metastase nodal, se presente, além de positividade no exame de PET/CT com SUV max
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> 2.5; e, (3) linfonodo sem metéstase nodal, se presente, além de negatividade no exame de

PET/CT com SUV Max < 2,5.

Técnica imuno-histoquimica

As expressdes de GLUTI1, Ki67 e AE1AE3 foram avaliadas utilizando anticorpo
policlonal de coelho anti-humano GLUTI, anticorpo monoclonal de camundongo anti-
humano Ki67 (Clone MIB-1), e anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano
citoqueratina (Clone AEI/AE3), respectivamente. As laminas de parafina foram
desparafinizadas e colocadas numa solu¢do pré-aquecida a 95° C de Envision Target Retrieval
Solution High, pH 9.0, durante 20-30 minutos, seguidas de resfriamento até¢ 20° e,
posteriormente, acondicionadas no DAKO Autostainer Link48. As laminas foram incubadas
com os respectivos anticorpos durante 30 minutos. A deteccao foi realizada utilizando um
sistema altamente sensivel da DAKO, ADVANCE. Foi utilizado o cromo6geno DAB+ da
DAKO. Todas as laminas foram contrastadas com hematoxilina e cobertas com laminulas
para exame microscopico. As condigdes do anticorpo foram validadas usando: (1) placenta

normal para GLUT1; (2) amigdala normal, para Ki-67; e, (3) intestino normal, para AE1AE3.

Avaliacdo da expressao dos marcadores imuno-histoquimicos

A positividade e quantificagdo da expressdo de GLUT1, Ki67 e AE1AE3 foi realizada
nas areas com neoplasia; e, na auséncia de neoplasia, foi realizada considerando o tipo celular
predominante positivo e a percentagem de positividade na area total nao neoplésica de
linfonodos; portanto, foi realizada uma média por estimativa. O tipo celular foi extratificado
em: (0) nenhuma marcagdo positiva; (1) células neoplésicas; (2) células ndo neoplasicas -
linfécitos foliculares; (3) células ndo neoplasicas - linfocitos extrafoliculares; (4) células nao
neoplésicas — histiocitos; e, (5) células ndo neoplasicas — outras.

A expressao de GLUT1 foi considerada positiva em casos de coloragao circunferencial
da membrana (Figura 5). Coloragdo escassa citoplasmatica e coloracdo em areas de lesdo
térmica do tecido ndao foram consideradas positivas. A positividade obtida foi registrada
topograficamente, descrevendo-se o tipo celular (neoplasico e/ou ndo neoplasico) com
predominio da expressdo do marcador. A intensidade e a percentagem foram avaliadas
estimando células positivas distribuidas na area total da neoplasia de amostras neoplasicas e
na area total de tecido linfoide de amostras ndo neoplésicas.

A intensidade de expressao de GLUTI1 foi avaliada através de um escore de

imunorreatividade (EIR) obtido do nivel de intensidade da coloragdo (0 pontos, sem
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coloragdo; 1 ponto, coloracdo fraca; 2 pontos, coloragdo forte) multiplicado pela porcentagem
de células positivas (0%, 0 pontos; <10%, 1 ponto; 11-50%, 2 pontos; 51-80%, 3 pontos;
>80%, 4 pontos) e pontuados na seguinte escala: negativo (0 pontos), fraco (1- 2 pontos),
moderada (3 a 4 pontos) e forte (6 a 8 pontos) (REIS, 2011).

A expressao de Ki67 foi considerada positiva em casos de coloragcdo nuclear (Figura
5). A positividade foi avaliada topograficamente através do registro do tipo celular
(neoplasico e/ou nao neoplasico) com predominio da expressao do marcador. O indice de
proliferagdo celular Ki-67 foi determinado pela estimativa de percentagem de nucleos
positivos distribuidos na area total da neoplasia de amostras neopldsicas e na area total de
tecido linfoide de amostras ndo neoplasicas. Areas mostrando lesdo térmica ou mecénica
foram excluidas da analise.

A expressio de AE1AE3 foi considerada positiva em casos de coloracao
citoplasmatica (Figura 7). A positividade foi registrada topograficamente com descricdo do
tipo celular (neoplasico e/ou ndo neoplésico) com predominio da expressdo do marcador. A
percentagem foi avaliada estimando células positivas distribuidas na area total da neoplasia de

amostras neoplésicas e na area total de tecido linfoide de amostras ndo neoplasicas.

Figura 7: Expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos para GLUT1, Ki67 e AE1AE3, com positividade
membranar, nuclear e citoplasmatica, respectivamente.

Foram utilizados roteiros e legendas para avaliacdo imuno-histoquimica, conforme

APENDICE C e D). Outras variaveis estdo descritas no APENDICE E.
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Verificacdo de dados em prontuario

Os dados sobre evolugdo dos pacientes foram obtidos através de pesquisa em
prontudrios para as informacdes de (1) paciente sem evidéncia de recidiva; (2) paciente com
recidiva/progressao, registrando-se descri¢do da topografia e do tempo (em meses) apds o
diagnéstico; e, (3) dbito, com notificagdo da data/tempo (em meses) ap6és o diagnoéstico, € se a

causa do obito relacionava-se a neoplasia de pulmao.

Consideracoes estatisticas

Os resultados obtidos foram compilados em um banco de dados organizado em
planilhas do programa operacional Microsoft Excel, no qual as varidveis de estudo foram
categorizadas para fins comparativos e descritivos. Variaveis categdricas foram descritas por
meio de frequéncias absolutas e relativas, e comparadas utilizando o teste qui-quadrado de
Pearson (e residuos ajustados, quando necessario), utilizando o teste exato de Fisher (quando
adequado). Varidveis quantitativas foram descritas através de média, mediana, minimo e
maximo; comparadas utilizando a analise da variancia (ANOVA) com Tukey como post hoc e
Teste do T de Student; e, correlacionadas utilizando r de Pearson e o r6 de Spearman,
(variaveis ndo paramétricas). Os testes estatisticos foram especialmente aplicados a fim de se
observar se hd associacdo/correlagdo entre os diferentes padrdes histologicos e expressao
imuno-histoquimica de marcadores de metabolismo e proliferacdo celular com diferentes
valores maximos de SUV captado na primeira e segunda hora durante o exame de PET/CT.
Todas as analises foram realizadas utilizando o SAS statistical software (version 9.4; SAS

Institute, Inc. Cary, NC) e 0o JASP 0.13.1.0.
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6. ETICA

O protocolo de pesquisa deste trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisas
(CEP) com Seres Humanos da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul

(PUCRS) com aprovagdo, CAAE 00672818.2.0000.5336, Parecer 2.978.239 em 24/10/2018.
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7 RESULTADOS

RESULTADOS DESCRITIVOS
Generalidades

De uma amostra de 85 pacientes, submetidos aos critérios de inclusdo/exclusdo,
resultou um total de 54 pacientes. Para primeira etapa de avaliagdo histoldgica e clinica,
foram excluidos 31 pacientes devido a: (1) Auséncia de laminas histologicas para andlise
morfoldgica no arquivo (11 pacientes); (2) Auséncia de descricdo macroscopica com legenda
para adequada identificacdo das laminas histologicas/topografia nodal para analise
morfologica no arquivo (02 pacientes); (3) Diagndstico prévio ou atual de neoplasia em sitio
extrapulmonar (08 pacientes); (4) Auséncia de confirmagao histologica de neoplasia pulmonar
nas amostras por bidpsia incisional e/ou excisional (06 pacientes); (5) Auséncia de amostras
histologicas de linfonodos mediastinais nas amostras por bidpsia incisional e excisional (02
pacientes); (6) Diagnostico de carcinoma de pequenas células de pulmao (02 pacientes). Para
segunda etapa de avaliagdo imuno-histoquimica foram excluidos mais 11 pacientes por blocos

indisponiveis no arquivo para realizagdo dos marcadores imuno-histoquimicos, resultando

numa amostra de 43 pacientes (Figura 8).

85 pacientes — Amostra micial

11 pacientes: Auséncia de ldiminas histologicas para analise morfologica

02 pacientes: Auséncia de legenda para adequada identificacio das ldminas histologicas/topografia
nodal

08 pacientes: Diagndstico de neoplasia em sitio extrapulmonar
06 pacientes: Auséncia de confirmacio histologica de neoplasia pulmonar
02 pacientes: Auséncia de amostras histologicas de linfonodos

02 pacientes: Diagndstico de carcinoma de pequenas células de pulmao

54 pacientes para Avaliagio histologica (FASE I)

11 pacientes: Blocos indisponiveis no arquivo

43 Pacientes para Avaliacio imuno-histoquimica (FASE IT)

Figura 8: Fluxograma ilustrativo da obtengdo de casos/pacientes para estudo, apds aplicagdo dos critérios de
exclusdo e disponibilidade de material.

Cinquenta e quatro pacientes tiveram suas amostras submetidas a avaliacao histoldgica

(FASE 1) para todos os linfonodos ressecados cirurgicamente durante o procedimento de



37

mediastinoscopia e/ou de cirurgia de resseccdo e avaliacdo através do PET/CT,
sistematicamente, para os linfonodos mediastinais 2R, 2L, 4R, 4L, 7, HD, HE e da janela
aorto pulmonar, dentre outros eventualmente citados, que resultou numa amostra de 224

linfonodos/cadeia de linfonodos (Figura 9).

54 pacientes
23 pacientes com linfonodos positivos 31 pacientes com linfonodos negativos
4 histologia a histologia
45 linfonodos 33 linfonodos 146 linfonodos
positivos negativos negativos
a histologia a histologia a histologia

179 linfonodos negativos & histologia

224 linfonodos no total
184 linfonodos disponiveis
para analise de SUV max

Figura 9: Fluxograma ilustrativo da obten¢@o de linfonodos e/ou cadeia linfonodal para avaliagdo histologica
com distribui¢do dos linfonodos positivos e negativos a histologia. Foram excluidos nove linfonodos de peca
cirirgica de pacientes submetidos a quimioterapia foram considerados na analise. Para analise de SUV maximo,
a amostra foi de 184 linfonodos.

A idade dos 54 pacientes variou de 46 a 80 anos com mediana de 64,5 anos. Quanto
ao género, foram 30 homens (56%) e 24 mulheres (44%) (Tabela 3). A média de idade para
homens e mulheres foi de 64 e 65 anos, respectivamente.

Quanto ao tabagismo, vinte e seis pacientes eram fumantes (48%), vinte e seis
pacientes ex-fumantes (48%) e dois nunca fumaram (4%). Destes, todos os pacientes do sexo
masculino eram fumantes (53%) ou ex-fumantes (47%), e as pacientes do sexo feminino
estavam distribuidas em 42% fumantes, 50% ex-fumantes e 8% que nunca fumaram (Tabela

3).
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Dos 52 pacientes fumantes e ex-fumantes, o nuimero de cigarros por dia variou de 2 a
60 cigarros/dia, com média de 22 cigarros/dia. Quando distribuidos quanto ao género, foi
obtida a média de 21 e 25 cigarros/dia para homens e mulheres, respectivamente (Tabela 3).

O tempo de tabagismo variou de 13 a 65 anos, com média de 42 anos. Quando
distribuidos quanto ao género, a média de tempo de tabagismo foi de 44 anos e 39 anos para

homens e mulheres, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: Generalidades numa amostra de 54 pacientes com carcinoma de pulm@o ndo pequenas células e
distribuicdo dos pacientes, segundo metastases nodal & avaliagao histologica.

Caracteristicas N (%) ou média (min- Pacientes com Pacientes com
max) linfonodos positivos  linfonodos negativos
(n=54) histologicamente histologicamente
Idade (anos) 64,5 (46-80) 63 (46-78) 65 (48-80)
Género
Masculino 30 (56%) 13 (43%) 17 (57%)
Feminino 24 (44%) 10 (42%) 14 (58%)
Tabagismo
Fumante 26 (48%) 9 (35%) 17 (65%)
Ex-fumante 26 (48%) 13 (50%) 13 (50%)
Nunca fumou 2 (4%) 1(50%) 1(50%)
Exposigdo ao fumo 22 (2-60) 18 (0-60) 25(0-60)
(cigarros/dia)
Tempo de tabagismo (ano) 42 (13-65) 36 (0-60) 43(0-65)

Quanto ao tipo histologico dos 54 pacientes, trinta e quatro apresentaram
adenocarcinoma (63%), dezoito (33%) carcinoma epidermoide e dois (4%) restantes tiveram
diagnostico de carcinoma neuroenddcrino de grandes células e carcinoma adenoide cistico.

Dos trinta pacientes do sexo masculino, dezenove apresentaram diagnostico de
adenocarcinoma (63,3%), dez de carcinoma epidermdide (33,3%) e um de carcinoma
adenoide cistico (3,3%). Das vinte e quatro pacientes do sexo feminino, quinze apresentaram
diagnodstico de adenocarcinoma (63%), oito de carcinoma epidermoide (33%) e uma de

carcinoma neuroenddcrino de grandes células (4%).

Padroes histologicos nao neoplasicos em 179 linfonodos mediastinais de 54 pacientes
com carcinoma de pulméo nio pequenas células.

Foram obtidos 179 linfonodos ndo neoplasicos que apresentaram como padrio
histologico predominante histiocitose com extensdo paracortical. Na avaliagdo histologica

destes linfonodos, observou-se a presenca de granulomas em apenas cinco linfonodos/cadeia
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de linfonodos analisados em trés pacientes. Outros achados morfologicos avaliados foram

antracose ¢ fibrose, conforme Tabela 4.

Tabela 4: Distribuicdo de padrdes histologicos predominante (HP), padrdo histoloégico secundario (HS),
granulomas, percentagem de antracose e percentagem de fibrose em 179 linfonodos mediastinais nao

neoplésicos.

Achado histolégico Total (179)
Padriao Histologico Predominante (HP)
Hiperplasia folicular 28 (15.6)
Hiperplasia paracortical 3(1.7)
Histiocitose sinusal 45 (25.1)
Histiocitose com extensdo paracortical 101 (56.4)
Histiocitose com ocupagio de toda amostra nodal 2 (1.1)
Linfonodo normal 0
Padriao Histologico Secundario (HS)
Hiperplasia folicular 36 (20.1)
Hiperplasia paracortical 12.(6.7)
Histiocitose sinusal 62 (34.6)
Histiocitose com extensdo paracortical 69 (38.5)
Histiocitose com ocupacdo de toda amostra nodal 0
Linfonodo normal 0
Granulomas
Sim 5(2.8)
Nao 174 (97.2)
% Antracose
0% - 20% 111 (62.0)
21% - 40% 47 (26.3)
41% - 60% 1584)
61% - 80% 6(3.4)
81% - 100% 0
% Fibrose
0% - 20% 172 (96.1)
21% - 40% 7(39)
41% - 60% 0
61% - 80% 0
0

81% - 100%
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RESULTADOS ANALITICOS
Correlacao de padroes histologicos nao neoplasicos em 179 linfonodos mediastinais com
tipo histolégico da neoplasia primaria, necrose tumoral, percentagem de necrose
tumoral e dados clinicos

Para os testes de correlagio foram analisados dados provenientes de 179
linfonodos/cadeia de linfonodos ndo neoplésicos e para cada teste de correlagdo, a amostra (n)
variou. Na avaliacdo do padrao histolégico, ndo foram considerados os padrdes histologicos
primarios de hiperplasia paracortical, histiocitose com ocupacao de toda amostra nodal,
linfonodo normal e linfonodos/cadeia de linfonodos ocupados totalmente por neoplasia na
analise estatistica dos testes de correlagdo. Para as demais varidveis, ndo foram considerados
tipo histologico designado como outros; e, pacientes ndo fumantes.

O padrao histologico predominante foi submetido a testes de correlacdio com as
variaveis: tipo histologico, tamanho da neoplasia primaria, necrose tumoral, percentagem de
necrose tumoral, tabagismo, numero de cigarros/dia, tempo de tabagismo e percentagem de

antracose (Tabela 5).

Tabela 5: Correlacdo entre padrao histologico predominante na avaliagao histologica de linfonodos mediastinais
nao neoplasicos e tipo histologico, tamanho da neoplasia primaria, necrose tumoral, percentagem de necrose
tumoral, tabagismo, nimero de cigarros/dia, al, tabagismo, nimero de cigarros/dia, tempo de tabagismo e
percentagem de antracose.

Hiperplasia Histiocitose Histiocitose com

folicular sinusal p::zfs::?izal p-valor
Tipo histolégico 0.3672
Adenocarcinoma 12 (52.2) 30 (69.8) 61 (62.9)
Carcinoma epidermoide 11 (47.8) 13 (30.2) 36 (37.1)
Tamanho da neoplasia- Mean (Range) 4.9 (1.6 - 7.8) 4.5 (1.6 -13.2) 4.7 (2-9.8) 0.5068
Necrose 0.8101
Sim 20 (80.0) 22 (73.3) 58 (78.4)
Nio 5(20.0) 8 (26.7) 16 (21.6)
% Necrose - Mean (Range) 19% (0 - 60%) 13% (0 - 60%)  13.2% (0 - 60%)  0.2596
Tabagismo 0.4993
Fumante 17 (60.7) 20 (46.5) 51 (53.1)
Ex-fumante 11 (39.3) 23 (53.5) 45 (46.9)
Nuimero de cigarros/dia - Mean
(Range) & 31.0 (2 - 60) 23.9 (0 - 60) 18.7 (0 - 40) 0.0094
Tempo tabagismo - Mean (Range) 44.3 (30 - 60) 39.3 (0 -65) 43.1 (0 - 65) 0.1347

% Antracose - Mean (Range) 16.3% (5% - 40%)  15.4% (0 - 50%)  30.1% (5% - 80%) <0.0001
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O numero de cigarros/dia apresentou associacdo estatisticamente significativa com
padrao histologico predominante. Ao comparar a diferenca em média do nimero de
cigarros/dia (entre os grupos Hiperplasia folicular, Histiocitose sinusal e Histiocitose com
extensao paracortical), a analise de variancia indicou que ha uma diferenga estatisticamente
significativa entre as médias do numero de cigarros/dia em pelo menos dois grupos (p=
0,0094). Ao comparar as médias através do teste post hoc, observou-se que essa diferenga de
médias estatisticamente significativas ocorre entre os grupos Hiperplasia folicular e
Histiocitose com extensdao paracortical (p-valor = 0,001), com associagao entre nimero de
cigarros/dia e hiperplasia folicular.

Observou-se associagdo estatisticamente significante entre a percentagem de antracose
e o padrao histologico predominante. Ao comparar a diferenca em média da porcentagem de
antracose (entre os grupos Hiperplasia folicular, Histiocitose sinusal e Histiocitose com
extensdo paracortical), a andlise de varidncia indicou que h4a uma diferenca estatisticamente
significativa entre as médias de pelo menos dois grupos (p<0,0001). Ao comparar as médias
através do teste post hoc, observou-se que essa diferenga de médias estatisticamente
significativas ocorreu entre os grupos: (1) Hiperplasia folicular e Histiocitose com extensao
paracortical (p-valor = 0,001); e (2) Hiperplasia sinusal e Histiocitose com extensdao
paracortical (p-valor = 0,001), com associacdo entre antracose e hiperplasia sinusal com
extensdo paracortical.

Ademais, nao houve associacdo entre o padrdo histolégico predominante apresentado
em linfonodos/cadeias mediastinais e tipo histolégico (p=0,36), tamanho da neoplasia
primaria (p=0,50), necrose tumoral (p=0,81), percentagem de necrose tumoral (p=0,25),

tabagismo (p=0,49) e tempo de tabagismo (p=0,13).

Correlacio entre alteracdoes morfologicas e medidas de SUV no PET/CT de 184
linfonodos mediastinais/cadeias nodais de 54 pacientes

Dos 224 linfonodos da soma de 45 linfonodos positivos e 179 linfonodos negativos,
foram obtidos para andlise 184 linfonodos, devido a exclusao de 9 linfonodos de peca
cirtirgica de pacientes submetidos a quimioterapia neoadjuvante e devido a auséncia de relato
de SUV no exame de PET/CT de 30 linfonodos que nao faziam parte do protocolo inicial ou
que nao foram relatados porque ndo tinham altera¢des ao exame.

Para os testes de correlacio foram analisados dados provenientes de 184
linfonodos/cadeia de linfonodos ndo neoplasicos e neoplésicos e para cada teste de correlagao,

a amostra (n) variou.
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A presenca ou auséncia de granulomas apresenta associacdo com as medidas de SUV
maximo (p=0,007 a 1h e as 2h), assim como a presenca/auséncia de metastase nodal (Tabelas
0).

Dentre 05 pacientes que apresentaram granulomas, apenas 01 apresentou granulomas
do tipo imune em trés linfonodos e outros 04 pacientes apresentaram granulomas do tipo
corpo estranho em 05 linfonodos. O paciente com granulomas do tipo imune apresentava
carcinoma epidermoide primario sem metastases linfonodais, captacdo de SUVmax maior que
5,0 e pesquisa de bacilos alcool 4cido resistentes (BAAR) negativa; a hipotese de tuberculose
ndo foi descartada e foi a provavel causa de 6bito precoce. Os demais pacientes apresentavam
granulomas do tipo corpo estranho em linfonodos de mediastinoscopia e/ou de resseccao
cirtirgica, com tipos histoldgicos tanto de carcinoma epidermoide quanto de adenocarcinoma,
um deles com linfonodo regional positivo para neoplasia.

Tabela 6: Associacdo das medidas de SUV no PET/CTcom metastase nodal e granulomas (Student's t-test).

SUV 1h SUV 2h

Variaveis p-valor p-valor
Metastase linfonodal Positivo <0,01 <0,01
Negativo
Granulomas Sim 0.007 0.007
Nao

Na avalia¢ao de metastases nodais também foi feita estratificagdo dos linfonodos em
(1) linfonodos positivos para metastases, (2) linfonodos negativos de pacientes apenas com
linfonodos negativos e (3) linfonodos negativos de pacientes com outros linfonodos positivos

(Figura 10).

Status linfonod os Midia Desvio Padrie Nimero
5 1346 2537 4

SUV 1H

Linfenodos Positivas. Linfonodos Negativos Linfonodos Negalivos com Positivos adjacentes
Status linfonodos

Figura 10: Correlagdo das medidas de SUV 1h no PET/CT com (1) linfonodos positivos para metastases, (2)
linfonodos negativos de pacientes apenas com linfonodos negativos ¢ (3) linfonodos negativos de pacientes com
outros linfonodos positivos com grafico descritivo das diferencas e teste post hoc (t Tukey).
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Embora a média de SUV 1h nos linfonodos negativos com positivos adjacentes obtida
tenha sido discretamente maior, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
subtipos de linfonodos negativos. Houve diferenga significativa entre o grupo dos linfonodos
positivos € ambos os grupos de linfonodos negativos (p<0,001). Nao houve diferenca
significativa dos grupos negativos entre si.

O padr@o histoldgico predominante e padrdo histologico secundario foram submetidos
a testes de associacdo com captacdo/ndo captacdo no PET a 1h (p=0,668 e p=0,346,
respectivamente) e 2h (p=0,648 e p=0,386, respectivamente), onde nao se detectou diferenca
estatisticamente significante entre as variaveis (Tabela 7). Houve correlacao entre as medidas
de SUV no PET/CT com percentagem de neoplasia, tamanho da metastase nodal, tamanho do

linfonodo a tomografia computadorizada (TC) e percentagem de antracose (tabela 8).

Tabela 7: Associacdo das medidas de SUV no PET/CT com padrao histoloégico predominante e secundario
(ANOVA)

SUV 1h SUV 2h

p-valor p-valor
Varidveis
Padrio histolégico predominante Hiperplasia folicular 0.668 0.648
Histiocitose sinusal
Histiocitose com extensdo paracortical
Padrao histologico secundario Hiperplasia folicular 0.346 0.386

Hiperplasia paracortical
Histiocitose sinusal

Histiocitose com extensdo paracortical

Tabela 8: Correlagdo das medidas de SUV no PET/CT com percentagem de neoplasia, tamanho da metastase
nodal, tamanho do linfonodo a tomografia computadorizada (TC) e percentagem de antracose (R6 de Spearman).

SUV 1h SUV 2h

p-valor p-valor
% Neoplasia <0.001 <0.001
T Neo Meta <0.001 <0.001
Tamanho TC LN <0.001 <0.001
Tamanho TC LN menor eixo <0.001 <0.001
% Antracose 0,472 0,599

A captagdo na area da neoplasia primaria em pulmdo ocorreu em todos os casos, com
variacdo de SUVmax de 2,0 a 35,0, sendo que apenas trés casos apresentaram valor de

SUVmax menor que 2,5 na neoplasia primaria em pulmao. Destes trés pacientes, apenas um
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apresentava metastases nodais nos quatro linfonodos amostrados, todos com SUVmax acima
de 2,5 e variando de 3,5 a 11,6. Os outros dois pacientes, ndo apresentavam metastases nodais
e apenas um linfonodo de um deles apresentava SUVmax de 1h e 2h captante e com valor de

3,1 e 4,5, respectivamente.

Avaliacao de metabolismo celular e proliferacio celular em linfonodos mediastinais de
43 pacientes através de estudo imuno-histoquimico (GLUT1 e Ki67, respectivamente)

Quarenta e trés pacientes tiveram suas amostras submetidas a avaliagdo imuno-
histoquimica (FASE II), conforme critérios de sele¢do previamente citados. Foram avaliados
66 linfonodos de 43 pacientes.

A positividade de GLUTI1 foi avaliada segundo nivel de intensidade da coloragao
(GLUT1), porcentagem de células positivas (GLUTp) e escore de imunorreatividade (EIR); e,
registrada topograficamente, descrevendo-se o tipo celular (neoplédsico e/ou nao neoplésico)
com predominio da expressdo do marcador. Em todos os casos com neoplasia, a positividade
predominou nas células neoplasicas. Nos casos, sem neoplasia, observou-se marcacdo em

células dendriticas foliculares (Tabela 9 e 12).

Tabela 9: Distribuicdo da expressio de GLUTI1 segundo nivel de intensidade da coloragdo (GLUTI),
porcentagem de células positivas (GLUTp) e escore de imunorreatividade (EIR).

Avaliacdo da expressiao de N (%) Pacientes com linfonodos Pacientes com linfonodos
GLUT1 N=43 positivos histologicamente  negativos histologicamente

Nivel de intensidade da coloracdo (GLUT1)

0 pontos, sem coloragdo 10 (23%) 3 (30%) 7 (70%)
1 ponto, coloracao fraca 16 (37%) 4 (25%) 12 (75%)
2 pontos, coloracdo forte 17 (40%) 8 (47%) 9 (53%)
Porcentagem de células positivas (GLUTp)

0%, 0 pontos 11 (25%) 4 (36%) 7 (64%)
<10%, 1 ponto 24 (56%) 4 (17%) 20 (83%)
11-50%, 2 pontos 2 (5%) 1 (50%) 1 (50%)
51-80%, 3 pontos 2 (5%) 2 (100%) 0 (0%)
> 80%, 4 pontos 4 (9%) 4 (100%) 0 (0%)
Escore de imunorreatividade (EIR)

negativo (0 pontos) 11 (25%) 4 (36%) 7 (64%)
fraco (1- 2 pontos) 24 (56%) 4 (17%) 20 (83%)
moderada (3 a 4 pontos) 2 (5%) 1 (50%) 1 (50%)
forte (6 a 8 pontos) 6 (14%) 6 (100%) 0 (0%)

A positividade de Ki67 e AE1AE3 foi avaliada e registrada topograficamente (Tabela
10, 11 e 12).
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Tabela 10: Distribuicdo da expressdo de Ki67, segundo porcentagem de células positivas (Ki67p).

Avaliacio da expressio N (%) Pacientes com linfonodos
de Ki67 N=43 positivos histologicamente

Pacientes

com linfonodos

negativos histologicamente

Porcentagem de células positivas (Ki67p)

0% 1 (2%) 0 (0%) 1 (100%)
1% 9 (21%) 4 (44%) 5 (56%)
5% 18 (42%) 3 (17%) 15 (83%)
10% 7 (16%) 3 (43%) 4 (57%)
15% 2 (5%) 1 (50%) 1 (50%)
20% 4 (9%) 2 (50%) 2 (50%)
30% 2 (5%) 2 (100%) 0 (0%)

Tabela 11: Distribuicdo da expressdo de AE1AE3 segundo porcentagem de células positivas (AE1AE3p).

Avaliacio da expressao de N (%) Pacientes linfonodos Pacientes com linfonodos
AE1AE3 N=43 positivos histologicamente negativos histologicamente
Porcentagem de células
positivas (AE1AE3)
0% 6 (14%) 0 (0%) 6 (100%)
1% 13 (30%) 0 (0%) 13 (100%)
5% 7 (16%) 0 (0%) 7 (100%)
10% 2 (5%) 0 (0%) 2 (100%)
80% 1 (2%) 1 (100%) 0 (0%)
90% 1 (2%) 1 (100%) 0 (0%)
95% 1 (2%) 1 (100%) 0 (0%)
100% 12 (28%) 12 (100%) 0 (0%)

Tabela 12: Distribuicdo da expressio de GLUTI, Ki67 e AE1AE3, segundo topografia (tipo celular) com

positividade predominante no linfonodo.

Topografia (tipo celular) com positividade N (%)

predominante no linfonodo N=43
GLUT1
0 Nenhuma marcacao positiva 10 (23%)
1 Células neoplésicas 12 (28%)
2 C¢élulas ndo neoplésicas - Linfocitos foliculares 20 (47%)
3 C¢lulas ndo neoplésicas - Linfocitos 0 (0%)
extrafoliculares
4 Células ndo neoplasicas — Histiocitos 1* (2%)
5 Células ndo neoplasicas - Outras 0 (0%)
Ki67t
0 Nenhuma marcagdo positiva 1 (2%)
1 Células neoplasicas 15 (35%)
2 C¢élulas ndo neoplésicas - Linfocitos foliculares 24 (56%)
3 C¢lulas ndo neoplésicas - Linfocitos 3 (7%)
extrafoliculares
4 Células nao neoplasicas — Histidcitos 0 (0%)
5 Células ndo neoplésicas - Outras 0 (0%)
AE1AE3
0 Nenhuma marcagdo positiva 6 (14%)
1 Células neoplasicas 15%* (35%)
2 Células ndo neoplasicas - Linfocitos foliculares 0 (0%)
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3 Células nao neoplésicas - Linfocitos 0 (0%)
extrafoliculares

4 Células ndo neoplasicas — Histiocitos 0 (0%)
5 Células ndo neoplasicas - Outras 22*%* (51%)

Em relacdo ao tipo celular, observou-se positividade em células epitelioides com
formagao de granulomas do tipo imune em um caso (*), que resultou positivo na marcag¢ao
para GLUTI1. Ademais, em 18 casos, além das células neoplasicas e linfocitos foliculares,
observou-se a presenca de positividade com marcador para Ki67 em imunoblastos. E na
marcagdo para citoqueratinas, revelou-se positividade para todas os linfonodos com neoplasia

metastatica e também em células dendriticas foliculares.

Correlacao dos resultados da marcacdo imuno-histoquimica de metabolismo celular e
proliferacido celular em linfonodos mediastinais de 43 pacientes com carcinoma de
pulmio nao pequenas células com medidas de SUV no PET/CT

Houve correlagdo estatisticamente significante entre a positividade de marcadores de
proliferagdo celular (Ki67) e de metabolismo celular (GLUT1) assim como de proliferacao

celular (Ki67) e SUV 1h e SUV 2h, conforme dados abaixo descritos na Tabela 13.

Tabela 13: Correlacdo dos resultados da marcacdo imuno-histoquimica de metabolismo celular (GLUTI),
proliferacdo celular (Ki67) e de células epiteliais (AE1AE3) em linfonodos mediastinais de 43 pacientes com
carcinoma de pulmao ndo pequenas células com medidas de SUV no PET/CT (Spearman’s rho).

Variaveis Ki67p(n) AEIAE3p(n) EIR (n)
1. Ki67p(n) n _
Spearman's rtho =

p-value —
Upper 95% CI —
Lower 95% CI —

2. AEIAE3p(n) n 43 —
Spearman's tho 0.278 —
p-value 0.071 .

Upper 95% CI  0.534 e
Lower 95% CI -0.024 —

3.EIR (n) n 43 43 —
Spearman's rho 0.623 *** 0.280 —
p-value <.001 0.069 —_
Upper 95% CI  0.778 0.535 —
Lower 95% CI  0.396 -0.022 —
4. SUV 1H n 43 43 43
Spearman's tho 0.376* 0.188 0.146
p-value 0.013 0.228 0.351
Upper 95% CI  0.608 0.462 0.427
Lower 95% CI  0.085 -0.119 -0.162
5.8SUV 2H n 43 43 43
Spearman's tho 0.353 * 0.177 0.138
p-value 0.020 0.257 0.378
Upper 95% CI  0.591 0.453 0.421

Lower 95% CI  0.059 -0.131 -0.170
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Na avaliagdo imuno-histoquimica de Ki67 e GLUTI1 para os grupos de pacientes com
e sem metastase nodal, ao comparar as médias através do teste T de Student (p<0,05),
observou-se diferenca de médias estatisticamente significativas entre os grupos com metastase
nodal e sem metastase nodal tanto para Ki67 (p=0,048) quanto para GLUT1 (p=0,001).

O teste de correlagdo entre medida de SUV e AE1AE3 nao apresentaram significancia

estatistica.

Avaliacdo de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e acuracia

Diferentes valores para sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN), acuracia (A), falso-positivos (FP) e falso-negativos
(FN) foram obtidos para linfonodos mediastinais com e sem metastases utilizando diferentes
parametros de avaliacdo em 43 pacientes com CPNPC: (1) Impressdao médica; (2) Medidas de
linfonodos a tomografia computadorizada (TC) considerando menor eixo maior ou igual a
1,0cm; (3) Medida de SUV maximo a 1h ao PET maior ou igual a 2,5; (4) Medida de SUV
maximo as 2h ao PET maior ou igual a 2,5; (5) Medidas de linfonodos a TC associada a
captagdo de SUV de 1h ao PET (PET/CT) (Tabela 14). Os valores de falso-positivos (FP) e

falso-negativos (FN) variaram de acordo com o pardmetro de avaliagao.

Tabela 14: Sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN),
acuracia (A), falso-positivos (FP) e falso-negativos (FN) para linfonodos mediastinais com e sem metastases
utilizando diferentes parametros em 43 pacientes com CPNPC: (1) Impressdo médica; (2) Medidas de linfonodos
a tomografia computadorizada (TC); (3) Medida de SUV maximo a 1h ao PET; (4) Medida de SUV maximo as
2h ao PET; (5) Medidas de linfonodos a TC associada a captagdo de SUV de 1h ao PET (PET/CT). As medidas
de SUV foram consideradas positivas quando maior ou igual a 2,5.

Impressao TC SUV1h SUV2h TC e SUV1h
médica

S 79% 53% 67% 67% 48%
E 44% 54% 57% 57% 71%
VPP 42% 38% 45% 43% 47%
VPN 80% 68% 76% 75% 71%
A 56% 53% 60% 58% 63%
FP 37% 30% 28% 30% 19%

FN 7% 12% 12% 12% 19%
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A avaliagdo do valor de SUV de 1h e 2h dos linfonodos mediastinais foi realizada
também segundo trés critérios na avaliagdo de 184 linfonodos em 54 pacientes com CPNPC:
(1) captag@o/nao captagdo; (2) captacao maior que do figado; e, (3) captacdo maior ou igual a
2,5 (Tabela 15), obtendo-se maior sensibilidade com SUV_Max>0 e SUV_Miax>2,5 e maior
especificidade com SUV_Max>figado.

Tabela 15: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia do PET/CT
usando diferentes pontos de corte do SUV na avaliacdo de 184 linfonodos mediastinais positivos ou negativos
histologicamente em 54 pacientes.

Ponto de corte Medida Resultados (%) 1h e 2h
Sensibilidade 63 63

SUV Mix >0 E.s.;')eciﬁcic'lz'lde 75 74
- Valor Preditivo Positivo 41 40
Valor Preditivo Negativo 88 88

Acurécia 72 72

Sensibilidade 60 63

SUV_Maix > 2.5 Especificidade 78 78
Valor Preditivo Positivo 43 44

Valor Preditivo Negativo 88 88

Acurécia 74 74

Sensibilidade 55 50

SUV_Maix > SUV Figado Especificidade 83 80
Valor Preditivo Positivo 47 41

Valor Preditivo Negativo 87 85

Acuracia 77 73

A documentagdo fotografica das imagens escaneadas das laminas estdo registradas no

Apéndice F.
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8 DISCUSSAO

A distingdo entre o envolvimento benigno e maligno no linfonodo mediastinal requer
modalidades invasivas, como bidpsia guiada por imagem (TC, ultrassom endoscopico),
biopsia de linfonodo transbronquico ou bidpsia toracoscOpica ou mediastinoscopica, nao
isentas de complicagdes. PET/CT, uma modalidade de imagem ndo invasiva, foi incluida no
estadiamento e demonstrou ter maior sensibilidade que a TC isoladamente. No entanto, o
FDG PET/CT nao ¢ especifico para detectar doengas malignas, pois as c€lulas inflamatérias
também mostram avidez por FDG.

O acurado estadiamento de pacientes com CPNPC ¢ muito importante para
determinagdo da terapia apropriada e o principal objetivo do estadiamento ¢ selecionar
pacientes que podem se beneficiar da cirurgia. O status do linfonodo N2 e N3 ¢ o fator chave.

O exame de PET/CT ¢ indicado no diagndstico de CPNPC, no estadiamento e
reestadiamento, avaliagdo de resposta, esclarecimento de achados inconclusivos,
direcionamento de biopsias, detec¢do de tumor primario oculto, suspeita de recorréncia
baseada em TC apds radioterapia ablativa estereotdxica. No entanto, ¢ imprescindivel a
investigagdo de fatores que interferem na sensibilidade e especificidade do exame, motivo do
presente estudo em busca de padrdes histologicos e perfil imuno-histoquimico que esclarecam
falso-positivos e falso-negativos.

Hé descricdes na literatura de que o padrao de reatividade linfonodal pode estar
relacionado a resposta imune celular ou humoral, de acordo com a presenca ou ndo de
estimulo imunologico (MANFRO, 2010). Na presente amostra, houve predominio de
histiocitose com extensao paracortical (56,4%), e este padrao histolégico mostrou correlacao,
estatisticamente, significante com antracose (p=0,0001); enquanto o padrao histologico de
hiperplasia folicular associou-se com o niumero de cigarros/dia (p= 0,001).

Dentre os dados clinicos de tabagismo e tempo de tabagismo e das caracteristicas
anatomopatoldgicas da neoplasia primdria no pulmao como tipo histolégico, tamanho,
necrose tumoral e percentagem de necrose, nenhuma destas varidveis analisadas apresentou
correlacdo estatisticamente significante com os padrdes histologicos analisados.

No presente estudo, apenas cinco de cinquenta e quatro pacientes (9,3%) apresentaram
granulomas, destes um apresentou granulomas do tipo imune em trés linfonodos e outros
quatro pacientes apresentaram granulomas do tipo corpo estranho em cinco linfonodos. Estes

achados contradizem a explicagdo mais usual que no PET ha aumento das taxas de falso-
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positivo em linfonodos mediastinais devido ao aumento da atividade metabolica secundérias a
doenca granulomatosa endémica, como sarcoidose, infeccdo por HIV, tuberculose e doenga
fingica, como a histoplasmose (TERAN, 2014).

A presenca de granulomas apresenta associagdo estatisticamente significante com as
medidas de SUV méximo (p=0,007 & 1h e as 2h) nos dados estudados em conformidade com
a literatura vigente. O paciente com granulomas do tipo imune apresentava carcinoma
epidermoide sem metastases linfonodais, captagao de SUVméx maior que 5,0 e pesquisa de
bacilos alcool acido resistentes (BAAR) negativa; a hipotese de tuberculose ndo foi
descartada e foi a provavel causa de dbito precoce. Os outros quatro pacientes apresentavam
granulomas do tipo corpo estranho em linfonodos tanto provenientes de mediastinoscopia
como de ressecg¢do cirurgica, com tipos histoldgicos tanto de carcinoma epidermoide quanto
de adenocarcinoma; dois deles com linfonodo regional positivo para neoplasia. Dos trés
pacientes sem metastase linfonodal, apenas um apresentou captagdo no PET, representando
um falso-positivo (1,8%).

Alguns autores sugerem a possibilidade de reagdao imunoldgica mediada por células T
aos antigenos soluveis liberados pelo tumor, o que leva a uma resposta granulomatosa,
enquanto outros atribuem a persisténcia de um produto ndo degradavel (KOBAYASHI,
2001). Alguns outros mecanismos, como rea¢do de corpo estranho a material necrotico no
tumor ou secundario a procedimentos prévios realizados também foram sugeridos como as
provaveis causas (COYNE, 2002). Nao ha relatos na literatura de granulomas relacionados
exclusivamente ao tabagismo.

Também foram avaliados os linfonodos negativos de pacientes com outros linfonodos
positivos para metastases nodais, sem diferenga estatisticamente significante de linfonodos
negativos de pacientes sem metastases nodais.

No estadiamento de linfonodos mediastinais de pacientes com CPNPC através de
PET/CT, as taxas de linfonodos falso-positivos (FP) variaram de 28% a 55% (LV, 2011).
Alguns autores, apresentam taxas maiores, como Castro (2017) que refere taxa de falso-
positivo de 61,1%, atribuindo ao tamanho do linfonodo > 1 c¢cm o fator associado aos falso-
positivos (p <0,001) e Lin (2012), cujas taxas de falso-positivos em linfonodos N1 e N2
foram de 70% e 79%, respectivamente, que atribuiu a antracose como causa mais comum de
falso-positivos (LIN, 2012).

Em nossos achados, as taxas de falso-positivos foram, predominantemente, menores ¢
variaram de 19-37%, utilizando diferentes parametros de avaliagdo: (1) Impressao médica; (2)

Medidas de linfonodos a tomografia computadorizada (TC), considerando menor eixo maior
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ou igual a 1,0cm; (3) Medida de SUV maximo a 1h ao PET maior ou igual a 2,5; (4) Medida
de SUV maximo as 2h ao PET maior ou igual a 2,5; (5) Medidas de linfonodos a TC
associada a captacdo de SUV de 1h ao PET (PET/CT).

As causas comuns de linfonodos falso-positivos descritas foram antracose, hiperplasia
reativa, granuloma hialinizado e inflamacdo granulomatosa necrotizante (LIN, 2012; LIAO,
2012). Em nossos dados, a reagdo granulomatosa foi incomum acometendo 4/54 pacientes
com resultado falso-positivo correspondente em apenas 1/54 (1,8%), e ndo houve associacdo
ou correlagdo, estatisticamente, significante entre hiperplasia reativa e antracose com os
valores de SUV estudados. Autores como Nakajo (2016), buscam intervengdes para reducao
de falso-positivos, como a utilizacdo de dexametasona oral para reduzir a captagdo de FDG
nos linfonodos pulmonares ¢ mediastinais.

PET/CT também pode mostrar falsa negatividade para detectar comprometimentos de
linfonodos mediastinais, cuja taxa ¢ de 5-14,8% para estadiamento mediastinal em NSCLC,
de acordo com publicag¢des anteriores (GPS, 2009; KANZAKI, 2011; GOMEZ-CARO, 2012;
BUSTOS, 2017; TAIRA, 2018). Em concordancia com nossos achados, que utilizou
diferentes parametros de avaliagdo, as taxas de falso-negativos variaram de 7-19%.

No presente estudo, nenhum dos padrdes histoldgicos estudados (hiperplasia folicular,
hiperplasia sinusal e hiperplasia com extensdo paracortical) apresentou associacdo com as
medidas de SUV maximo no PET/CT, de forma que a avaliagdo histologica nao discriminou o
fundamento de todos os falso-positivos no PET, aumentando a necessidade de estudos
adicionais, como imuno-histoquimica para avaliacdo de metabolismo e proliferagdao celular.
Um resultado falso-positivo na investigacdo diagnostica tem potencial de excluir o paciente
de uma operagdo possivelmente curavel (FISCHER, 2001), devendo-se, antes de excluir
pacientes do tratamento cirtirgico, submeté-los a procedimento invasivo pré-operatdrio com
confirmacao histolédgica.

Nos testes de correlacao entre metastases nodal em linfonodos mediastinais e medidas
de SUV1h e SUV2h no PET, houve associagdo, estatisticamente, significante (p< 0,01). Na
literatura vigente, os valores de SUV maximo > 2,5 sdo considerados indicativos de processos
malignos, enquanto neoplasias com SUV maximo < 2,5 apresentam maior probabilidade de
serem benignos (HOCHHEGGER, 2015). Ademais, a captagdo de FDG depende de muitos
fatores, como idade, peso e nivel de glicose no sangue. Algumas dessas variaveis parecem ter
um impacto oposto no SUV méximo do tumor. Estes resultados desafiam a utilidade do

figado como referéncia (GROHEUX, 2013).
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Observamos correlagdo entre a captagdo de glicose no PET e a avaliagdo de
proliferacdo celular através de Ki67, com valores de p=0,013 e p=0,020 em SUV maximo de
lh e de 2h, respectivamente; em concordancia com a literatura que quanto maior a
proliferagdo celular, maior a captagcdo de glicose e maiores as medidas de SUV (VESSELLE,
2008). Citado também correlacdo significativa entre o FDG SUV e o indice Ki-67 (r = 0,81; p
<0,0001) por Yamamoto, et al (2007).

Como os histiocitos ativados podem mostrar captagdo aumentada de FDG e
superexpressao de GLUT1, ¢ natural presumir que a infiltragdo de histidcitos em linfonodos
benignos também pode causar captacio de FDG falso-positiva (MALIDE, 1998;
FUKUZUMI, 1996). No entanto, na avaliagdo de metabolismo celular com GLUT1 (EIR),
ndo houve associacdo, estatisticamente, significante com valores de p=0,351 e p=0,378 em
SUV maximo de 1h e de 2h, respectivamente; tornando evidente que a captacdo de glicose
por outros transportadores de glicose deve ser considerada.

E conhecido que a captagio de glicose pode ocorrer em linfécitos, principalmente,
através de receptores de GLUT1 e GLUTS3, o que pode explicar os falso-positivos em exames
de PET/CT (WU, 2008; MOCHIZUKI, 2001). Segundo Younes (1997), cerca de 27% de
carcinomas do pulmao ndo pequenas células foram positivos para GLUT3; isto pode explicar
a captacdo ao exame PET/CT dos casos negativos para GLUT1 no presente estudo.

Segundo Kwon (2011), na expressdo de GLUT1 por coloragdo imuno-histoquimica, os
escores de GLUT1 de foliculos linfoides ou histiocitos foram maiores no grupo 1 do que no
grupo 2, respectivamente (foliculos linfoides: 1,9 = 1,6 vs. 1,2 £ 0,4, p = 0,035; histidcitos:
22+ 19 vs 1,4+ 1,1, p = 0,005). Linfonodos foram classificados em dois grupos de acordo
com valor maximo de captagdo padronizada (SUVmax): grupo 1 (SUVmax >3,0) e grupo 2
(SUVmax <3,0). No entanto, ndo houve correlacdo significativa entre SUVmax e os
parametros (proporgdes ocupadas, escores de GLUTI1) medidos em foliculos linfoides ou
histiocitos (KWON, 2011)

Embora em Consenso entre a Sociedade Brasileira de Cancerologia e a Sociedade
Brasileira de Biologia, Medicina Nuclear e Imagem Molecular, a FDG-F'® PET foi
considerada o método de imagem mais acurado para o estadiamento nodal e extranodal no
CPNPC, com sensibilidade e especificidade elevadas em torno de 90% (SOARES, 2010), os
resultados no presente estudo sdo varidveis de acordo com os diferentes parametros
analisados. A sensibilidade apresentou valores de 63%, 63% e 55% para SUVmax >0,

SUVmax >2,5 e SUVmax > figado, respectivamente; enquanto a especificidade mostrou



53

valores de 75%, 78% e 83%, respectivamente, com valores preditivos positivos menores que
50%, valores preditivos negativos em torno de 88% e acuracia entre 72% e 77%.

Embora a avaliagdo dos linfonodos tenha problemas ja discutidos de
sensibilidade/especificidade, a captacdo na area da neoplasia primaria em pulmao ocorreu em
todos os casos, com variagdo de SUVmax de 2,0 a 35,0, sendo que apenas trés casos
apresentaram valor de SUVmax menor que 2,5 na neoplasia primaria em pulmao.

Diversamente da neoplasia primaria, o Unico paciente com metastases nodais nos
quatro linfonodos amostrados, dentre os trés acima citados, apresentava todos os linfonodos
com casptacdo ¢ SUVmax variando de 3,5 a 11,6. Ademais, um dos pacientes sem metastase
nodal apresentou um linfonodo com captacio e SUVmax de lh e 2h de 3,1 e 4,5,
respectivamente, representando um falso-positivo ao PET. Portanto, mostrando que a
captacdo dos linfonodos verdadeiro-positivos e falso-positivos podem ser diferentes da
neoplasia primaria.

Os intervalos relatados para a sensibilidade e especificidade da TC para a deteccao de
nodulos metastaticos sdo 51%-64% e 74%-86%, respectivamente (GOULD, 2003; WALKER,
2012; GISBERG, 2007) em concordincia com os achados do presente estudo de 53% e 54%.
Foi demonstrado que para TC, um limite de 1 cm no menor eixo tem o melhor risco/beneficio
entre sensibilidade e especificidade (GLAZER, 1985). No entanto, os linfonodos malignos
podem muito bem ser menor que 1 cm e isso explica a sensibilidade limitada de TC, estimado
em 57% (TOLOZA, 2003).

Em comparacdo com a tomografia computadorizada, o PET mostrou ter sensibilidades
e especificidades significativamente melhores, 77-85% e 86-90%, respectivamente, ao avaliar
as metastases mediastinais (TERAN, 2014; GOULD, 2003); todavia, no presente estudo, os
valores foram inferiores de 67% e 57%, respectivamente; e, unificando a tomografia
computadorizada e o PET (PET/CT) obteve-se especificidade de 71%, com valor preditivo
negativo de 71%.

Segundo Langen (2006), a prevaléncia de envolvimento metastatico e desempenho de
teste condicional de TC e FDG-PET foram calculados para linfonodos medindo 10-15 mm,
1620 mm e maior que 20 mm. Encontraram uma probabilidade pos-teste para doenca N2 de
5% para linfonodos medindo 10-15 mm na TC em pacientes com resultado negativo de FDG-
PET, sugerindo que esses pacientes devem ser planejados para toracotomia porque o
rendimento da mediastinoscopia sera extremamente baixo. Para pacientes com linfonodos
medindo 16 mm na TC e um resultado FDG-PET negativo, uma probabilidade pos-teste para

N2 doenga de 21% foi encontrada, sugerindo que esses pacientes devem ser planejados para
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mediastinoscopia antes de uma possivel toracotomia para prevenir muitas toracotomias
desnecessarias neste subconjunto.

A precisao diagnostica, incluindo especificidade e particularmente a confiabilidade de
um estudo diagndstico negativo (ou seja, verdadeiro-negativo) depende de adequada amostra
de tecido para diagnostico; na mediastinoscopia, ¢ feito bidpsia incisional do linfonodo,
portanto uma amostragem que pode interferir na sensibilidade e especificidade. As
modalidades sdao limitadas em capacidade de amostragem de todos os linfonodos das cadeias
nodais e frequentemente sdo complementares (WALKER, 2012; ETTINGER, 2019).

O valor preditivo negativo (VPN) de 95,1% torna PET/CT uma ferramenta til para
evitar biopsia desnecessarias por mediastinoscopia em pacientes. O PET/CT ¢ uma ferramenta
util para prever a negatividade do status de linfonodos mediastinais no pré-operatério nos
estagios clinicamente iniciais do cancer de pulmao (estdgios I e II), mas pode ser
relativamente impreciso na previsdo do status de linfonodos hilares e ser confundido por
falso-positivos causados por processos inflamatorios (LIN 2012). Em nossa casuistica, o VPN
variou de 80%, 68%, 76%, 75% e 71% de acordo com a impressao médica, TC, PET SUV1h,
PET SUV 2h e PET/CT, respectivamente.

Os avangos com a juncdo das técnicas de tomografia computadorizada e PET em
PET/CT, atribuiram valores melhores de especificidade e de valor preditivo negativo para
estadiamento de linfonodos mediastinais de pacientes com CPNPC que auxiliam o médico na
selecdo de pacientes candidatos a cirurgia.

As vantagens do exame de PET/CT em pacientes com CPNPC ultrapassa o
diagnéstico de avaliagdo dos linfonodos mediastinais, com a possibilidade de identificacdo de
metastases a distancia, incluindo a avaliagdo das lesdes adrenais (KUMAR, 2004; BLAKE,
2006); selecao de area viavel do tumor para direcionar bidpsia; diferencial de condigdes
benignas de neoplasia (como atelectasia, consolidagdo e fibrose por radiacao); avaliacdo de
invasdo de parede toracica e mediastino (LARDINOIS, 2003); distingdo de derrame pleural
benigno e maligno (SUN , 2016), evitando toracotomias desnecessarias.

Entretanto, o exame de PET/CT apresenta desvantagens devido a especificidade
limitada na investiga¢ao de metastases em SNC em razdo da alta taxa de captacao de glicose
em células normais; em situagdo pds radioterapia (&reas previamente tratadas com radiagdo
podem permanecer dvidas por FDG por até dois anos); em processos inflamatorios; quando as
lesdes sdo pequenas, microscopicas; em alguns tumores benignos; em neoplasias de baixo
grau e também em neoplasias mucinosas; além de ndo ser seguro na vigilancia e seguimento

de rotina.
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Limitacoes do estudo

O estudo apresentou limitagdes quanto a populacdo alvo devido a: o paciente ndo ter
feito analise patologica no Servico de Patologia do HSL; laminas e blocos nao arquivados no
Servigo de Patologia do HSL; e, informagdes sobre a evolugdo nao disponiveis no prontudrio,
principalmente, devido ao ¢bito ou encaminhamento para outro servigo de saude.

A avaliagdo histolégica dos linfonodos foi prejudicada em alguns casos devido a
fragmentacdo inerente ao procedimento de mediastinoscopia, dificultando a andlise
quantitativa das variaveis histologicas em estudo ou devido a artefatos fisicos térmicos e de
esmagamento. A representacdo parcial de linfonodo e/ou cadeia linfonodal na
mediastinoscopia também foi um fator limitante, embora corrigido parcialmente em alguns
casos pela complementagdo da amostra para estudo com espécimes correspondentes
proveniente do procedimento cirtrgico acompanhado de linfadenectomia.

A avaliagdo histolégica das varidveis relativas a neoplasia pulmonar foi
impossibilitada pela auséncia de espécimes do carcinoma primdrio devido a inexisténcia de
indicacdo cirurgica de ressec¢do do tumor e/ou auséncia de neoplasia na bidpsia de sitio
primario, assim como em casos de pacientes que optaram por nao realizar o procedimento
cirargico. Ressalta-se que alguns pacientes obtiveram diagnoésticos através de biopsia de sitio
metastatico, principalmente, por mediastinoscopia e foram assim conduzidos clinicamente na
dependéncia do estadiamento clinico durante o projeto original.

Ainda existem limitagdes em nosso estudo, que decorrem, principalmente, de sua

natureza retrospectiva e da avaliacdo por um observador.
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9 CONCLUSOES

Hé associagdo entre medidas de SUV e metastases nodais, percentagem e tamanho de
neoplasia metastatica, tamanho do linfonodo a TC e granulomas.

Doengas granulomatosas sdo descritas como principal causa de falso-positivos no
PET; no entanto, apesar do alto indice de falso-positivos no presente estudo, a reagdo
granulomatosa foi incomum na amostra de linfonodos estudados. Predominaram achados
reacionais inespecificos.

Houve correlagdo estatisticamente significante entre a positividade de marcadores de
proliferagdo celular (Ki67) e de metabolismo celular (GLUT1) assim como de proliferacao
celular (Ki67) e SUV 1h e SUV 2h. No entanto, o teste de correlagdo para avaliagao de
metabolismo celular (EIR) e marcacao epitelial com AE1AE3 ndo apresentaram significancia
estatistica.

Os linfonodos falso-positivos captam FDG, possivelmente, através de outro
transportador de glicose, que ndo GLUT1. Houve marcagao de células dendriticas reticulares
para AE1AE3 em linfonodos ndo neoplasicos.

A associacdo de técnicas imagem e metabolismo unindo tomografia computadorizada
e PET, aumentam a especificidade do exame de 54% e 57%, respectivamente, para 71% e
com valor preditivo negativo de 71%, permitindo ponderar a necessidade de mediastinoscopia

pré-operatoria.
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ANEXO 1

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE .%nmm "
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Emprego do [18F]FDG em PET/CT no Sistema Unico de Salde como alternativa de
método ndo-invasivo para diagnostico e estadiamento do céncer de pulméo.

Pesquisador: Carlos Cezar Fritscher

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 30315114.5.0000.5336

Instituigio Proponente: UNIAD BRASILEIRA DE EDUCACAQ E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECHNOLOGIA E INOVACAD

DADOS DO PARECER

Hiamero do Parecer: 641.287
Data da Relatoria: 07/05/2014

Apresentagido do Projeto:

O projeto visa demonstrar a utilidade do (18F)FDG em PET/CT para o estadiamento do céncer de pulmao
néo de pequenas células com a finalidade de sua utilizag8o no SUS para menor risco na investigagdo dos
pacientes. Retomno por pendéncias.

Objetivo da Pesquisa:

Walidar o uso de (18F)FDG - PETI/CT como método ndo invasivo de estadiamento do cancer de pulméo em
pacientes do SUS ( cdncer de pulm&o ndo de pequenas células )

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Critérios de inclusdo e exclusdo definidos e referidos os riscos do PET/CT de compo inteira.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Importante face a possibilidade do paciente ndo necessitar procedimento cinirgico para o estadiamento da
neoplasia.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Adequados.

Recomendagdes:
Pendéncias resolvidas.

Enderego:  Aw.lpiranga, 8820, prédio &0, sala 314

Bairro: Partenon CEP: 20.610-200
UF: RS Municipic: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3220-3345 Fa: (51)3220-3345 E-mail: cep@pucrs.br

Pagira M d= 02



I- Dados Gerais (todos os campos sao de preenchimento obrigatdrio)

Iniciais do Paciente:

Numeros dos exames anatomopatoldgicos:
Numeros dos exames imuno-histoquimicos:

* Colocar as iniciais em letra maituscula

II-Neoplasia Pulmonar

APENDICE A - ROTEIRO PARA AVALIACAO HISTOLOGICA

Numero do Prontuario:
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*Se ndo realizado, considerar “NA”

Tipo Histologico

Tamanho da neoplasia | Necrose

Percentagem de necrose

Neoplasia Pulmonar

III-Linfonodos Mediastinais

Metéstases | Percentagem Tamanho da | Padrao Histologico | Padrao Histoloégico | Granulomas | Percentagem | Percentagem
Neoplasia Neoplasia Predominante Secundario de antracose de Fibrose
2R
2L
4R
4L
7
HD
HE
AP
Outro
IV-Evolucao do Paciente
Data do diagnostico Sem evidéncia de Recidiva/ Progressio | Obito Data do 6bito
histologico recidiva
Paciente
Nome do Responsavel: Assinatura: Data:  / /
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APENDICE B - LEGENDA DE AVALIACAO HISTOLOGICA

Neoplasia Pulmonar

Tipo histolégico:
(1) Adenocarcinoma
(2) Carcinoma epidermoide
(3) Outros
Tamanho da neoplasia: medida em centimetros

Necrose: (1) Sim (2) Nao

Percentagem de necrose: avaliacdo da extensdo da neoplasia comprometida por necrose

tumoral através da avaliagdo das areas em todas as ladminas histologicas representativas da
neoplasia primaria.

Linfonodos Mediastinais

Metéstases: (1) Sim (2) Nao

Linfonodos Neoplasicos

Percentagem da neoplasia: avaliagdo da percentagem de ocupacao do linfonodo ou

fragmento de linfonodo por neoplasia (%).

Tamanho da neoplasia metastatica nodal: medida no maior eixo em milimetros.

Linfonodos Nao neoplasicos

Padrodes histoldgicos (Predominante e Secundéarios)

(0) ndo avaliavel — linfonodo ocupado por neoplasia
(1) hiperplasia folicular

(2) hiperplasia paracortical

(3) histiocitose sinusal

(4) histiocitose com extensdo paracortical

(5) histiocitose com ocupacao de todo amostra nodal

(6) linfonodo normal
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Granulomas: (1) Sim (2) Nao

Percentagem de antracose: avaliacdo da percentagem de ocupacdo do linfonodo ou

fragmento de linfonodo por pigmento (%). Sem antracose, considerar zero (0%).

Percentagem de fibrose: avaliacdo da percentagem de ocupacdo do linfonodo ou

fragmento de linfonodo por fibrose (%). Sem fibrose, considerar zero (0%).

2R Linfonodo paratraqueal alto direito

2L Linfonodo paratraqueal alto esquerdo

4R Linfonodo paratraqueal baixo direito

4L Linfonodo paratraqueal baixo esquerdo
7 Linfonodo subcarinal

HD Linfonodo hilar direito

HE Linfonodo hilar esquerdo

AP Linfonodo da janela aortopulmonar

Outro

Evoluc¢ao do paciente

Data do diagndstico histoldgico de neoplasia: dia/més/ano

(1) Sem evidéncia de recidiva (altimo registro: dia/més/ano)

(2) Recidiva/Progressao (ultimo registro: dia/més/ano)

(3) Obito/ Data do 6bito: dia/més/ano (verificar se estava relacionado ao diagndstico)

(4) Evolucao clinica desconhecida



APENDICE C - ROTEIRO PARA AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

I- Dados Gerais (todos os campos sdao de preenchimento obrigatério)
Iniciais do Paciente: * Colocar as iniciais em letra maiuscula Numero do Prontuario:

Numeros dos exames anatomopatologicos:
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II-Linfonodos Mediastinais

GLUTi GLUTp EIR GLUTt Ki67p Ki67t AEIAE3p

AETAE3t

2R

2L

4R

4L

7

HD

HE

AP

Outro

III- Evolucao do Paciente (Reavaliacao)

Data do Sem evidéncia Recidiva/ Obito
diagnostico histologico de recidiva Progressao

Data do obito

Paciente

Nome do Responsavel: Assinatura:

Data: / /
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APENDICE D - LEGENDA DE AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Expressao de GLUT1

Nivel de intensidade da coloragao (GLUT?I):

0 pontos, sem coloragao
1 ponto, coloragdo fraca

2 pontos, coloracao forte

Porcentagem de células positivas (GLUTp):

0%, 0 pontos
<10%, 1 ponto
11-50%, 2 pontos
51-80%, 3 pontos
> 80%, 4 pontos

Escore de imunorreatividade (EIR):

negativo (0 pontos)
fraco (1- 2 pontos)
moderada (3 a 4 pontos)

forte (6 a 8 pontos)

EIR = Nivel de intensidade da coloragdo x Porcentagem de células positivas

Topografia (tipo celular) com positividade predominante no linfonodo (GLUTY)

0 Nenhuma marcag¢ao positiva

Células neoplasicas

Células ndo neoplasicas - Linfocitos foliculares
Células nao neoplasicas - Linfocitos extrafoliculares

Células nao neoplasicas — Histidcitos

AW N -

Células nao neoplésicas - Outras
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Ki67

Porcentagem de células positivas (Ki67p):

Geral: 0% - 100%

Topografia (tipo celular) com positividade predominante no linfonodo (Ki67t):

0 Nenhuma marcag¢ado positiva

1. Células neoplésicas

2. C¢élulas ndo neoplasicas - Linfocitos foliculares

3. C¢lulas nao neoplasicas - Linfécitos extrafoliculares
4. Células ndo neoplasicas — Histiocitos

5. C¢élulas ndo neoplasicas - Outras

AE1AE3

Porcentagem de células positivas (AE1AE3p):

Geral: 0% - 100%.

Topografia (tipo celular) com positividade predominante no linfonodo (AE1AE3t):

—

A

Nenhuma marcagao positiva

Células neoplasicas

Células nao neoplasicas - Linfocitos foliculares
Células nao neoplasicas - Linfocitos extrafoliculares
Células nao neoplésicas — Histidcitos

Células ndo neoplasicas — Outras
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APENDICE E - GENERALIDADES

Caso: individuo
Idade: em anos
Sexo: (1) Masculino; (2) Feminino
Fumo: (1) Fumante; (2) Ex-fumante; (3) Nunca fumante
Numero de cigarros/dia: unidades
Tempo de tabagismo: anos
PET/CT: Impressao diagnostica quanto a linfonodomegalia mediastinal
(1) Doenga nodal em atividade
(2) Doenga nodal sem atividade
(3) Comentario ou laudo indisponivel
Maior captagao do pulmao: em SUV (zero ¢ igual a: sem captacao)
Pulmao D e E: (1) Direito; (2) Esquerdo
Valor de SUV Pulmao direito: em SUV (zero € igual a: sem captagao)
Valor de SUV Pulmao esquerdo: em SUV (zero ¢ igual a: sem captacao)

Metastases detectada durante investigacdo diagndstica e/ou evolucao diagnoéstico:
(0) Ausente
(1) Hematogénica
(2) Linfonodal
(3) Extensao direta
(4) Extensao pleural
(5) Linfonodos extratoracicos

Estadiamento: TNM

A avaliacdo do valor de SUV dos linfonodos mediastinais foi realizada segundo trés
critérios:

(1) captacao/ndo captacao: (1) Positivo; (2) Negativo

(2) captacao maior que do figado: 1) Sim; (2) Nao

(3) captacao maior ou igual a 2,5: 1) Sim; (2) Nao
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APENDICE F - DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Tipos de amostras

Amostra integra

Amostra fragmentada
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Controles Externos
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Histiocitose com extensdo paracortical e antracose

Verdadeiro Positivo (Caso 8): Metastase nodal por carcinoma com positividade para marcadores de epitélio (AE1AE3), metabolismo celular (GLUT1) e proliferacdo
celular (Ki67). Observa-se marcagdo para citoqueratina com anticorpo para AE1AE3 corroborando com metastase nodal observada e ressalta-se metabolismo celular através
das marcagdes para GLUT1 em detrimento de proliferacdo celular com marcagdo para Ki67. Linfonodo de cadeia 7 com SUV1h e SUV2h ao PET de 12,6 e 13,8,
respectivamente; tamanho de linfonodo de 1,9cm a TC e marcag@o para anticorpos: GLUT1 (GLUTi2, GLUTp4 e EIR8), Ki67 (Ki67p30 e Ki67t1) e AEIAE3(AE1AE3p90 e

AEIAE3t1).
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Verdadeiro Positivo (Caso 8): Metastase nodal por adenocarcinoma
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Falso negativo (Caso 14): Metastase nodal por carcinoma
com positividade para marcador de epitélio (AE1AE3).
Além do reduzido tamanho da neoplasia (0,417 mm no
maior eixo), observa-se baixa proliferacio celular e baixo
metabolismo celular através das marcacbes para Kif7 e
GLUTI. Linfonodo sem captacio ao PET com resultados
de GLUT! (GLUTi0. GLUTpO e EIR0). Ki67 (Ki67pl e
Ki67t1) e AEIAE3 (AE1AE3pS5 e AELAE3t1).



Falso negativo (Caso 40): Metastase nodal por carcinoma com
positividade para marcador de epitélio (AE1AE3). A neoplasia
apresenta tamanho pequeno, dois focos medindo 1.3%mm e 0,3305mm
108 Maiores eixos.
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Falzo negativo (Caso 40): continuagio. Linfonodo sem captacio ao PET com resultados de
GLUT1 (GLUTi2, GLUTp4 e EIRE). Ki67 (Ki67pl0 e Kid7tl) e AE1AF3 (AF1AF3pl00e
AF1AF3t1). Embora esteja evidente alto metabolismo celular demonstrado pela marcagio
maxima com GLUT, a neoplasia apresenta tamanho pequeno, provavel causa da falsa
negatividade. Foco maior € menor, em vermelho e em azul, respectivamente.
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Falso Positivo (Caso 78): Granulomas do tipo imune, por vezes com necrose central Linfonodo de cadeia 4R com SUV1h e
SUWV2h ao PET de 7.3 e 9.2, respectivamente; tamanho de linfonodo de 2.2 cm 3 TC e marcagio para anticorpos: GLUT1
(GLUTi2, GLUTp2 e EIR4), Ki67 (Ki67pl0 e Ki67t4) e AEIAE3 (AEIAE3p0 e AFE1AE30).




Falso Positivo (Caso 78): continuagéo.
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Falso Positivo (Caso 25): Hiperplasia linfoide folicular. Linfonodo de cadeia HD com SUV1h e
SUVZh ao PET de 8.4 e 4,6, respectivamente; marcagdo para anticorpos: GLUT1 (GLUT11 GLUTp2
¢ EIR2). Ki67 (Ki67p20 e Ki67t2) ¢ AE1AE3 (AE1AE3p0 e AE1AE3t0).
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Verdadeiro Negativo (Caso 55): Linfonodo de cadeia 21 com SUWV1h e SUVZ?h ao PET sem captacio e com marcacio para anticorpos: GLUT1 (GLUTi2, GLUTpl e
EIR2), K167 (Ki6Tp20 e K167t2) e AE1AE3 (AE1AE3p10 e AE1AE3tS). Apesar da marcacio para Ki67 e GLUT1 em foliculos linfoides, nio houve captagio no PET;
observou-se marcagio em células dendriticas para citoqueratina AE1AE3.
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WVerdadeiro Negativo (Caso 40): Linfonodo de cadeia 7 sem captagio ao PET e medindo 1.6 cm a TC; marcagio para anticorpos: GLUT1 (GLUTi2, GLUTpl e
EIR2), K167 (Ki67pl0 e Ki67t2) e AE1AE3 (AE1AE3pl e AE1AE31l). Apesar da marcagio para Ki67 e GLUT1 em foliculos linfoides secundirios, nio houve
captacdo no PET.
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em foliculo linfoide e

em imunoblastos no tecido linfoide perifolicular.
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Verdadeiro Negativo (Caso 40): continuacio. Positividade
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se positividade em hemacias para transportadores de glicose (GLUT-1)

Observa-

Outros achados
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QOutros achados: Observa-se positividade em perineuro para transportadores de glicose (GLUT-1)




