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RESUMO

A conservacao do patriménio genético trouxe a necessidade de novas formas de
diagndstico e tratamento do céancer de pulméo, pelo qual faz-se necessario a coleta e
conservacao de tecidos frescos, com uma maior qualidade, e que permitam o estudo dos
fendmenos moleculares desta patologia. Objetivo: Estabelecer um mecanismo estrutural e
organizacional para a coleta, preservacdo, armazenamento, viabilidade e analise molecular
de amostras de tecido tumoral pulmonar, tecido pulmonar adjacente saudavel e sangue:
provenientes de pacientes com diagndéstico de cancer de pulméao. Metodologia: O projeto foi
realizado como um ensaio piloto clinico experimental longitudinal, prospectivo e néo
randomizado no qual o mesmo individuo é estudado em seu perfil genético e molecular
através de diferentes amostras coletadas. A selecdo da amostra foi feita por conveniéncia,
ndo probabilistica, ndo aleatdria e intencional, em trés protocolos com diferentes momentos
de coleta, conservagdo e armazenamento, relacionados com a data da cirurgia e com
diferentes criopreservantes e meios de cultura: protocolo 1: 200ul solugéo salina NaCl 0,9 %
/ 20ul soro fetal bovino e 200ul RNALater, protocolo 2:com 300ul PBS ¢ 200ul RNALater,
e protocolo 3: 4ml de RPMI 1640 ¢ 200ul RNALater. Foram coletados a fresco 20ml de
sangue periférico, duas amostras de tecido tumoral de pulméo, duas amostras de tecido
adjacente de pulmdo saudavel, e linfonodo mediastinal dos pacientes estudados e
criopreservadas a -80°C. Resultados: Os tumores coletados no estudo foram
adenocarcinoma (69%), carcinoma indiferenciado (19%) e carcinoma epidermoide (12%),
de um total de 16 pacientes. As amostras de sangue periférico foram conservadas como soro
e plasma a -80°C, e realizada imunofenotipagem com citometria de fluxo em sangue
periférico a fresco. Com as amostras de tumor, criopreservadas por onze meses em solugdo
salina NaCIl/SFB e RNALater, e por trés meses em RPMI 1640 obtivemos linhagem celular
com a dissociacdo celular do tecido tumoral demonstrando a viabilidade das amostras. A
funcionalidade das amostras de tumor conservadas a fresco em RPMI 1640 demonstrou a
presenca de marcadores imunofenotipicos relacionados com a presenca /auséncia dos
linfocitos T e B na citometria de fluxo. Ndo h& crescimento da cultura celular em RPMI nas
amostras de tumor transportadas no PBS dos 7 pacientes do protocolo 2. Conclusdes: Um
sistema com uma estrutura organizada foi desenvolvido e aperfeicoado para a coleta,
preservacdo e armazenamento de amostras de sangue, tecido pulmonar saudavel, tecido
tumoral pulmonar e linfonodal em pacientes com carcinoma pulmonar de células nédo
pequenas. Demonstramos a viabilidade e funcionalidade das amostras de sangue periférico e
tumor de pulmédo com a presenca dos marcadores imunofenotipicos como CD3, CD4, CD8,
CD19, CD26, CD38, CD39 e CD69 ao realizar Imunotipagem com citometria de fluxo,
relevantes na predicao e progndéstico do cancer de pulmao.

Palavras-chave: neoplasias pulmonares; carcinoma de células ndo pequenas;
imunologia; anticorpos.



ABSTRACT

The conservation of genetic patrimony has brought the need for new ways of
diagnosing and treating lung cancer, so it is necessary to resume the collection and
conservation of fresh tissues, of higher quality, which allow the study of molecular
phenomena of this pathology. Objective- To establish a structural and organizational
mechanism for the collection, preservation, storage, viability and molecular analysis of
samples of lung tumor tissue, healthy adjacent lung tissue and blood: from patients diagnosed
with lung cancer. Methodology- The project was carried out as a longitudinal, prospective,
non-randomized experimental pilot trial in which the same individual is studied in his genetic
and molecular profile in different samples collected. Sample selection was done for
convenience, non-probabilistic, non-random and intentional; in three protocols with different
collection, conservation and storage times, related to the date of surgery; with different
cryopreservants and culture mediums, such as: protocol 1: 200ul NaCl 0.9 % saline solution
/ 20ul bovine fetal serum and 200ul RNALater, protocol 2: with 300ul PBS and 200ul
RNALater, and protocol 3: 4ml RPMI 1640 and 200ul RNALater . Were collected in fresh
20ml of peripheral blood, two samples of tumor tissue from lung, two samples of adjacent
healthy lung tissue, and one whole lymph node by patients studied; cryopreserved at -80 °C
Results- The tumors collected in the study were :adenocarcinoma (69%), undifferentiated
carcinoma (19%), and squamous cell carcinoma (12%) from a total of 16 patients in the study.
Peripheral blood samples were conserved as serum and plasma at -80 °C, and we performed
immunophenotyping with cytometry in fresh peripheral blood. With the tumor samples,
cryopreserved for eleven months in Nacl/SFB and RNALater saline solution, and for three
months in RPMI 1640 we obtained cellular lineage with cell dissociation of the tumor tissue
demonstrating the viability of the samples. The functionality of the freshly preserved tumor
samples in RPMI 1640 demonstrated the presence of immunophenotypic markers related to
the presence/absence of T and B lymphocytes through immunophenotyping with flow
cytometry. There is no growth of cellular culture in the tumor samples transported in the PBS
of the 7 patients of protocol 2. Conclusions- An organized structure mechanism was
established for the collection, preservation and storage of blood samples, healthy lung tissue,
tumor lung tissue and lymph node in patients with non-small cell carcinoma. We
demonstrated the viability and functionality of peripheral blood and lung tumor samples with
the presence of immunophenotypic markers such as CD3, CD4, CD8, CD19, CD26, CD38,
CD39 and CD69 by performing Immunotyping with flow cytometry, relevant in the
prediction and prognoses of lung cancer.

Keywords: lung neoplasms; non-small cell carcinoma; immunology; antibodies



Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figurall
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20
Figura 21
Figura 22
Figura 23

Figura 24
Figura 25

Figura 26
Figura 27

LISTA DE ILUSTRACOES

— Vacutainer A sem EDTA e Vacutainer B com EDTA-

- Eppendorf 0,5ml para armazenagem de plasma e soro.

- Caixa para armazenagem de tubos criogénicos e tubos
eppendorf.

- Centrifuga

- Ponteiras P1000 e P200 com barreira Danasse e RNA free

- Pipetas volumétricas de volume variavel

- Vacutainers com sangue centrifugado

- Vacutainer de sangue com EDTA restante refrigerado

- Bisturi com cabo

- Mesa auxiliar cirdrgica com pano estéril

- Bandeja esteril

-Pinca anatbmica reta

- Agulha fina estéril

- Luvas estéreis

- Caixa para transporte das amostras biologicas

— Garrafa térmica para nitrogénio liquido

- Agulhas de Puncao (bidpsia por saca-bocado) de tecidos

- Tubos criogénicos para coleta de tecido

- Cubeta para quadros de gelo

- Material para lavado das amostras

- Oculos de protecio

- Tubo Falcon de 15ml

- Dissociacdo do tumor em S. Salina e RNALater apos onze
meses em crioconservacao.

- Amostras armazenadas

- Dissociagdo do tumor em RPMI 1640 e RNALater apos trés
meses de crioconservagao

- Agulha fina para Bidpsia transtoracica de 18ga x 15 cm

- Pulméo de ovelha, 6 perfuragdes com agulha fina transtoracica

10
10

10
11
11
12
13
13
14
14
14.
15.
15
15
16
16
17
17
18
18
18
22.

24
26

27
28.



Figura 28
Figura 29
Figura 30

Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34
Figura 35
Figura 36
Figura 37
Figura 38
Figura 39
Figura 40
Figura 41
Figura 42
Figura 43
Figura 44
Figura 45

-Biopsia por puncdo com agulha de pele de 5mm
-Duas amostras de pun¢do com agulha de bidpsia de pele de 3mm
-TC de Torax paciente codificacdo 18-01-15/06

-TC de Torax paciente codificacdo 18-02-20/06
-TC de Torax paciente codificacdo 18-03-13/09
-TC de Torax paciente codificacdo 18-04-27/09
-TC de Torax do paciente codificacdo 18-01-09/11
-TC de Toérax do paciente codificacdo 18-02-15/11
-TC de Toérax de paciente codificacdo 18-03 -07/12
- TC de Térax de paciente codificacdo 19-04-04/01
-TC de Torax de paciente codificacdo 19-05-18/01
-TC de Toérax de paciente codificacdo 19-06-01/02
- TC de Térax de paciente codificacdo 19-07-13/03
-TC de Torax de paciente codificagdo 19-01-17/04
-TC de Torax de paciente codificacdo 19-02-16/07
- TC de Térax de paciente codificacdo 19-03-26/07
- TC de Térax de paciente codificacdo 19-04-09/10
- TC de Térax de paciente codificagdo 19-05-23/10

29

32

34
35,
37
39
41
42
43
45
46
48
49
51
52
54
55



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

LISTA DE TABELAS

-Localizagcdo Tumoral

-Métodos utilizados para o diagndstico histoldgico
-Complicacdes pos-operatorias

-Complicacdes pos-operatorias por tipo de cirurgia feita
Resultados de Imunofenotipagem por Citometria de fluxo em
sangue. Paciente 19-04-09/10

-Resultados de Imunofenotipagem por Citometria de fluxo em
tumor. Paciente 19-04-09/10

-Resultados de Imunofenotipagem por Citometria de fluxo em
sangue. Paciente 19-05-23/10

-Resultados de Imunofenotipagem por Citometria de fluxo em
tumor. Paciente 19-05-23/10

-Imunofenotipagem com Citometria de fluxo em sangue de

paciente 19-03-26/07

58
58
59
59

61

62



LISTA DE ABREVIATURAS

- A - Tecido sadio

- ACS - Sociedade Americana do Céancer

-ADP - Difosfato de Adenosina

-AMP - Monofosfato de Adenosina

- ARN - Acido ribonucleico

-ATP - Trifosfato de Adenosina

-CD -Cluster de diferenciagéo

- CD4 -Agrupamento  de diferenciacdo 4, glicoproteina,

imunoglobulina

- CD8 - Agrupamento de diferenciacgdo 8, glicoproteina

-CD19 -Agrupamento de diferenciacdo 19, Antigeno B-lymphocyte
CD19

- CD26 -Dipeptidyl peptidase-4 (DPP4), proteina 2 complexadora a

da adenosina desaminase 2 (anticorpo monoclonal)

-CD39 -Difosforilase-1 trifosfato ectonucledsido trifosfato ou
ENTPD1, (agrupamento de diferenciacdo 39).

- CD69 -Proteina da lectina transmembrana humana do tipo C

codificada (agrupamento de diferenciacao 69)

-CD73 -.5'-nucleotidase ou ecto-5'-nucleotidase, enzima
- CPNPC - Cancer pulméo nao pequenas células
-CTL - Linfdcitos T Citotdxicos

- DMSO - Sulféxido de dimetil ou dimetil sulféxido
- DNAse -. Desoxirribonuclease, enzima

- DPOC - Doenga pulmonar obstrutiva cronica

- DPP4 - Dipeptidil peptidase 4

-EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

- FoxP3 - Proteina da familia FOX

-G - Linfonodo

- HIV - Virus da imunodeficiéncia humana

-HSA - Hemorragia subaracnoidea



-1L-10
-INCA

-LB

-NaCl
-NSCLC
-NK
-OCDE

-P

- PBS
-Pet-ct
-RNA free
-RNALater
-RPMI 1640

- Interleucina 10

- Instituto Nacional de Cancer

-Linfécitos B

-Cloreto de sodio

-Cancer de pulméo de ndo pequenas células (inglés)

- Célula assassina natural (linfocito)

- Organizagdo Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico
- Plasma

- Solucdo salina tamponada com fosfato

- Tomografia computadorizada por Emissdo de Positrons
- RNA isento

-Solucgéo de estabilizacdo da RNA

- Medio Roswell Park Memorial Institute

- Soro

-Soro fetal bovino

-Tumor

- Tomografia computadorizada

- Receptor linfocitos T

-Sistema de estadiamento tumoral

-Universidade federal de Rio Grande do Sul

-Vias aéreas e pulméo



SUMARIO

Capitulo 1 - Introducéo. Fundamentos tedricos da investigacéo
1.1- Descricdo da realidade problematica.
1.2- Definic&o do problema

1.3- Marco Conceitual e Historico

1.4- Justificativa e referencial teorico

1.5- Objetivos

Capitulo 2 - Metodologia

2.1- Tipo de inquérito

2.2- Area de investigac&o

2.3- Populacéo e critérios de inclusdo

2.4- ldentificacdo de variaveis de pesquisa
2.5- Amostras

2.6- Desenho da investigacao

2.7- Técnicas e ferramentas de coleta, tratamento e analise de dados.

Interpretacéo dos dados
2.8- Limitacdes do estudo
2.9- Aspectos éticos

Capitulo 3 - Apresentacao, andlise e interpretacao dos resultados.

3.1-Biomarcadores relacionados a imunomodulacéo de linfocitos B e

T em pacientes com carcinoma pulmonar de ndo pequenas células.
3.2--Discusséo

Capitulo 4- Conclustes

Capitulo 5- Referéncias Bibliograficas

Capitulo 6- Apéndices

©W 0 O NN NN N RN R R R

.26
.30

60

64

.68

69
73



1-INTRODUCAO

1.1- Descricdo da realidade problematica

1.2- Defini¢édo do problema

O céncer do pulmdo é um grande problema de satde global, devido a sua elevada
frequéncia e distribuicdo. Esta doenca atinge ambos 0s sexos, e atualmente afeta pacientes
cada vez mais jovens. O cancer do pulmdo apresenta altas taxas de mortalidade globalmente,
devido muito provavelmente ao diagnostico tardio ou a falta de resposta ao tratamento. Treze
porcento dos canceres do pulmdo séo diagnosticados como pequenas células, e 84% como
células ndo pequenas. A American Cancer Society (ACS) estima que, para 2020, cerca de
228 820 novos casos de cancer do pulméo serdo diagnosticados nos Estados Unidos (116 300
homens e 112 520 mulheres), e cerca de 135 720 pessoas morrerdo dessa doenca (72 500
homens e 63 220 mulheres). A probabilidade de um homem contrair cancer de pulméo
durante a sua vida é de 1 em 15; para uma mulher, o risco é de 1 em 17. Os homens negros
sdo 15% mais propensos a terem cancer de pulméo do que os homens brancos, e tém menos
probabilidades de adquirirem céancer de pulmdo de pequenas células. A taxa de incidéncia

dessa doenca é cerca de 14% mais baixa nas mulheres negras do que nas mulheres brancas.
®

No Brasil no Instituto Nacional do Céancer (INCA), a incidéncia estimada para cada
ano do triénio 2020-2022, é 17.760 casos novos de cancer de pulmdo em homens e 12.440
em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 16,99 casos novos a cada
100 mil homens e 11,56 para cada 100 mil mulheres de novos casos de cancer de pulmao.
Ocupa segundo lugar entre os homens e o terceiro entre as mulheres, com excecdo do
melanoma. As regides com maior incidéncia de cancer de pulmédo sdo nas Regides Sul
(31,07/100 mil) com predominio de S&o Paulo e Rio Grande do Sul e Nordeste (11,01/100
mil), o que pode estar associado ao desenvolvimento econémico destas regibes, maior
poluicdo atmosférica e 0 aumento do poder de compra da populacdo, permitindo o aumento

do consumo de tabaco em idades mais precoces da vida. (2)

Autoridades governamentais tém trabalhado politicas publicas que promovem a
adogdo de comportamentos e estilos de vida saudaveis baseados em ambientes livres de
tabaco e a proibicdo de propagandas que promovam o consumo do tabaco. O diagndstico
precoce da doenga ajudaria a aumentar a sobrevida dos pacientes e a reduzir em 50% as



perdas econdmicas devidas a incapacidade e a morte prematura, por isso deveria ser

considerado a criagdo de um programa anual de triagem para tabagistas.
1.3-Marco Conceitual e Historico
Marco Conceitual

Hoje, as estatisticas globais sobre céncer de pulmdo de células ndo pequenas
(CPNPC) o definem como o segundo cancer mais comum entre homens e mulheres. Ele tem
origem nas celulas epiteliais do trato respiratorio e é responsavel por 14% dos novos casos
de cancer de pulmao, representa 85-90% de todas as neoplasias pulmonares, sendo o fumo o
maior fator de risco para o seu desenvolvimento. A morbidade e mortalidade por cancer de
pulméo de células ndo pequenas vem diminuindo nos homens, enquanto nas mulheres esta

aumentando, refletindo uma mudancga nas tendéncias do tabagismo. (1.2).

As opcoes de tratamento para 0 CPNPC incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
terapia alvo (que funciona bloqueando os sinais de crescimento das células cancerosas) e
imunoterapia concebida para melhorar as defesas naturais do corpo. O progndéstico do cancer
de pulméo baseia-se principalmente no estadiamento do TNM, mas esta ndo é aparentemente
homogénea, pois existe um nivel consideravel de heterogeneidade biolégica do tumor, ou

seja, uma relacdo ainda pouco conhecida entre tumor e hospedeiro.

Entretanto, ndo séo conhecidas a etiopatogenia que desencadeia o crescimento celular
anormal, assim como as inter-relacfes genéticas e ambientais responsaveis pelos efeitos dos
fatores de risco e 0s mecanismos de acao contra a resisténcia as drogas. Toda a resposta €
desenvolvida no campo da investigacdo gendmica, 0 que pressupde o uso de material

bioldgico.

A coleta de material bioldgico é o ato de obter amostras bioldgicas, no habitat natural
de um individuo. A amostra bioldgica ¢ uma fracdo de um biospecimen (tecido, sangue,
urina), com o proposito de estudar um tecido, um érgdo ou um organismo inteiro, ja que
fornecem informacdes sobre a biologia do individuo e da doenga. A coleta de material

bioldgico pressupde que ela seja identificada, bem classificada, organizada e sistematica.

Os padrdes internacionais sobre o uso de material biologico distinguem trés modelos
basicos para a coleta de amostras humanas e dados relacionados para a pesquisa biomédica:

amostra para um projeto de pesquisa, coleta para uma linha de pesquisa e biobanco.



Marco historico

As origens da preservacao dos tecidos remontam ao século X1X (1882-1885), quando
Sydney Ringer, um farmacéutico inglés, desenvolveu solucdes de ringer capazes de garantir

as necessidades vitais dos 6rgaos isolados do corpo, sendo a base da cultura celular. (34)

Em 1885, pela primeira vez, Wilhelm Roux, um zoblogo e embriologista alemao,
manteve vivas as células embrionérias isoladas do pinto, através do aquecimento de uma
solucdo salina durante varios dias, dando origem a um embrido médio. A influenza ambiental

também foi estudada no desenvolvimento das células. (3.4)

No século XX, Ross Harrison (1907), médico americano, desenvolveu e aplicou uma
metodologia de cultura de tecidos nervosos para estudar o comportamento de células animais
livres das restricdes impostas pelo ambiente em que elas existem naturalmente sob condi¢6es
de homeostasia, mas sob o stress de uma experiéncia laboratorial, tornando-o um pioneiro na
cultura de células. Alexis Carrel em 1912, usando as observacdes de Harrison, desenvolveu
um modelo de células cardiacas embrionarias de galinha para cultura, exigindo a troca de
nutrientes em cultura que permitia o crescimento das células por periodos ainda mais longos

do que o de Harrison. (3,2)

Em 1951, George Gey cultivou células de tecido tumoral humano estabelecendo a

linhagem HelLa, que ainda hoje é usada em todo o0 mundo. (34

A cultura de células dispersas tornou-se mais popularizada nas décadas de 1940 e
1950 impulsionada pela pesquisa de virus associada a producdo em larga escala de vacinas
antivirais, e também devido a pesquisa oncoldgica que revelou uma necessidade crescente de

maior conhecimento neste campo.

A atividade dos biobancos desenvolveu-se ao longo de muitos anos ao nivel dos
servicos de patologia hospitalar de diagnostico. Em 2003, o projeto sobre 0 genoma humano
concentrou-se em estudos genéticos e moleculares, reforcando a presenca do biobanco de
tecidos humanos vivos (amostra bioldgica) para a pesquisa biomédica. Na década atual,
principalmente devido aos novos desenvolvimentos tecnoldgicos, houve a necessidade de
amostras bioldgicas mais viaveis e de maior qualidade, criando biobancos mais especificos,

que coletasse, armazenassem e distribuissem material bioldgico e dados relacionados.



1.4-Justificativa

As repercussdes sociais e econdmicas do diagnostico e tratamento do céncer do
pulmdo atingiram niveis significativos, tornando-se um problema de saude devido a sua
elevada incidéncia e letalidade, bem como a sua fraca resposta ao tratamento com agentes
quimioterapicos. Associados a isto, 0s avangos tecnoldgicos da década atual em relagéo ao
comportamento do genoma humano na busca de um tratamento personalizado que precisam
de amostras de maior qualidade sdo fatores que motivam novas areas de pesquisa para o

cancer de pulmao.

Nosso projeto permite a aquisicdo de material bioldgico através da criacdo de uma
metodologia de coleta, armazenamento e desenvolvimento de uma sistemética para analises
moleculares e celulares. Sendo assim, a identificacdo destas variaveis clinicas e moleculares
podem ser achados importantes para a previsao, prognostico e resposta terapéutica do cancer
de pulmao. Este estudo futuramente nos permitird desenvolver um Biobanco de células de
tecido pulmonar tumoral e saudavel, que ajudaria em estudos do céncer e transplante

pulmonar.

- Referencial Tedrico

A pesquisa foi desenvolvida em duas etapas, a primeira relacionada a coleta,
conservacdo e armazenamento de tecido tumoral de pulmdo e sangue periférico, pois
precisamos de tecidos vivos com funcionalidade para desenvolver (3,45) a segunda etapa da
pesquisa que foi a identificacdo de biomarcadores relacionados a imunotipagem com

citometria em amostras de sangue e tumor e imunomodulacéo de linfécitos T e B.(6)

Desde o ponto de vista tedrico nos auxiliamos, de um artigo brasileiro como
(Branchini.G,2011, pag. 42 e 47) (1) que desenvolveu a cultura de células em céancer
prostatico, pois precisdvamos de uma referéncia da forma estrutural para obter tecidos
viaveis. Ambas as pesquisas tinham semelhancas estruturais, como: os dois trabalhamos com
explante primario celular do tumor, em humanos, com o objetivo de obter linhas celulares
para estudos moleculares. As diferencas entre os estudos foram primariamente o 6rgéo de
estudo prostata (epitélio cuboide alto ou pseudoestratificado colunar) e pulméo (epitélio
ciliado pseudoestratificado colunar com células caliciformes), eles testaram trés meios de
cultura diferentes aos nossos: DMEM,199, F12K para a cultura primaria, escolhendo o F12K
para avaliar ou RNA. Noés dividimos a coleta em trés protocolos relacionados com o0s meios
de cultura utilizados, Solucéo salina de NaCl 0,9% adicionado SFB, PBS, RNALater e RPMI



1640,com o objetivo de obter o meio ideal para estabelecer um protocolo para coleta e
armazenamento de amostras viaveis de tecido tumoral pulmonar e do sangue periférico para
identificar biomarcadores relacionados com a imunomodulacdo de linfécitos T e B nas

amostras obtidas por Imunofenotipagem por Citometria..



1.5- OBJETIVOS

Objetivos Gerais

° Estabelecer um mecanismo estrutural e organizacional para a coleta, preservagao e
armazenamento e viabilidade de amostras de tecido tumoral pulmonar, tecido
pulmonar adjacente saudavel e sangue: provenientes de pacientes com diagnostico de

cancer de pulméo.

Objetivos Especificos

e Sistematizar o processo de coleta, processamento e armazenamento de amostras de
tecido tumoral pulmonar, tecido pulmonar saudavel adjacente e sangue, com

caracteristicas de viabilidade para futuras pesquisas biomédicas.

e Estabelecer um programa de treinamento para adequacdo técnica do pessoal

envolvido na captacdo da amostra bioldgica.

e Demonstrar a viabilidade das amostras com resultados de estudos de
imunomodulacdo de linfocitos B e reguladores T em pacientes com carcinoma

pulmonar de células ndo pequenas (CPNPC).

e Investigar a relevancia dos marcadores imunofenotipicos CD26, CD28, CD39 e
CD73 para o prognéstico da CPNPC.

e Investigar possiveis biomarcadores relacionados a imunomodulagéo de linfdcitos B

e T em pacientes com carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (CPNPC).



2 - METODOLOGIA

2.1- Tipo de inquérito

2.2- Area de investigacéo

Nosso projeto foi desenvolvido em colaboragcdo com o Servigo de Cirurgia Toracica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, concebido como um ensaio piloto clinico
experimental longitudinal, prospectivo e ndo randomizado no qual o mesmo individuo é
estudado em seu perfil genético e molecular em diferentes amostras coletadas. A selecdo da
amostra foi feita por conveniéncia, ndo probabilistica, ndo aleatéria e intencional; em
diferentes momentos da coleta relacionados a data da cirurgia. Por se tratar de um estudo
piloto, considerando uma populacdo de 300 pacientes diagnosticados com neoplasia
pulmonar priméria (CPNPC) tratados no Servigo de Cirurgia Toracica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, entre os quais 50 lobectomias sdo realizadas por ano, foram

selecionados 16 pacientes no total.
2.3- Populacéo e critérios de inclusao

Critérios de incluséo — foram incluidos pacientes com diagndstico de cancer primario
de pulméo de células ndo pequenas que foram submetidos a tratamento cirdrgico para a

neoplasia.
2.4- Identificacdo de variaveis de pesquisa

As variaveis do estudo foram agrupadas naquelas relacionadas ao paciente, sendo:
sexo, raca, idade (35 a 60 anos e mais de 60 anos), tabagismo ou drogadicdo, antecedentes
patoldgicos pessoais, diagnostico pré e pos-operatorio, tratamento cirurgico envolvido,
realizacdo de exames complementares para o diagnostico (tomografia computadorizada, Pet-
ct, imuno-histoquimica, espirometria, difusdo), complicacbes pos-cirargicas e o tempo entre
diagndstico da neoplasia e a cirurgia, assim como caracteristicas visuais da peca tumoral
extraida. As variaveis relacionadas a coleta de amostras: tempo de anestesia; tempo de coleta
de sangue; tempo de centrifugacéo do sangue; quantidade de soro e plasma coletados, tempo
de coleta de tecido, quantidade e tipo do tecido coletado em relacdo ao criopreservante
utilizado e tempo de congelamento do tecido. Os resultados destas variaveis foram colocados

num banco de dados, onde foram criados tabelas e graficos com os resultados.



2.5- Amostras

As amostras a coletadas em cada paciente foram 20ml de sangue periférico, tecido
pulmonar adjacente saudavel e tecido tumoral pulmonar (ambos tecidos em quantidade e

tamanho variavel).

Para melhor compreensdo do estudo, ndés organizamos a coleta do material e 0s
resultados em base aos protocolos desenvolvidos:

A- Protocolo de coleta e armazenagem do sangue periférico

B- Protocolo de coleta e armazenagem de tecidos pulmonares: separados em trés protocolos

relacionados com o criopreservante utilizado

1-Conservacao e armazenagem das amostras de tecido pulmonar adjacente sadio, tecido
tumoral de pulméo e linfonodo, em Solucéo salina NaCl 0,9 % mais soro fetal bovino
(congelacdo rapida) em nitrogénio liquido e conservacdo e armazenagem das amostras

em RNA Later (congelacdo lenta).

2- Conservacdo da amostra de tecido tumoral a fresco em PBS e conservacdo das
amostras de tecido tumoral pulmonar, tecido de pulmao adjacente sadio e linfonodo em
RNALater.

3- Conservacdo da amostra de tecido tumoral em fresco em RPMI 1640 e conservacéo
das amostras RNALater de tecido tumoral pulmonar, tecido pulmonar adjacente sadio e

linfonodo.
2.6- Desenho da investigacao
Diagrama de fluxo de trabalho

e Participacdo das reunides as tercas-feiras pela manha no servigo da Cirurgia Toracica
para definicdo dos pacientes que seriam submetidos ao tratamento cirdrgico no dia
seguinte, incluimos no estudo aqueles com diagnostico de tumor pulmonar primario
e sendo identificado por numero do prontuario.

e A partir do prontuario coletamos os dados pessoais do paciente, os antecedentes
patoldgicos pessoais e familiares, os exames realizados para o diagnostico e

tratamento da patologia e seus resultados, incorporando-os em nosso banco de dados.



e Na véspera da cirurgia (geralmente as tercas e quintas-feiras), no laboratorio de vias
aéreas e pulméo (VAP), foram preparados os materiais que utilizamos para coleta no
centro cirurgico como: tubos criogénicos e tubos coletores de sangue, que foram
identificados com uma caneta permanente com o codigo do paciente (ano, nimero do
paciente na coleta e dia/més do tratamento cirdrgico).

e Depois, normalmente entre as 13h e as 17h, foi explicado para os pacientes na
enfermaria do hospital sobre o projeto, solicitando sua participacdo, leitura e
assinatura no termo de consentimento informado. No caso do paciente internado a
tarde, a entrevista foi realizada ap6s as 17 horas.

e No dia seguinte, o material biologico foi coletado na sala do bloco cirtrgico

2.7- Técnicas e ferramentas de coleta, tratamento e anélise de dados. Interpretacéo de

dados.
Coleta sangue periférica. Material utilizado na coleta de amostras de sangue

- 5 Vacutainer de 4 ml cada, para coleta de sangue, 2 sem EDTA (tampa vermelha), e 3 com
EDTA (tampa roxa) que foram utilizados na coleta de 20ml de sangue do paciente. Os

vacutainer rotulados com codificacdo do paciente.

\Mﬂ'

Ll

A B

Figural Vacutainer sem EDTA Vacutainer com EDTA



Pagina 10

- 6 Eppendorf estéreis 0,5 ml cada, 3 para armazenamento de soro (etiquetagem S e
codificacdo do paciente) e 3 para armazenamento de plasma (etiquetagem P e codificacéo do

paciente) apds centrifugacéo.

Figura 2- Eppendorf 0,5ml para armazenagem de plasma e soro

- 2 caixas para o armazém do material coletado, rotuladas com o nome dos pesquisadores o

numero do projeto.

Figura 3- Caixa para armazém de tubos criogénicos e tubos eppendorf

-Centrifugacdo da coleta sanguinea no laboratério experimental do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.

Figura 4- Centrifuga usada na coleta de sangue
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-Ponteiras P1000 e ponteiras P200 com barreira DNAse e RNA free para extrair soro e

plasma

P1000 P200

Figura 5- Ponteiras com barreira DNAse e RNA free.

-Pipetas volumeétricas de volume variavel para liquidos, os meios de conservacao utilizados

na coleta foram medidos (RNALater, Soro Fisioldgico, Soro fetal bovino).

Figura 6- Pipetas volumétricas de volume variavel
Protocolo de Coleta sanguinea

e Entre as 8:00 e as 9:30h, na sala cirtrgica foram coletados 20 ml de sangue periférico
dos pacientes, em 5 vacutainer de 4 ml cada um, 3 vacutainer com EDTA (tampa
roxa) e 2 vacutainer sem EDTA (tampa vermelha); previamente rotulados com a

codificacdo do paciente. O sangue foi coletado pelo anestesista ap6s anestesia e



Pagina 12

acesso venoso profundo. Registramos na tabela de dados para cada paciente a hora
da anestesia e a hora de coleta de sangue.

e Apo0s a coleta os tubos foram invertidos para garantir a homogeneizacao do sangue
com o0 EDTA (anticoagulante).

e No protocolo SF/SFB coletamos o sangue em 4 vacutainer (2 com EDTA, 2 sem
EDTA) e centrifugamos entre 15-20 minutos apds da extracdo do sangue

e Nos protocolos PBS/RNALater e RPMI 1640/RNALater, 1 vacutainer de sangue com
EDTA ndo foi centrifugado e mantido em gelo na sala cirirgica, sendo logo apos
colocado na geladeira até ser entregue no Laboratorio de Imunobiogquimica da
UFRGS para fazer estudos de linfocitos no sangue.

e Nos protocolos PBS/ RNALater e RPMI 1640/ RNALater, centrifugamos o sangue
dos 4 vacutainer restantes (2 com EDTA e 2 sem EDTA) entre 15-20 minutos apés a
extracdo do sangue.

e A centrifugacéo foi feita a 2500 rpm de velocidade, durante 15 minutos e a 4 graus

de temperatura, no laboratorio experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

-Sangue centrifugado (com EDTA e sem EDTA) para extrair plasma e soro, apos a
centrifugacéo.

Figura 7 —Vacutainers com sangue centrifugado.

e Dos 2 vacutainers sem EDTA (tampa vermelha), o soro foi extraido e armazenado em
eppendorf de 0,5ml previamente etiquetado com o codigo do paciente e letra S. O restante
do sangue que estava no vacutainer foi descartado. Outros 3 eppendorf (quantidade
minima) foram armazenados no freezer a - 80 graus com soro extraido no laboratério
VAP.
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e Dos 2 vacutainer com EDTA centrifugados (tampa roxa), extraimos o plasma sanguineo
e armazenamos em 3 eppendorf de 0,5ml (quantidade minima coletada) previamente
marcados com o codigo do paciente e a letra P (plasma), assim também os vacutainer
com o resto do sangue previamente rotulados com a codificacdo do paciente foram
armazenados no freezer a -80 graus no laboratério VAP.

-Vacutainers (EDTA) com sangues restantes apds a separacdo do plasma, refrigerados a
temperaturas de — 80 graus no Laboratério VAP, rotulados com codificagdo do paciente.

Figura 8-Vacutainer de sangue com EDTA restante refrigerados a -80 graus

Na sala do bloco cirargico, foi preparada uma mesa auxiliar estéril para realizar a

coleta de tecido, a qual foi realizada entre as 1030h e 1130h.

Coleta de tecidos pulmonares. Material utilizado na coleta de amostras de tecidos

pulmonares.

- Bisturi estéril para cortar tecidos

Figura 9 - Bisturi com cabo
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-Mesa auxiliar cirurgica com pano estéril:

% 14503

Figura 10- Mesa auxiliar cirdrgica com pano estéril

-Cubeta estéril de apoio para a peca cirdrgica extraida

Figura 11-Bandeja estéril

- Pinca anatdmica reta estéril de uso geral

\

Figura 12 -Pinca anatbmica reta
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-Agulha fina estéril para retirar pequenos residuos de tecido

TAE A I Rewre W T —

Figura 13- Agulha fina estéril

- Um par de luvas esterilizadas

Figura 14- Luvas esterilizadas

- Caixa para transporte das amostras de tecidos tumoral pulmonar, sadio e linfonodo.

Figura 15- Caixa de isopor para transporte das amostras biologicas
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- Garrafa térmica com nitrogénio liquido de 1/2 litro (no protocolo SF-SFB)

Figura 16-Garrafa térmica para nitrogénio liquido

- 1 agulha grossa estéril de puncéo (saca-bocado) de pele de 3mm de didmetro para bidpsia
do tecido tumoral e 1 agulha grossa estéril de puncdo (saca-bocado) de pele de 5mm de

didmetro para bidpsia do tecido sadio.

- Agulha de puncéo de pele de 5 mm

- Agulha de puncéo de pele de 3 mm

Figura 17-Agulhas para biépsia de puncao de pele usadas no tecido pulmonar
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-Crio tubos esterilizados de 2 ml cada, com tampa amarela, laranja, azul ou vermelha,
rotulados com o codigo do paciente, e a letra G (linfonodo), a letra T (tumor) e a letra A
(tecido saudavel) em relacdo ao tecido nele armazenado, também rotulado como o nome do
meio de cultura que possuia (SS-RNA). A quantidade de crio tubo estava relacionada com o

protocolo de coleta realizado, que estara detalhado mais adiante.

Figura 18- Tubos criogénicos para coleta de tecido

-Cubeta com gelo para conservar amostras refrigeradas na sala cirdrgica.

Figura 19- Cubeta para cubos de gelo



Pagina 18

-Materiais para lavagem das amostras. Pipeta Pasteur estéril, Becker esteéril e frasco com Soro
fisiolégico NaCl 0,9%

Figura 20-Material para lavagem das amostras

-Oculos de protec&o.

Figura 21 — Oculos de protecdo

- Tubo Falcon de 15 mi

Figura 22- Tubo Falcon de 15 ml



Coleta e armazenagem de tecidos.

A coleta, conservagdo e armazenagem dos tecidos foi dividida em trés protocolos,
cada um com diferentes criopreservantes e meios de cultura a fresco (PBS e RPMI 1640),
para congelamento rapido (solucédo salina/ SFB) e para congelamento lento o conservam-te

RNALater nos trés protocolos.

A coleta do material foi realizada durante o ato cirdrgico, independente da técnica
cirurgica empregada (ressec¢do em cunha segmentectomia ou lobectomia). Apds a retirada
da peca cirargica, as amostras foram coletadas e divididas em: tecido pulmonar adjacente
sadio, tecido tumoral de pulmdo e linfonodo. Nos tumores com tamanho menor que 1cm a
coleta das amostras foi realizada pelo cirurgido ou pelo médico patologista, evitando danos
a estrutura anatémica do tumor. Isto ocorreu naqueles casos em que se realizou bidpsia por

congelacdo para o diagndéstico durante o procedimento cirurgico.

1-Protocolo de coleta e conservagdo dos tecidos em Solugéo Salina Na CL 0,9% com
soro fetal bovino em nitrogénio liquido (congelacéo rapida) e em RNALater (congelacéo

lenta)

Os crio tubos foram esterilizados e rotulados na tampa e dorso com a codificacdo do
paciente, letra que identifica o tecido coletado (A-tecido sadio, T-Tumor, G-linfonodo) e o

criopreservante em seu interior (SS — solucdo salina e RNA- RNALater)

A coleta foi realizada com duas formas de preservacdo: a congelacdo rapida das
amostras utilizou como criopreservante a solucdo salina NaCl 0,9% (200ul) adicionado a
20l de soro fetal bovino (10%) previamente resfriado a 4°C de temperatura, em cada crio
tubo de 2 ml esterilizado com tampa azul. Para a congelacéo lenta, foi utilizado RNALater
(200ul) como criopreservante dos tecidos, para cada crio tubo de 2 ml esterilizado com tampa

laranja.
Neste protocolo foram incluidos 4 pacientes.

O primeiro tecido coletado foi linfonodo, que uma vez amostra lavada com solugéo
salina, uma de suas metades cortada com bisturi foi colocada em um crio tubo com letra G
na tampa azul com 200ul de solucgéo salina NaCl 0,9% / 20ug SFB e colocado em uma garrafa

térmica com meio litro de nitrogénio liquido. A outra metade foi colocada em um crio tubo



de letra G e tampa laranja, com 200ul de RNALater e colocado em uma cubeta com gelo.
Ambas amostras foram armazenadas no laboratorio de Vias aéreas e Pulméo.

Ap0s a coleta dos linfonodos (aproximadamente uma hora) ja estava disponivel a peca
cirargica. A seguir, foi realizada a bidpsia por puncéo do tecido tumoral (saca-bocado) com
agulha de puncéo de pele de 3mm de diametro (tamanho de cada amostra aproximadamente
3mm ) e lavada a amostra com soro fisiologico e colocada em crio tubo com letra T em
tampa azul com 200p1 de solucéo salina NaCl 0,9% / 20l SFB e inseridas em garrafa térmica
com meio litro de nitrogénio liquido; a outra amostra de tumor ap6s de ser lavada com soro
fisiologico foi colocada em crio tubo com letra T em RNALater 200ul e congelada em cubeta
com gelo. Naqueles casos onde o tumor foi maior de 2cm foram coletadas mais de duas
amostras para cada criopreservante. Ambas amostras foram armazenadas no laboratério de

Vias aéreas e Pulmao.

Na mesma peca cirargica foram retiradas duas amostras de tecido pulmonar sadio
adjacente e distante do leito tumoral. Procedia-se a biopsia por puncao (saca-bocado) com
agulha para puncéo de pele de 5mm de diametro (tamanho de cada amostra aproximadamente
5mm), e lavagem com soro fisiol6gico. Uma das amostras foi inserida em crio tubo com letra
A e tampa azul, com solucdo Salina NaCl 0,9% 200ul /SFB 20ul para congelamento rapido
em garrafa térmica com meio litro de nitrogénio liquido. A outra amostra foi inserida no crio
tubo com tampa laranja com letra A e dorso rotulado com letra A e RNA, com RNALater
200ul para ser congelada em cubeta de gelo (congelagédo lenta). Ambas amostras foram

armazenadas no laboratorio de Vias Aéreas e Pulmao.

As amostras conservadas em RNALater de tumor, linfonodo e tecido pulmonar sadio,
foram mantidas por 24 horas na geladeira a 4°C. No dia seguinte foi retirado o sobrenadante
do RNALater e armazenado em freezer a -80°C em caixa rotulada com o numero do projeto
e nome do pesquisador. Enquanto isso, as amostras preservadas em solugéo salina NaCl 0,9%
/SFB foram retiradas do nitrogénio liquido (descartando-0) e armazenadas em freezer a -80

°C temperatura no mesmo dia da coleta.

O objetivo deste protocolo foi definir a qualidade das amostras conservadas durante
onze meses, de tecido tumoral pulmonar, assim como avaliar a qualidade do criopreservante
usado para manter o tecido tumoral viavel. Para isto realizamos testes de dissociacdo ou

desagregacéo celular (realizado o teste de dissociagéo para apenas um paciente).



A suspensdo celular ou separacédo celular de amostras de tecidos tumorais (tecidos
solidos) foi realizada através do processo chamado dissociacdo ou desintegracao celular.
Esse processo depende da natureza da amostra e seu estado de preservacéo. A dissociagao
celular continua sendo o maior obstaculo na preparacdo das amostras para citometria de
fluxo; no caso de tecidos solidos de organismos pluricelulares as células estdo intimamente
ligadas na matriz extracelular com pouco material intercelular o que dificulta sua

desintegracao (tecidos epiteliais). (8.9,10,11)
Técnica de Dissociacao ou Desintegracéo celular do tecido pulmonar tumoral

O tecido tumoral foi cortado com auxilio de um bisturi, descartando as zonas de
necroses tumoral. O tecido tumoral foi homogeneizado por digestdo enzimatica com auxilio
de pipeta Pasteur e Colagenase IV (colocando 2 ml por eppendorf): Deixado 3 horas em
agitacdo a 37°C, passando delicadamente no vortex a cada hora; ap6s 3 horas, foi
centrifugado a 200 rpm por um minuto. A seguir, 0 sobrenadante foi separado do
centrifugado e filtrado em filtro BD 40 um em Falcon de 50 ml (adicionar 10 ml de PBS);
Homogeneizado e transferido para Falcon de 15 ml; Centrifugado a 1200 rpm por 6 min;
ressuspender o pellet com cerca de 10 ml de PBS e finalmente separado o sobrenadante do

centrifugado.

Primeiro teste de dissociacdo

Paciente 18-03-13/09. Dissociacdo apds de onze meses de conservacdo das amostras
em solucdo salina Na CL 0,9% / SFB e RNALater - 80°C de temperatura. Adenocarcinoma

in situ, predominio lepidico (vidro fosco). Feminina. Branca
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Solucéo salina Na CL 0,9%mais SFB RNALater

Figura 23-Dissociacao de tumor aos Onze meses de crio conservagao

Foi observada desagregacdo celular ou obtencdo de suspensdo celular apos de
conservar por onze meses a - 80°C temperatura o tecido tumoral pulmonar, isto indica uma
excelente qualidade da amostra crio preservada e do meio para manter amostra, neste caso:
solugéo salina Na CL 0,9% mais SFB e 0 RNALater.

2-Protocolo de conservacao da amostra de tecido tumoral de pulméo a fresco em PBS e
conservacdo das amostras de tecido tumoral de pulméo, tecido pulmonar adjacente

sadio e linfonodo em RNALater.

Os crio tubos foram esterilizados e rotulados na tampa e no dorso com a codificagdo
do paciente, letra que identifica o tecido coletado (A-tecido sadio, T-tumor, G-linfonodo) e

o criopreservante em seu interior (PBS e RNAL).

Trabalhamos nosso segundo protocolo com a conservacdo do tecido tumoral de
pulmé&o a fresco em 300 ul de PBS (solucdo salina tamponada com fosfato) em tubo falcon
de 15ml, previamente esterilizado e rotulado com codificagdo do paciente e abreviatura PBS
(preparado o0 PBS no laboratorio da Imunobioquimica da UFRGS). E a conservagéo em 200pl
RNALater do tecido tumoral de pulmdo, tecido pulmonar adjacente sadio e linfonodo, em
3 crio tubos de 2ml cada um, estéreis, com tampa amarela, previamente rotulados com as
letras do tecido a conservar (A, T, G), codificacdo do paciente, e abreviatura RNAL .Neste

protocolo participaram 7 pacientes.



O primeiro tecido coletado foi linfonodo, extraido a amostra diretamente pelo
cirurgido, e que uma vez lavado com soro fisioldgico foi colocado em crio tubo de 2ml
esterilizado e rotulado com letra G na tampa amarela, e dorso letra G e RNAL e codificacdo
do paciente. O frasco com 200ul de RNALater foi colocado em cubeta térmica com gelo. A

amostra foi armazenada no laboratério de VAP.

Ap0s a coleta do linfonodo (aproximadamente uma hora) ja estava disponivel a peca
cirargica. A seguir, foram realizadas duas biopsias por puncdo do tecido tumoral (saca-
bocado) com agulha de puncdo de pele de 3mm de diametro (tamanho de cada amostra
aproximadamente 3mm ) e lavada a amostra com soro fisiolégico e colocada em crio tubo
com letra T em tampa amarela e o dorso rotulado com RNAL e codifica¢do do paciente, com
frasco que continha 200ul de RNALater e depois colocado em cubeta com gelo. A outra
amostra de tumor apos de ser lavada com soro fisiologico foi colocada em 300ul de PBS em
tubo Falcon de 15ml previamente rotulado com codificacdo do paciente e abreviatura PBS,
que foi colocada em cubeta com gelo, que logo foi entregue ao Laboratério da
Imunobioquimica da UFRGS, para realizar a cultura celular do tecido tumoral em RPMI
1640.

Posteriormente, foi retirada uma amostra de tecido pulmonar sadio por bidpsia por
puncdo com agulha de pele de 5mm de didmetro (tamanho de cada amostra aproximadamente
5mm). Uma vez lavada com soro fisiolégico a amostra foi imersa em crio tubo esterilizado
de 2ml com letra A em tampa amarela e dorso rotulado com codificacdo do paciente e RNAL,

com 200ul RNALater para congelar em cubeta de gelo

A amostra tumoral em PBS foi transportada em cubeta de gelo e entregue no
Laboratorio da Imunobioquimica processado para realizar cultura primaria em RPMI 1640.
As amostras preservadas em RNALater de tecido tumoral de pulméo, tecido sadio pulmonar
e linfonodo foram conservadas na geladeira a 4°C temperatura por 24 horas. Apés este
periodo o sobrenadante de RNALater foi descartado e armazenado em freezer a -80°C

temperatura.

Né&o foi realizada cultura celular primaria em RPMI 1640 das 7 amostras de tecido
tumoral criopreservadas em PBS, por perda da viabilidade do tecido tumoral. Nestes casos
descartamos a possibilidade que o coletor das amostras fosse o responsavel pelo perda da

viabilidade das amostras, pois as mesmas foram coletadas por 3 professionais diferentes
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(cirurgido, patologista e pesquisador), pois as bidpsias por congelacéo e as biopsias do tumor
de tamanho menor de 1 cm foram feitas por estes profissionais). Além disso, ndo foi
observado crescimento bacteriano. Esta falha poderia estar relacionada com a precipitacéo
dos sais de fosfato e de outros sais como Na CL que compdem o PBS pelas mudancas de
temperatura (transicdo da temperatura ambiente a refrigerada). Se conhece que solucdes de
reserva concentradas podem precipitar quando refrigeradas e devem ser mantidas a
temperatura ambiente até o precipitado se dissolver completamente antes de serem utilizadas.

Talvez tenha também influenciado o tamanho da amostra. (12,13,14)

Por este motivo foi testado um terceiro protocolo com o meio de cultura RPMI 1640.

-As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C temperatura no Laboratério VAP do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Figura 24- Amostras de Soro, Plasma, Tecido tumoral pulmonar, Linfonodo e Tecido

pulmonar sadio armazenadas a — 80 graus de temperatura.

3- Conservacao da amostra de tecido tumoral a fresco em RPMI 1640 e conservacao
das amostras em RNALater de tecido tumoral, tecido sadio e linfonodos.

O ultimo protocolo de coleta e conservagdo de tecidos foi a conservacao de tecido
tumoral de pulmao a fresco em 4ml de RPMI 1640 em tubo Falcon de 15ml, previamente
esterilizado e rotulado com codificagdo do paciente e abreviatura RPMI (preparado o RPMI
no laboratério da Imunobioquimica da UFRGS). E a preservacdo em 200ul RNALater de



tecido tumoral de pulmao, tecido pulmonar sadio e linfonodo em 3 crio tubos de 2ml cada
um, esterilizados, com tampa amarela, previamente rotulados com a letra do tecido
conservado (A, T, G), codificacdo do paciente, e abreviatura RNAI. Neste protocolo
participaram 5 pacientes e foi realizada Imunotipagem com citometria de fluxo para estudar

Imunomodulacéo de Linfocitos B e T.

O primeiro tecido coletado foi linfonodo, retirado amostra diretamente pelo cirurgiéo,
e que apods lavado com soro fisiologico foi colocado em crio tubo esterilizado de 2ml com
letra G na tampa amarela e dorso letra G e RNAL e codificacdo do paciente, que continha
200ul de RNALater e depois colocado em cubeta com gelo. A amostra foi armazenada no
VAP.

Apbs a coleta do linfonodo (aproximadamente uma hora) ja estava disponivel a peca
cirargica. A seguir, foram realizadas duas bidpsias por puncdo do tecido tumoral (saca-
bocado) com agulha de puncdo de pele de 3mm de diametro (tamanho de cada amostra
aproximadamente 3mm ) e lavada a amostra com soro fisioldgico e colocada em crio tubo
com letra T em tampa amarela e o dorso rotulado com RNAL e codifica¢do do paciente, com
frasco que continha 200ul de RNALater e depois colocado em cubeta com gelo. A outra
amostra de tumor apds de ser lavada com soro fisioldgico era colocada em 4ml de RPMI
1640 em tubo Falcon de 15ml previamente rotulado com codificacdo do paciente e
abreviatura RPMI, que foi colocada cubeta com gelo, que logo foi entregue ao Laboratorio
da Imunobioguimica da UFRGS

Posteriormente, foi retirada uma amostra de tecido pulmonar sadio por bidpsia por
puncdo com agulha de pele de 5mm de didametro (tamanho de cada amostra aproximadamente
5mm). Uma vez lavada com soro fisiol6gico a amostra foi imersa em crio tubo esterilizado
de 2ml com letra A em tampa amarela e dorso rotulado com codificacdo do paciente e RNAL,
com 200ul RNALater para congelar em cubeta de gelo. A amostra ficava armazenada no
laboratdrio de VAP. As amostras preservadas em RNALater de tecido tumoral de pulmao,
tecido sadio pulmonar e linfonodo foram conservadas na geladeira a 4°C temperatura por 24
horas. Apds este periodo o sobrenadante de RNALater foi descartado e o material

armazenado em freezer a -80°C temperatura.
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- Segundo teste
Paciente 19-02/-16/07 Dissociacdo de tecido tumoral apds trés meses coletado em

RPMI 1640 e RNALater e conservado a -80°C temperatura. Masculino, branco.

Adenocarcinoma de padrdo lepidico ndo mucinoso invasor. Cirurgia Robotica.

RNALater Tumor RPMI 1640 Tumor
Figura 25-Dissociacao de tumor apo6s de trés meses de criopreservacao

Observamos a dissociacao do tumor nos dois criopreservantes, ou seja, a presenca de
suspensdo celular, mas em RPMI 1640 havia mais grumos de tecido que estavam
relacionados com a necrose tumoral, sendo que isto impede uma dissociacdo perfeita e

poderia estar correlacionado com o grau de invasao tumoral.

Com os testes de dissociacdo, demonstramos que o0s protocolos de criopreservacao
desenvolvidos na Solucdo Salina Na CL 0,9% / SFB, em RNALater e em RPMI 1640 séo
adequados para conservar amostras de tecido de tumor de pulméo ap0s trés e onze meses crio
preservados. Nestes casos obtivemos suspensfes celulares das amostras tumorais,
demonstrando qualidade da amostra conservada e dos criopreservantes utilizados.
Demonstramos também que o protocolo de dissociagdo empregado para 0 microambiente

tumoral foi adequado na separacdo de linhas celulares de tumor de pulmao.

2.8- Limitagdes do estudo

LimitacOes no desenvolvimento da coleta de material



Pagina 27

1- A procura da agulha apropriada para bidpsia tecidual, principalmente do tecido
tumoral que nos permitiria ter uma amostra ideal de peso minimo de 100g para a realizacao
dos estudos, sem danos a estrutura anatémica do tecido que poderia impedir um diagnéstico
histopatoldgico adequado, respeitando a margem cirtrgica tumoral.

No inicio do projeto foi proposto a biopsia do tumor com agulha fina descartavel de
18mm de didmetro com 15cm de comprimento a qual é utilizada nas bidpsias pulmonares
trans toracicas, e que faria perfuracdes pequenas no tecido tumoral e que pelo seu
comprimento alcancaria o tumor sem dificuldades mesmo que este fosse profundo no

parénquima pulmonar.

Agulha fina para bidpsia transtoracica do pulmao

Figura 26 - Agulha fina para bidpsia trans toracica de 18ga x 15 cm

Em nosso primeiro paciente testamos a coleta da amostra do tecido pulmonar sadio e
tecido tumoral ressecados por lobectomia, com este modelo de agulha fina, ndo conseguimos
extrair a quantidade da amostra que precisavamos, pois, as caracteristicas do pulmao fora da
cavidade torécica (desareado), fazia com que o tecido pulmonar ficasse muito esponjoso e
que fosse retirado muito pouco tecido pulmonar. Por isto foram realizadas varias pungdes
(n=6) para obter os 100g de tecido. Além disso esta agulha quebrou durante o procedimento,
uma vez que ela é descartavel e fabricada para um uso Unico. Devido a isto, testamos no
laboratdrio esta agulha em pulméo de ovelha para verificar quantos gramas era possivel

extrair e se ndo haveria prejuizo a estrutura do parénquima pulmonar.
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- Bidpsias com agulha transtoracica

Figura 27- Pulm&o de ovelha, 6 amostras do tecido com agulha fina transtorécica de
18ga x 15mm

Seis amostras do tecido, peso 9gramas

Com 6 perfuracdes com agulha fina trans toracica temos 6 amostras do tecido, o peso
foi 9 gramas, bem distante da quantidade de tecido que precisariamos para nossos estudos
(100g), sendo assim descartamos esta agulha por ndo ter utilidade em nosso projeto.

O uso de agulha grossa para bidpsia pulmonar percutanea esta sendo atualmente
recomendado, uma vez que é obtido uma quantidade maior de material para estudo e as
complicacdes sdo as mesmas que quando se usa uma agulha fina, por este motivo iniciamos
um piloto para verificar qual a melhor possibilidade de agulha grossa para nosso estudo.
Selecionamos para as biopsias pulmonares as agulhas de biopsia de pele por puncéo tipo
“ponche” (saca-bocado) de 3mm para bidpsia do tumor, e a de 5mm para bidpsia do
parénquima pulmonar sadio, elas permitiram obter amostras maiores e maior quantidade de

material para o estudo.
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-Biopsias de pulméo de ovelha com agulhas de puncao de pele

Figura 28- Duas amostras de bidpsia por pun¢do com agulha de pele de 5mm ao pulméao
de ovelha.
Duas amostras de tecido peso, 33 gramas

Figura 29 - Duas amostras de puncdo com agulha de bidpsia de pele de 3mm no
pulmao de ovelha.

Duas amostras de tecido, peso 6 gramas



Com duas (n=2) bidpsias com agulha de puncdo de pele de 3mm de didmetro foi
possivel obter 6 gramas da amostra; e com duas (n=2) amostras com agulha de puncéo de
pele de 5mm foi obtido 33 gramas da amostra, por estes resultados selecionamos estas
agulhas para a coleta das amostras de tecidos no projeto.

2- Inicialmente a coleta estimada de sangue periférico no estudo era de 40 ml, no
entanto verificamos que esta quantidade era demasiada e verificamos que com 20ml era

possivel realizar as dosagens propostas no estudo.

3-Dois pacientes se negaram a assinar o termo de consentimento informado, alegando

nervosismo devido a cirurgia

4- Uma vez que a cultura priméaria ndo pode ser realizada no RPMI 1640 nas amostras
de tumor a fresco criopreservadas em PBS, atrasou-se o desenvolvimento do estudo, pois
tivemos que definir a causa (aumentando assim o nimero de pacientes neste protocolo).
Revisamos o processo de coleta, assepsia e armazenamento da amostra, inclusive testamos
na procura de contaminantes. Definimos que a causa ndo estava relacionada com o processo
de coleta das amostras, mas sim pelas caracteristicas do criopreservante utilizado que

precipita com as trocas de temperatura.
2.9- Aspectos éticos

Realizamos treinamento relacionado ao uso, desinfeccdo e identificacdo do material
utilizado no laboratério; essencial para o pesquisador. Assim como treinamento em relacdo
a centrifugacdo sanguinea, dissociacdo de tecido, imunofenotipagem em sangue e tecido

tumoral de pulméo e cultura primaria

Autorizacdo do paciente a participar na pesquisa, para isto foi assinado um termo de
consentimento livre e esclarecido, onde se convidava o paciente a participar voluntariamente
na pesquisa, que visa coletar e armazenar suas amostras de tecido pulmonar e sangue para
estabelecer padrbes de conservagdo e armazenagem das mesmas a realizar pesquisa
biomedica futura, onde seus resultados seriam posteriormente informados a ele. Explicamos
ao paciente que suas amostras ndo serdo vendidas nem doadas a outras instituicdes, e que a
negativa a ndo participar no projeto ndo alteraria a conduta médica. Uma vez assinado o

termo pelo paciente este era incluido na pesquisa.



Os pacientes ndo receberam qualquer compensacéo pela doacao dos tecidos coletados.

Confidencialidade na identificacdo do paciente, seus dados pessoais e patoldgicos e
resultados dos procedimentos médicos e de outros dados incluidos no prontuario, para o qual

foi criada uma a codificacdo: ano da coleta, nimero na coleta, data da cirurgia (dia e més).

A coleta das amostras, ndo interferiu no diagnostico histopatoldgico, cito morfologico,
fenotipico ou molecular do paciente, nem na utilizacdo para outras finalidades que foram

primarias para o paciente, como a avaliacdo de parametros prognosticos.

Participaram 16 pacientes no projeto, todos com diagndstico de Cancer de Pulmao
de células ndo pequenas, apos de ser analisado e autorizado pelo Comité de Etica em
investigacdo em humanos da instituicdo sob o nimero 170311.

3 - APRESENTACAO, ANALISE E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

A seguir serdo descritos todos os pacientes incluidos no estudo e interpretacdo dos

resultados.

Protocolo 1- Protocolo de coleta e conservacdo dos tecidos em solucdo salina Na CL
0,9% com soro fetal bovino em nitrogénio liquido (congelacéo rapida) e em RNALater

(congelagéo lenta)

Quatro pacientes participaram deste protocolo, ap6s terem assinados os termos de

consentimento informado. Foram 3 mulheres e um homem

Paciente 01- codificagdo 18-01-15/06

Feminina 64 anos de idade, preta, tabagista por mais 30 anos, obesa (néo especificado
0 peso) com antecedentes patologicos pessoais de diabetes mellitus tipo 2, doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), histéria de tratamento para tuberculose pulmonar, hipertensao
arterial sisttémica, aneurisma corondrio, sifilis e nédulo de mama direita (na unido dos
quadrantes inferiores, de tamanho entre 1,4 x 1,0 cm), sem diagnostico histologico.

Apresentava sintoma de dispneia aos esfor¢os.

A Tomografia computadorizada de térax mostrava lesdo nodular semissolida de

contornos mal definidos no segmento apical do lobo superior direito, medindo 1,9 x 1,4 cm
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nos eixos axiais, associando-se opacidades em vidro fosco no lobo superior esquerdo de 1,0
cm. Auséncia de derrame pleural, micro nodulos esparsos no pulmao direito. Imagem nodular

na mama direita de 1,4 x 1,0 cm.

O diagndstico pré-operatorio foi realizado por bidpsia percutanea e no intraoperatorio
com biodpsia por congelacdo com achado histologico de adenocarcinoma pulmonar,

confirmando o diagnostico pos-operatdrio com a imuno-histoquimica.

Figura 30- TC de Toérax do paciente 18-01-15/06, mostrando nédulo

espiculado em lobo superior direito

O tratamento cirdrgico foi segmentectomia, ndo apresentando intercorréncias durante
0 ato cirdrgico. As caracteristicas visuais do tumor foram: cor acinzentada com zonas
vermelhas, semissoélida, friavel, arredondado. Complicacdes pds operatorias foram derrame

pleural, a pneumonia.

Na anatomia patologica pos-operatéria- adenocarcinoma pulmonar de padrdo
lepidico, misto ndo mucinoso (60%) prevalente, micro papilar (30%) e acinar (10%). Sem

evidéncia de neoplasia nos linfonodos examinados.

Exames complementares -TC abdome, TC crénio, sem manifestacdes de implantes
metastaticos. Capacidade de difusdo reduzida de intensidade moderada. Espirometria com

distarbio ventilatorio misto de intensidade moderada. Ecografia mama- nodulo na unido dos



quadrantes inferiores mama direita. Mamografia bilateral. nédulo na unido dos quadrantes
inferiores mama direita, tamanho de 11-20 mm, linfonodos axilares normais. Bi-RADS
categoria 0. Mama esquerda normal, linfonodos normais, calcificagdes benignas .BI-RADS
categoria 2. Bidpsia de mama direita -papiloma intraductal com metaplasia apdcrina. Pet-ct-
pequenas opacidades em vidro fosco nos lébulos superiores de ambos pulmdes sem aumento
do metabolismo. Lesdo nodular com aumento da atividade metabdlica no segmento apical do
lobo superior direito, com limites irregulares, medindo 16 x 1,2 cm.
O tempo percorrido entre o diagnostico da doenca e a cirurgia foi de oito meses Estadiamento
tumoral- p T1a p NOpMO Estagio 1A1

Amostras coletadas foram: 3 eppendorf com soro, 3 eppendorf com plasma, 1 amostra
de tumor e 1 amostra tecido pulmonar sadio em RNAL, 1 amostra de tumor e 1 amostra

tecido pulmonar sadio em solucéo salina /SFB.

Monitoramento da atividade cirdrgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacdo: tempo anestesia / coleta sangue -00:30 minutos, tempo centrifugacdo sangue/
freezer-00:30 minutos, tempo coleta sangue/coleta tecido -02:00 horas, tempo coleta
tecido/congelacdo -00:25 minutos. O tempo maximo entre coleta e congelacdo foi de 30
minutos. Ndo houve atraso no tempo entre a coleta e o congelamento que prejudicaria a

preservacdo das amostras.
Paciente 02 -codificacdo 18-02-20/06

Feminina 62 anos de idade, branca, tabagista por quase 30 anos, com histérico familiar
de neoplasia pulmonar (pai). Com antecedentes patoldgicos pessoais de osteomalécia,

meningioma frontal retirado em 2005 e DPOC. Sintoma de dispneia aos esforcos.

TC de térax apresentava nddulo semissolido no segmento apical do lobo superior
direito, com predominio de componente vidro fosco, com 1,9 cm de tamanho e retracéo
pleural. Seu componente sélido era de dificil mensuragdo, medindo cerca de 0,9 cm. Nao

havia sinal de linfonodomegalia mediastinal nem derrame pleural.
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Figura 31- TC de Térax do paciente 18-02-20/06, com noédulo em vidro fosco em lobo

superior direito

Diagnostico pré-cirargico foi feito por bidpsia percutanea compativel com a presenca

de adenocarcinoma com padrdo de crescimento lepidico ndo mucinoso.

Tratamento cirdrgico empregado foi a lobectomia superior direita, com
linfadenectomia mediastinal. As caracteristicas visuais do tumor foram de cor vermelho
(vidro fosco), friavel, semissélido, ndo bem definido pelo toque ou pela visdo. Ndo houve
intercorréncias intraoperatorias. Anatomia patolégica pds-cirargica: adenocarcinoma
pulmonar com predominio do padrdo lepidico (90%) com aéreas acinares (10%), a neoplasia
chega proxima a pleura sem comprometé-la. Ndo ha compromisso angiolinfatico nem
invasdo de pleura. Nao ha evidéncia de neoplasia nos linfonodos examinados. ComplicacGes
pos-operatdrias foi o derrame pleural.

Exames complementares: capacidade de difusdo com reducéo leve. Espirometria com
um distarbio ventilatério combinado moderado. Néo foi realizada imuno-histoquimica. A
cintilografia normal. TC cranio e TC abddmen sem implante metastatico. Pet-ct- massa hiper
metabolica no segmento apical do lobo superior direito. Estadiamento tumoral- pT1b NOMO
Estagio I1A2

Amostras coletadas: foram 3 eppendorf de soro, 3 eppendorf de plasma, em solucao
salina 1 amostra de tumor, 1 amostra tecido sadio pulmonar e 1 amostra de linfonodo. Em

RNALater 1 amostra de tumor, 1 amostra de tecido sadio pulmonar e 1 amostra de linfonodo.
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Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacdo : tempo anestesia / coleta sangue- 00:40min, tempo de centrifugacdo sangue /
freezer- 00:30min, tempo coleta sangue/coleta tecido- 03:00, tempo coleta tecido /
congelagdo- 00:25. O tempo maximo entre coleta e congelacéao foi de 25 minutos. Ndo houve

atraso no tempo entre a coleta e o congelamento prejudicial para a preservacdo das amostras.
Paciente 03 - codificagéo 18-03-13/09

Paciente feminina de 55 anos de idade, da raca branca, tabagista por 20 anos, com
antecedentes de cirurgia por adenocarcinoma moderadamente diferenciado de cdlon
transverso em 2016, e adrenalectomia por adenoma cortical em 2017. Sintomas de dispneia
aos esforgos.

TC de térax com nédulo com atenuacgédo em vidro fosco no segmento apical do lobo
superior direito medindo 1,6 x1,3 cm, sem derrame pleural associado, micro nddulo na ligula,

medindo 0,2 cm de aspecto inespecifico. Ndo ha alteracdo nos linfonodos mediastinais.

| . =

Figura 32- TC de Toérax do paciente 18-03-13/09, com no6dulo com
atenuacdo em vidro fosco no segmento apical do lobo superior direito

O diagnostico foi realizado por bidpsia por congelacdo e foi compativel com de

adenocarcinoma de padrao lipidico.

O tratamento cirurgico realizado foi lobectomia superior direita, com linfadenectomia
mediastinal. As caracteristicas macroscépicas do tumor foram: cor vermelha (vidro fosco),



friavel e sanguinolento, elastico, ndo definido ao toque nem pela visdo. Ndo houve
intercorréncia intraoperatdria. O diagnostico pos-operatdrio final foi de adenocarcinoma in
situ, com predominio de padrdo lepidico medindo 12,0 mm de didmetro maximo, sem
evidéncias de invasdo angiolinfatico, sem necrose nem comprometimento da pleura visceral.
Os linfonodos isolados ndo apresentavam implantes metastaticos. O tempo entre o
diagnostico da doenca e a cirurgia foi de trés meses. Complicacdes pos-operatérias foi

atelectasia.

Exames complementares: difusdo e espirometria dentro dos parametros normais, a
imuno-histoquimica foi compativel com o diagndstico de adenocarcinoma pulmonar. A
cintilografia foi normal. TC de cranio e abdémen sem implantes metastaticos. Pet-ct ndo foi
realizada. Estadiamento tumoral- pTis pNO MO Estégio indeterminado

Amostras coletadas foram 3 eppendorf com soro fisiologico, 3 eppendorf com plasma.
Em solucéo salina/soro fetal bovino foi 1 amostra de tumor, 1 amostra de tecido sadio e 1
amostra de linfonodo. Em RNALater 1 amostra de tumor, 1 amostra de tecido sadio pulmonar

e 1 amostra de linfonodo

Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelagdo: tempo de anestesia / coleta sangue — 00:20 min, tempo centrifugacao sangue /
freezer- 00:10min ,tempo coleta sangue/coleta tecido- 01:30 min ,tempo coleta tecido /
congelacdo- 00:25min .O tempo maximo entre coleta e congelacdo foi de 25 minutos. Nao
houve atraso no tempo entre a coleta e 0 congelamento que prejudicaria a preservacao das

amostras.
Paciente 04- codificacdo 18-04-27/09

Masculino de 81 anos de idade, da raca branca, tabagista por mais de 30 anos, com
antecedentes de bronquites cronica, diabetes mellitus, angioplastia coronariana, cardiopatia
isquémica e segmentectomia pulmonar por adenocarcinoma contralateral de pulméo (no6dulo

LIE). Assintomatico.

Na Tomografia computadorizada de torax evidenciava-se uma opacidade
grosseiramente nodular no lobo inferior esquerdo (sem aspecto tumescente), e outra com
atenuagéo em vidro fosco no lobo inferior direito no segmento apical, que media 0,6 cm no
maior eixo, inespecifica como estrutura cestoide localizada na piramide basal direita de
etiologia indeterminada, micro nodulos com atenuacdo em vidro fosco alguns com

distribuicdo esparsa aleatdria em ambos os pulmades.
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Fig. 33 - TC de Tdrax do paciente 18-04-27/09, com lesdo nodular em lobo

inferior esquerdo

O diagndstico foi por bidpsia intraoperatdria por congelacdo com proliferacédo celular
epitelial atipica em parénquima pulmonar periférico com inflamagdo crénica a fibrose

cicatricial.

Tratamento cirargico empregado foi a segmentectomia (I6bulo inferior direito). Nao
houve intercorréncias intraoperatérias nem complicacdes pds operatérias O tempo
transcorrido entre o diagnostico da doenca e a cirurgia foi de trés meses. Macroscopicamente,
0 tumor era de cor acinzentada, com zonas avermelhadas (vidro fosco) e elastico, mal
definido ao toque. Os diagnosticos pds operatorios foram feitos por dois fragmentos de
tecidos, elasticos cujo maior era de 0,3 x 0,2 cm com histologia de proliferacdo celular atipica
em parénquima pulmonar periférico com inflagdo cronica a fibrose cicatricial. E outra
amostra de cunha de parénquima pulmonar periférico com sutura metalica medindo
6,5x3,5%2,5 cm .Aos cortes era observada lesdo mal delimitada pardacenta, elastica que mede
0,6 cm com diagndstico de adenocarcinoma de padréo lepidico com areas micro papilares
(30%), areas sdlidas (20%) e areas periféricas de padréo lepidico (50%). N&o havia evidéncia

de neoplasia nos linfonodos. O tempo entre diagndstico da doenga e cirurgia foi trés meses



Exames complementares: difusdo e espirometria dentro de limites normais.
Cintilografia pulmonar dentro da normalidade. As TCs de cranio e abddmen sem implantes

metastaticos. Estadiamento tumoral- pT1aNOMO Estagio A1

Amostras coletadas foram: 3 eppendorf com soro, 3 eppendorf com plasma. Em
solucdo salina/soro fetal bovino 1 amostra de tumor, 1 amostra de tecido sadio pulmonar.

Tumor era menor 1 cm o que ndo permitia coletar mais amostras.

Monitoramento da atividade cirtirgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacdo: tempo anestesia / coleta sangue- 00:20 min, tempo centrifugacdo sangue /
freezer - 00:10min, tempo coleta sangue/coleta tecido- 01:30min, tempo coleta tecido /
congelagdo- 00:20 min. O tempo méximo entre coleta e congelacao foi de 25 minutos. Nao

houve atraso no tempo estimado para congelacao prejudicial a preservacdo das amostras.

Protocolo 2- Conservacgao da amostra de tecido tumoral de pulméo a fresco em PBS e
conservacdo das amostras de tecido tumoral de pulméo, tecido sadio pulmonar e
linfonodo em RNALater.

Participaram 7 pacientes neste protocolo.

Paciente 01 codificacdo 18-01-09/11

Paciente masculino de 77 anos de idade, da raga branca, tabagista por 22 anos com
antecedentes de diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, doenca de Barret,
DPOC e adenocarcinoma prostatico. Encaminhado pelo urologista por achado radiolégico

toracico no seguimento de carcinoma prostatico.

TC de térax com massa de contornos lobulados e limites bem definidos, no segmento
apico-posterior esquerdo em intimo contato com cissura obliqua, de 5,0 cm em seu maior

eixo (plano coronal).

O diagnostico pré-operatério foi realizado por bidpsia percutdnea como carcinoma
epidermdide pouco diferenciado. Na mediastinoscOpia com bidpsia ndo houve evidéncia de
neoplasia em linfonodos. Imuno-histoquimica da biopsia pulmonar foi compativel com

carcinoma epidermoide pouco diferenciado.
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Figura 34-TC Torax de paciente 18-01-09/11, com massa de contornos
lobulados e limites bem definidos, no segmento &pico-posterior do lébulo superior

esquerdo.

Lobectomia superior esquerda foi realizada sem intercorréncias. Caracteristicas
macroscépicas do tumor: acinzentado, lobulado, com lesdes brancacentas. ComplicacGes
pos-operatdrias hidropneumotdrax, atelectasia e enfisema subcutaneo. O diagndstico pds-
operatdrio foi de é de carcinoma de padrdo basal6ide (carcinoma indiferenciado) com alto
indice mitdtico. O tamanho da neoplasia foi 4,4 cm, e se estendia até a pleura sem
comprometé-la. Ndo havia implante metastatico em linfonodos. O tempo entre diagnostico e

cirurgia foi dois meses.

Exames complementares- temos a difusdo com uma reducdo leve e espirometria
com transtorno ventilatério obstrutivo leve. A TC de cranio e ressonancia de cranio com
malformacdo vascular, ndo implante neoplésico. TC de abdémen ndo implante neoplasico...
O tempo percorrido entre diagndstico e cirurgia foi dois meses. Estadiamento tumoral- pT2b
pNO pMO Etapa IIA.

Amostras coletadas foram 5 eppendorf com soro, 5 eppendorf com plasma, em PBS 1
amostra de tumor, em RNALater temos 1 amostra de tumor, 1 amostra de tecido sadio
pulmonar e 1 amostra de linfonodo. 1 vacutainer sangue com EDTA para entregar ao

laboratdrio de Imunobioquimica da UFRGS



Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacdo tempo anestesia / coleta sangue — 01:00, tempo centrifugacdo sangue freezer-
00:35,tempo coleta sangue/coleta tecido — 01:40,tempo coleta tecido / congelagao - 00:30.0
tempo maximo entre coleta e congelagdo 30 minutos, compativel com o tempo estipulado

para uma conservacao
A cultura priméria no paciente ndo foi realizada, ndo viavel amostra em PBS.
Paciente 02- codificacdo 18-02-15/11

Paciente feminina de 74 anos, da raga branca, tabagista por mais de 40 anos, com
antecedentes de diabetes mellitus tipo 2, cardiopatia isquémica, angioplastia coronéria,

aneurisma abdominal e hallux valgo. Refere dispneia de esfor¢o

TC de torax se identificou imagem nodular densa com 1,5 x 1,1 cm de tamanho de

aspecto irregular associada a area de bulha de 4, 5 cm de didmetro, no lobo superior esquerdo.

Diagndstico pré cirdrgico foi feito por bidpsia percutdnea sem evidéncia neoplésica,
processo inflamatdrio cronico com extensas fibroses cicatriciais. Na biopsia por congelagéo
se identificou neoplasia maligna indiferenciada. Tratamento envolvido foi a lobectomia
superior esquerda. Durante o ato cirargico se apresentou intercorréncias relacionada com a
dificuldade ao canalizar veias profundas ndo relacionadas com falta de habilidades médicas
nem com malformacdo vascular. O diagnostico pds cirargico carcinoma epidermdide, a
menos de 1 cm da pleura, sem implantes neoplasicos em linfonodos. Caracteristicas visuais
do tumor: de cor acinzentado, necrético, com areas vermelhas, lesdes esbranquicadas como
calcificacdes em seu interior. O tempo percorrido entre diagnéstico da doenca e a cirurgia foi

de onze meses.
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Figura.35- TC de Térax de paciente 18-02-15/11, com imagem nodular densa com 1,5
x 1,1 cm de tamanho de aspecto irregular associada a area de bulha de 4, 5 cm de

didametro em Iébulo superior esquerdo.

Exames complementares- a difuséo reduzida levemente, a espirometria com
transtorno ventilatério obstrutivo leve. A TC abdémen e TC crénio sem implante neoplasico.
Angiotomografia com diagndstico de tromboembolismo pulmonar. A complicacdo pos
cirurgica apresentada foi tromboembolismo pulmonar. Estadiamento tumoral- pT1b pNO
pMO Etapa IA2

Amostras coletadas foram 5 eppendorf com soro, 5 eppendorf com plasma, Em PBS
1 amostra de tumor. N&o se coleta amostra de tumor em RNALater, pois o tumor de muito
pequeno tamanho. 1 vacutainer de sangue com EDTA para entregar ao laboratério de
Imunobioquimica da UFRGS.

Monitoramento da atividade cirirgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelagdo. :tempo anestesia / coleta sangue- 02:00, tempo centrifugacdo sangue / freezer-
00:10, tempo coleta sangue/coleta tecido- 02:00, tempo coleta tecido / congelagdo — 00:20.
O tempo méaximo entre coleta e congelagdo 20 minutos, compativel com o tempo estipulado

para uma COI’\SGI’V&Q&O

. A cultura primaria no paciente ndo foi realizada, ndo viavel amostra em PBS.
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Paciente 03- codificacdo 18-03-07/12

Paciente feminina de 56 anos, da raca branca, tabagista por 30 anos, com antecedentes
de diabetes mellitus tipo2, gastrites cronica e adenocarcinoma da ampola de bater com

diferenciacéo pancreato biliar no 2014.Apresenta dispneia.

TC de térax se descreve imagem subpleural de contorno irregular localizada no
segmento lingular superior, medindo 1,6 x 1,0 no lobo inferior esquerdo. N&o

linfonodomegalia tumoral.

Tratamento cirurgico envolvido foi resseccdo em cunha do tumor. As caracteristicas
do tumor de cor pardo acinzentado, firme, irregular e necrético. Ndo houve intercorréncias
cirdrgicas. O diagndstico pds cirargico adenocarcinoma pouco diferenciado, extensao da
neoplasia proximo na pleura e linfonodos pré adrticos Adenocarcinoma pouco diferenciado
de tecido fibroadiposo. Complicac¢des pos cirdrgicas foi atelectasia. Tempo percorrido entre

diagnostico e cirurgia foi dois meses

Exames Complementares- a difusdo normal, a espirometria normal. A TC abdominal

e TC cranio sem implante neoplasico. Estadiamento tumoral-pT3 pNI pMO Etapa 11B

Figura 36.TC de Torax da paciente 18-03-07/12 se aprecia imagem tumoral

subpleural de contorno irregular localizada no segmento lingular superior



Amostras coletadas foram -3 eppendorf com soro, 3 eppendorf com plasma, em
RNALater temos 1 amostra de tumor, 1 amostra de linfonodo.1 vacutainer de sangue com
EDTA, em PBS 1 amostra de tumor para entregar ao laboratorio de Imunobioquimica da
UFRGS.

Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacéo :tempo anestesia / coleta sangue — 00:30, tempo centrifugacao sangue / freezer
—00:15, tempo coleta sangue/coleta tecido — 03:00, tempo coleta tecido / congelagéo — 00:20.
O tempo maximo entre coleta e congelacdo 20 minutos, compativel com o tempo estipulado

para uma conservagao.
. A cultura priméria no paciente ndo foi realizada, ndo viavel amostra em PBS.
Paciente 04- codificacdo 19-04-04/01

Paciente feminina de 61 anos, da raca branca, tabagista por 40 anos, tabagismo por
40 anos. Com antecedentes de asma bronquial, carcinoma basocelular infiltrativo de pele.
nddulo de mama e tumor de ovario ndo diagnosticado. Transferida por o grupo de Cirurgia

de mama

Na TC de térax foi identificado nddulo semissdélido irregular localizado no segmento
superior do lobo inferior direito que mede 1,0 x 0,9 cm, associado a nédulos centro lobulares
sugestivos de bronquiolites. Linfonodos sem evidéncia neoplasia.

Figura 37. TC de Toérax da paciente 19-04-04/01 com nodulo semissoélido

irregular localizado no segmento superior do lobo inferior direito



O diagnostico pré cirurgico foi feito por biopsia intraoperatdria por congelacéo sendo
um carcinoma pouco diferenciado de pulmédo. O tratamento cirdrgico empregado foi
lobectomia inferior direita. As caracteristicas visuais do tumor foram de cor amarelado com
zonas branquissimas, firme, semissolido, arredondado. Nao houve intercorréncias na sala
cirurgica. As complicagdes pos cirargicas foram atelectasia, distensdo gastrica e distensao de
alcas do intestino delgado. O diagnostico pos cirdrgico adenocarcinoma em parénquima
pulmonar periférico micro papilar (30%), areas solidas (20%) e de padrdo lepidico (50%).
Sem evidéncias de neoplasia nos linfonodos estudados. Lobo superior do pulmé&o direito com
focos de carcinoma de padrdo lipidico. O tempo percorrido entre diagnostico e cirurgia foi

de trés meses.

Exames complementares - espirometria com transtorno ventilatério misto leve e a
difusdo com reducdo leve. Na TC de cranio e abdémen superior sem evidencia neoplésica.
Ecografia pélvica se aprecia no ovario esquerdo area nodular sélida de contorno regular,
hipocal6rica medindo 3,3 x2,6 x2,5 cm, para ser esclarecida. A imuno-histoquimica coincide
com o diagnoéstico de adenocarcinoma. Mamografia bilateral na mama direita nddulo
localizado em regido retro areolar de tamanho menor de 10mm contorno regular, nao
linfonodos. BI RADS categoria 0. Estadiamento tumoral pT1b pNOpMO Etapa IA2

Amostras coletadas foram 1 vacutainer de sangue com EDT, em PBS 1 amostra de
tumor para entregar ao laboratorio de Imunobioquimica UFRGS. 3 eppendorf com soro, 3

eppendorf com plasma,. Em RNALater temos 1 amostra de tumor.

Monitoramento da atividade cirdrgica para controlar o tempo entre coleta das
amostras e congelacédo: tempo anestesia / coleta sangue- 01:30, tempo centrifugacdo sangue
/ freezer - 00:15,tempo coleta sangue/coleta tecido — 02:10, tempo coleta tecido / congelagéo-
00:20. O tempo maximo entre coleta e congelacdo 20 minutos, compativel com o tempo

estipulado para uma conservagéao.
. A cultura primaéria no paciente ndo foi realizada, ndo viavel amostra em PBS.
Paciente 05- codificagdo 19-05-18/01

Paciente feminina de 70 anos, da raca branca, tabagista por 30 anos, com antecedentes
de aneurisma da aorta abdominal, ilé ostomia esquerda e carcinoma espinocelular infiltrativo

de pele no 2014.Apresenta aumento do tamanho do nédulo pulmonar
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Na TC de tdrax se evidencia nédulo subpleural no segmento lateral do lobo médio
direito de contorno e espiculados medindo 1,8 x1,4 cm, com opacidades em vidro fosco

centro lobulares subpleurais nos lobos inferiores, leve aumento de linfonodos mediastinais.

Figura 38.TC de Térax de paciente 19-05-18/01 com nddulo subpleural no
segmento lateral do lobo médio direito

O diagnéstico pré cirargico foi feito por bidpsia percutanea com histologia de
possivel adenocarcinoma pulmonar, foi realizada bidpsia de linfonodo axilar direito por
ecografia com histologia de linfadenitis dermatdpatica, auséncia de neoplasia. O tratamento
de escolha foi a lobectomia média direita, com o diagndstico pds cirtrgicos coincidindo com
a imuno-histoquimica de adenocarcinoma predominante micro papilar pouco diferenciado,
com invasdo pleura visceral e linfo vascular. Como intercorréncias na sala cirdrgica a demora
em o efeito anestésico pdr o uso cronico de ansiolitico. As caracteristicas visuais do tumor
sdo de cor vermelho (vidro fosco), friavel, com zonas de necrose. Complicacbes pos
cirtrgicas sdo atelectasia e suboclusdo intestinal. O tempo percorrido entre diagnostico e

cirurgia é de dois meses.

Exames complementares -difusao e espirometria normais, TC de cranio e de abdémen
sem implante neoplésico. Ressonancia abdominal — imagem nodular para vertebral a
esquerda., suboclusao de asas de intestino delgado. Pet-ct- imagem nodular hiper metabdlico
no lobo médio do pulméo direito e linfonodos axilares em cadeia mamaria. Mamografia

bilateral normal. Estadiamento tumoral- pT1c p NO pMO Etapa 1A3.

Amostras coletadas foram- 1 vacutainer de sangue com EDTA e em PBS 1 amostra

de tumor para entregar ao laboratério de Imunobioquimica da UFRGS. 4 eppendorf com
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soro, 5 eppendorf com plasma.. Em RNALater temos 1 amostra de tumor, 1 amostra de

linfonodo; 1 amostra de tecido pulmonar sadio.

Monitoramento da atividade cirdrgica para controlar o tempo entre coleta das
amostras e congelacdo: tempo anestesia / coleta sangue- 01:20, tempo centrifugagdo sangue
/ freezer — 00:15, tempo coleta sangue/ coleta tecido - 02:10, tempo coleta tecido / congelacao
—00:30. O tempo méaximo entre coleta e congelagcdo 30 minutos, compativel com o tempo

estipulado para uma conservagéao.
. A cultura primaria no paciente nédo foi realizada, ndo viavel amostra em PBS.
Paciente 06- codificagdo 19-06-01/02

Paciente feminina de 70 anos, da raca branca, tabagista por 30 anos, com
antecedentes de hérnia hiatal e nédulo de tiroides. Assintomatica

Na TC de tdérax se identificou ndédulo pulmonar heterogéneo sélido no segmento
posterior da piramide basal direita que mede 2,0 x 0,8 cm, persiste nédulo de densidade de
partes moles de 0,7cm no segmento lateral do lobo inferior direito. Nao ha linfonodomegalias

mediastinais.

Figura 39-TC de Torax de paciente 19-06-01/02 ndédulo pulmonar heterogéneo
solido no segmento posterior da piramide basal direita



O diagnostico pré cirargico foi feito por bidpsia percutanea orientada por TC. térax
com uma histologia de adenocarcinoma de padrdo acinar e lipidico. O tratamento de escolha
foi a lobectomia inferior direita, com diagnostico pds cirdrgico de adenocarcinoma de padréo
acinar e lepidico, coincidindo os resultados da Imuno-histoquimica. Como caracteristicas
visuais do tumor de cor pardo acinzentado, arredondado e firme. As complicacfes pos
cirurgicas apresentadas foram derrame pleural, enfisema subcutdneo. N&o houve
intercorréncias na sala cirargica. O tempo percorrido entre o diagnostico e a cirurgia é de trés

meses.

Exames complementares- difusdo e espirometria normal, TC de abdémen hérnia
hiatal, ndo ha implante neopléasico secundario. biopsia de tireoide negativa. TC cranio sem
evidéncia neoplasica. Ressonancia abdominal- cisto hepatico, ndo evidéncia neoplésica.
Estadiamento tumoral-pT1cpNOpMO Etapa 1A3

Amostras coletadas foram-1 vacutainer de sangue com EDTA e em PBS 1 amostra de
tumor para entregar ao laboratério de Imunobiogquimica da UFRGS. 4 eppendorf com soro,
4 eppendorf com plasma. Em RNALater temos 1 amostra de tumor, 1 amostra de linfonodo;

1 amostra de tecido pulmonar sadio.

Monitoramento da atividade cirdrgica para controlar o tempo entre coleta das
amostras e congelacdo: tempo anestesia / coleta sangue- 00:4, tempo centrifugacdo sangue /
freezer- 00:15, tempo coleta sangue/ coleta tecido- 01:30, tempo coleta tecido / congelagéo-
00:20. O tempo maximo entre coleta e congelacdo 20 minutos, compativel com o tempo
estipulado para uma conservagéo de tecidos.

.. A cultura primaria no paciente nao foi realizada, ndo viavel amostra em PBS.
Paciente 07- codificacdo 19-07-13/03

Paciente feminina de 60 anos, da raca branca, tabagista por mais de 30 anos, com
antecedentes de neoplasia de es6fago e neoplasia do colo do Gtero. Apresenta dispneia de

esforco

A TC de térax é apreciada massa subpleural localizada no segmento basal posterior
do lobo inferior direito, medindo 3,8 x 3,1cm seus maiores eixos, de contornos espiculados

com cavidade central e formacdo de nivel hidroaéreo com ampla base pleural.

O diagnostico pré-cirargico foi obtido por biopsia trans brénquica como carcinoma

epidermoide de pulmao.



Figura 40.TC de Tdrax de paciente 19-07-13/03.com massa subpleural

localizada no segmento basal posterior do lobo inferior direito

O tratamento de escolha foi lobectomia inferior direita. O diagnostico pos cirdrgico
foi de carcinoma epidermdide coincidindo com imuno-histoquimica. N&o houve
intercorréncias na sala cirdrgica as caracteristicas visuais do tumor foram a cor acinzentado
bem definido, espiculado. As complica¢cdes p6s cirargicas foram hidropneumotoérax e
atelectasia O tempo percorrido entre o diagnostico e a cirurgia € de trés meses.

Exames complementares- a capacidade de difusdo reducdo moderada. A espirometria
normal. As tomografias computadorizadas de cranio e abdémen sem implante neoplasico.
Pet-ct identifica massa hiper metabolica de contornos espiculados no lobo inferior do pulméo
direito, contendo cavitacdes em seu interior, linfonodos mediastinais proeminentes pré
vasculares a direita e paratraqueal direito, com aumento da atividade metabodlica de carater

inespecifico. Estadiamento tumoral-pT2a pNO pMO Etapa IB.

Amostras coletadas foram: 1 vacutainer de sangue com EDTA e em PBS 1 amostra
de tumor para entregar ao laboratério de Imunobioquimica da UFRGS. 3 eppendorf com

soro, 3 eppendorf com plasma. Em RNALater temos 1 amostra de tumor.

Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacédo: tempo anestesia / coleta sangue- 00:30, tempo centrifugacao sangue / freezer-
00:20, tempo coleta sangue/ coleta tecido- 02:40, tempo coleta tecido / congelacdo- 00:20. O



tempo maximo entre coleta e congelacdo 20 minutos, compativel com o tempo estipulado

para uma conservacdo de tecidos.
A cultura priméria no paciente ndo foi realizada, ndo viavel amostra em PBS.

Protocolo 3- Conservacdo da amostra de tecido tumoral a fresco em RPMI 1640 e
conservacao das amostras em RNALater de tecido tumoral de pulméo, tecido pulmonar

adjacente sadio e linfonodos.
Participaram 5 pacientes neste protocolo.
Paciente 01- codificacdo 19-01-17/04

Paciente masculino de 67 anos de idade, da raca branca, tabagista por mais de 30
anos, com antecedentes de laringectdmica por papiloma de células escamosas, acidente

vascular cerebral, e de hidro nefroses. Referir-se a dispneia de esfor¢o

Na TC de torax se aprecia nddulo de transicdo no segmento apico posterior com
anterior do lobo superior esquerdo que mede 2,8 x 2,5 cm com Enfisema centro lobular em
1/3 superior de ambos pulmdes, fibroatelectasicas na piramide basilar direita, impressiona

diminuicdo de tamanho tumoral, em relacdo a TC anterior.

Figura 41 - TC de Torax de paciente 19-01-17/04 com nodulo de transi¢cdo no

segmento apico posterior com anterior do lobo superior esquerdo

O diagnostico preé cirurgico foi feito por biopsia intraoperatéria por congelagdo com
histologia de proliferagdo celular atipica sugestiva de carcinoma neuroenddcrino. O
tratamento efetuado foi a resseccdo em cunha, com diagnéstico pos cirdrgico de carcinoma

neuroendocrino de grandes células, que compromete linfaticos e vasos de grande calibre, ndo



compromete a pleura. Diagnoéstico histologico coincide com a imuno-histoquimica. Néo
houve intercorréncias na sala cirargica, como complicacGes apresentadas tivemos enfisema
subcuténeo, distensdo de algas intestinais delgadas. Caracteristicas visuais do tumor de cor
amarelo, arredondado, necrético e firme. O tempo percorrido entre diagndstico e cirurgia foi

trés meses.

Exames complementares- capacidade de difusdo reducdo leve e espirometria
transtorno ventilatoria obstrutivo leve. TC cranio e TC de abdémen ndo impregnacao
metastatica. TC de quadril esquerdo-fratura do ramo inferior do pubis e ramo superior junto

a eminéncia iliopubica. Estadiamento tumoral-pT1cpNOpMO Etapa IA3

Amostras coletadas foram: 1 vacutainer de sangue com EDTA para entregar ao
laboratdrio de Imunobioquimica da UFRGS. 4 eppendorf com soro, 4 eppendorf com plasma.
Em RPMI 1640 1 amostra de tumor para entrega no laboratorio de Imunobioquimica da
UFRGS. Em RNALater temos 1 amostra de tumor e 1 amostra de tecido sadio pulmonar

adjacente.

Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacédo: tempo anestesia / coleta sangue- 01:00, tempo centrifugacao sangue / freezer-
00:15, tempo coleta sangue/ coleta tecido— 02:00, tempo coleta tecido / congelacdo- 00:20.
O tempo méaximo entre coleta e congelacdo 20 minutos, compativel com o tempo estipulado

para uma conservacdo de tecidos adequado.
Se realizou dissociac¢do do tumor em perfeitas condigoes.
Paciente 02- codificagdo 19-02-16/07

Paciente de 82 anos, da raca branca, tabagista por mais de 50 anos, com antecedentes

de adenoma de adrenal e HSA. Assintomatico

Na TC de torax € apreciado nddulos pulmonares a esquerda, o0 maior mede 1,8 x 1,4
cm sub sélido com atenuagdo em vidro fosco no segmento superior do lobo inferior esquerdo,
e outro de 1,3 x 1,0 subpleural no segmento basal lateral do lobo inferior. ldentifica-se
pequenas opacidades nodulares com atenuacdo em vidro fosco bilateral. InGmeros de

linfonodos mediastinais e hilares de 1cm.



Figura 42-TC de Torax de paciente 19-02-16/07 com nodulos pulmonares
a esquerda, o maior mede 1,8 x 1,4 cm sub sélido com atenuacdo em vidro fosco no

segmento superior do lobo inferior esquerdo,

O diagnéstico pré cirargico foi feito por bidpsia percutanea com histologia de
adenocarcinoma de padrao lipidico ndo mucinoso. O tratamento empregado foi lobectomia
inferior esquerda por cirurgia robodtica. O diagnostico anatomo patolégico foi
adenocarcinoma invasor acinar unifocal com invaséo a pleura visceral, tamanho tumoral
15mm, ndo invasdo linfo vascular nem estruturas adjacentes. O diagnostico imuno-
histoquimica coincide com o diagnéstico anatomo patolégico (adenocarcinoma). Nao houve
intercorréncias na sala cirargica. As caracteristicas visuais do tumor foram a cor vermelho
do lobo mais intenso na zona tumoral com lesdo nodular ao tacto pétreo e irregular.
Apresentou hidropneumotérax como complicacdo. O tempo percorrido entre diagnéstico e

cirurgia foi dois meses.

Exames complementares- difusdo e espirometria dentro de limites normais. TC crénio
ndo implante metastatico. TC abdémen com aumento volumétrico da préstata, ndo implante

neoplasico Estadiamento tumoral- pT1c pNOp MX Etapa 1A3

Amostras coletadas foram: 1 vacutainer de sangue com EDTA e em RPMI 1640 1
amostra de tumor para entregar ao laboratorio de Imunobioquimica da UFRGS. 4 eppendorf
com soro, 4 eppendorf com plasma. Em RNALater 1 amostra de tumor e 1 amostra de

linfonodo
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Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das
amostras e congelacdo: tempo anestesia / coleta sangue- 01:00, tempo centrifugacdo sangue
/ freezer- 00:15, tempo coleta sangue/ coleta tecido- 02:00, tempo coleta tecido / congelagao-
00:20. O tempo maximo entre coleta e congelagdo 20 minutos, compativel com o tempo

estipulado para uma conservacgdo de tecidos adequada, que ndo deve passar dos 30 minutos.
Desenho experimental-dissociacdo do tumor perfeita.
Paciente 03- codificacdo 19-03-26/07

Paciente feminina de 71 anos, da raca branca, tabagista por mais de 30 anos, que
apresenta aumento inespecifico da glandula salivar e DPOC. Refere-se a dispneia de esfor¢o

Na TC de torax se aprecia lesdo no segmento apical do lobo superior direito com
calcificagdes, medindo 3,3 x 2,5 cm, com alguns pequenos noédulos inespecificos, um de 0,4

cm no lobo médio sub pleural.

Figura 43. TC de Térax de paciente 19-03-26/07 com leséo no segmento apical do lobo

superior direito

O diagndstico pré cirargico foi feito por bidpsia percutanea, com histologia de
carcinoma pouco diferenciado com focos de necrose. Foi realizada lobectomia superior
direita. Ndo houve intercorréncias na sala cirurgica. O diagnostico anatomo patolégico

coincide com a imuno-histoquimica com o carcinoma pouco diferenciado com focos de



necroses unifocal que invade pleura visceral com invasdo linfo vascular. As caracteristicas
visuais do tumor sdo de cor acinzentado, irregular, semissélido com areas de necroses pétreas
e com qualificacbes em seu interior. ComplicacOes apresentadas enfisema subcuténeo,
pneumonia, tromboembolismo da veia ileo femoral esquerda e tromboembolismo pulmonar.

O tempo percorrido entre diagnostico e cirurgia foi um més.

Exames complementares :capacidade de difusdo moderada redugéo, espirometria com
transtorno severo obstrutivo. As tomografias de cranio e abddmen sem implante metastatico
tumoral. A pet-ct, aumento do metabolismo glicolitico em massa de contornos irregulares
com calcificagdes em seu interior no segmento apical do lobo superior direito medindo 3,3 x

2,5 cm. Angiotomografia positiva. Estadiamento tumoral-pT2a pNOPMo Etapa 1B.

Amostras coletadas foram: 1 vacutainer de sangue com EDTA para entregar ao
laboratdrio de Imunobioquimica da UFRGS, 3 eppendorf com soro, 3 eppendorf com plasma.
Em RPMI 1640 1 amostra de tumor para entrega no laboratério de Imunobioquimica da
UFRGS. Em RNALater 1 amostra de tumor e 1 amostra de linfonodo.

Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacédo: tempo anestesia / coleta sangue- 02:00, tempo centrifugacdo sangue / freezer-
00:15, tempo coleta sangue/ coleta tecido- 01:30, tempo coleta tecido / congelacdo- 00:30. O
tempo maximo entre coleta e congelacdo 30 minutos, compativel com o tempo estipulado

para uma conservacdo de tecidos adequada, que ndo deve passar dos 30 minutos.
Dissociagao do tumor RPMI 1640 e RNALater positiva
Paciente 04- codificagdo 19-04-09/10

Paciente masculino de 69 anos, da raca branca, tabagista por 40 anos, antecedentes de
DPOC, alcoolismo, neoplasia maligna da orofaringe 2017 e adenoma tubular de colon de

baixo grau 2014. Refere-se a dispneia de esforco.

Na TC de tdérax é apreciado lesdo espiculada no segmento anterior do lobo superior
direito, que mede 2,2 x 2,0 cm, opacidades de aspecto fibroatelectasicas nos apices

pulmonares, opacidade nodular no apice de pulmao esquerdo que mede 1,1x 0,9 cm.
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Figura 44-TC de Toérax de paciente 19-04-09/10 com lesdo espiculada no

segmento anterior do lobo superior direito.

O diagnostico pré cirargico da lesao do lobo superior direita foi por biopsia percutanea
com histologia de adenocarcinoma de padrdo lipidico. Foi realizada lobectomia superior
direita com diagndstico andtomo patoldgico de adenocarcinoma de padrdo lipidico nédo
mucinoso com padrdo acinar invasivo de 8mm, ndo invasao a pleura nem linfonodos. O
diagnostico imuno-histoquimica coincide com o andtomo patolégico. Nao houve
intercorréncias na sala cirdrgica. As caracteristicas visuais do tumor sdo lesdo acinzentada,
necrotica, irregular, pétreo. As complicagdes pés cirdrgicas apresentadas foram atelectasia,
hidropneumotdrax, pneumomediastino e tromboembolismo pulmonar. O tempo percorrido

entre o diagnostico e cirurgia foi de trés meses

Exames complementares foram: capacidade de difusdo reduzida levemente e
espirometria disturbio ventilatério obstrutivo moderado. TC e ressonancia de cranio sem
implante neoplasico. TC abdémen com aumento de volume do lobo médio da préstata ndo
implante neoplésico. Pet-ct aumento hiper metabdlica na lesdo espiculada no lobo superior
direito e nodulo no apice do pulméo esquerdo. Angiotomografia com defeito de enchimento
na bifurcacdo entre os ramos arteriais segmentarias anteriores e lingular do lobo superior
esquerdo. Ecocardiograma com degeneracao de fibra calcica com comprometimento da raiz
da aorta e valvula aortica, minima insuficiéncia mitral e tricuspide. Estadiamento tumoral-p
T1b pNOpMO Etapa 1A2.



Amostras coletadas foram :1 vacutainer de sangue com EDTA para entregar ao
laboratdrio de Imunobioquimica da UFRGS. 4 eppendorf com soro, 4 eppendorf com plasma.
Em RPMI 1640 1 amostra de tumor para entrega no laboratorio de Imunobioquimica da
UFRGS. Em RNALater 1 amostra de tumor.

Monitoramento da atividade cirurgica para controlar o tempo entre coleta das amostras
e congelacdo: tempo anestesia / coleta sangue- 01:00, tempo centrifugacdo /sangue freezer-
00:15, tempo coleta sangue/ coleta tecido-01:30, tempo coleta tecido / congela¢do-00:30. O
tempo maximo entre coleta e congelacdo 30 minutos, compativel com o tempo estipulado
para uma conservacdo de tecidos adequada, que ndo deve passar dos 30 minutos. Foi

realizada imunofenotipagem com citometria de fluxo em sangue e tumor.

Paciente 05- codificacdo 19-05-23/10

Paciente feminina de 67 anos de idade, da raca preta, tabagista por 30 anos. Com
antecedentes de diabetes mellitus tipo 2, transplante renal por estenoses da artéria renal,

hepatites B e TB pulmonar antiga. Refere-se a dispneia de esforco

Na TC de torax nos apreciamos opacidade nodular em vidro fosco medindo 2,3 x 1,8
cm localizada no segmento apical do lobo superior direito, com outro nédulo em vidro fosco

no segmento apico posterior do lobo superior esquerdo
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Figura 45-TC de Térax de paciente 19-05-23/10 com opacidade nodular em vidro

fosco localizada no segmento apical do lobo superior direito.



O diagnéstico preé cirargico foi por biopsia percutanea do nédulo em lobo superior
direito com histologia de adenocarcinoma de padréo lepidico. A técnica cirurgica empregada
foi a segmentectomia. O diagndstico pos cirdrgico foi de adenocarcinoma de padréo lipidico
ndo mucinoso com componente invasor de 0,6 cm, ndo invasdo a pleura, presente invasao
linfo vascular., que coincide com o diagnoéstico imuno-histoquimica. As caracteristicas
visuais do tumor séo de cor vermelho, fridvel, sangrento, de dificil defini¢do ao tacto e visual.
N&o houve intercorréncias na sala cirargica, nem complica¢bes pos cirdrgicas. O tempo

percorrido entre o diagndstico e cirurgia foi de oito meses

Exames complementares :espirometria normal, capacidade de difusdo reducéo
moderada. TC de cranio e TC abddmen sem implante metastatico, mamografia bilateral sem
alteracbes neoplasicas, cintilografia positiva. Ecocardiograma com hipertrofia do septo

interventricular, disfuncéo diastdlica leve. Estadiamento tumoral -pT1cpNOpMO, Etapa IA3.

Amostras coletadas: 1 vacutainer de sangue com EDTA para entregar ao laboratorio
de Imunobioquimica da UFRGS. 4 eppendorf com soro, 4 eppendorf com plasma. Em RPMI
1640 1 amostra de tumor para entrega no laboratorio de Imunobioquimica da UFRGS. Em

RNALater 1 amostra de tumor armazenada no laboratério da VAP a -80 graus de temperatura

Monitoramento da atividade cirdrgica para controlar o tempo entre coleta das
amostras e congelacdo: tempo anestesia / coleta sangue- 00:30, tempo centrifugacdo sangue
/ freezer- 00:15, tempo coleta sangue/ coleta tecido- 01:30, tempo coleta tecido / congelagéo-
00:20. O tempo maximo entre coleta e congelacdo 20 minutos, compativel com o tempo
estipulado para uma conservacgéo de tecidos adequada, ndo deve passar dos 30 minutos.

Foi realizada imunofenotipagem com citometria de fluxo em sangue e tumor.

Analises Estatisticas

A andlise estatistica dos dados foi processada e transcritos em o software SPSS
for Windows release 14.0.0, SPSS Inc., Chicago, IL, de forma descritiva para distribuigédo
em frequéncias dos valores estudados, tendo em conta o pequeno nimero de pacientes

estudados.



Resultados

Para melhor identificacdo dos pacientes, eles foram agrupamos em trés protocolos
de trabalho. No protocolo 1: coleta e conservacgéo dos tecidos em Solucdo Salina Na CL 0,9%
com soro fetal bovino em nitrogénio liquido (congelacéo rapida) e em RNALater (congelacdo
lenta) trabalhamos com 4 pacientes, representando o 25 % da amostra. O protocolo nimero
2: conservacao da amostra de tecido tumoral de pulmao a fresco em PBS e conservacéao das
amostras de tecido tumoral de pulmé&o, tecido pulmonar adjacente sadio e linfonodo, em
RNALater representado por 7 pacientes, sendo 43% da amostra. E o protocolo 3: conservagéo
da amostra de tecido tumoral a fresco em RPMI 1640 e conservacdo das amostras em
RNALater de tecido tumoral, tecido pulmonar sadio adjacente e linfonodos, com 5 pacientes
para 31% do total da amostra. A variedade de protocolos foi devido a procura do protocolo

ideal para conservar a baixas temperaturas os tecidos pulmonares.

Os pacientes estudados foram divididos em dois grupos etarios: de 35 a 60 anos e
maior que 60 anos, em relacdo a idade de frequéncia do cancer de pulméo. Dos 16 pacientes,
dentro do grupo de 35 — 60 anos foram 2 pacientes do sexo feminino sendo 13% do total.
Entre o grupo maior de 60 anos temos 14 pacientes (88% do total), 9 mulheres (64%) e 5
homens (36%).

Trabalhamos com o tempo de uso do tabaco e ndo com a quantidade fumada, pois a
quantidade tabaquica foi variavel no mesmo paciente no tempo, dividindo-o em dois grupos,
aqueles que fumaram até 30 anos da vida e aqueles que fumaram por mais de 30 anos.
Verificamos que 0 88% dos pacientes (n=14) eram brancos, deles 9 pacientes (64%) fumaram
por mais de 30 anos, e 5 pacientes fumaram até 30 anos (36%). Da raca negra foram 2
pacientes (13%), dividido 50% (1 paciente) fumou por mais 30 anos e o outro até 30 anos.

O Adenocarcinoma foi o tipo histolégico mais frequente no estudo, em 11 pacientes
(69%), com maior distribuicdo entre os tabaquistas de mais de 30 anos, predominando no
sexo feminino (6 pacientes). Quanto aos achados histoldgicos os adenocarcinomas foram
invasivos (n=3-27%), acinar (n=4-36%) e micro papilar (n=3-27%), exceto um caso que é
minimamente invasivo (10%). O segundo mais frequente foi o carcinoma indiferenciado com
3 (19%) pacientes tabaquistas de mais de 30 anos, com predominio do subtipo
neuroendocrino (n=2 -67%). O terceiro lugar mais frequente foi o carcinoma epidermdide

em 2 pacientes (13%) tabagistas por mais de 30 anos.



Tabela 1- Localizacdo tumoral

. Lébulo Superior Lobulo medio Lébulo Inferior Total
Pulmao Porcentagens
(n) (n) (n) (n)
L 6 1 4
Direito 11 68,8%
54,5% 9,1% 36,3%
4 1
Esquerdo 5 31,3%
80% 20%

n- nimero de pacientes

A localizacao tumoral foi baseada nos resultados da tomografia computadorizada de torax

realizada a cada paciente do projeto como parte do diagnostico tumoral (tabela). O pulméo

direito foi acometido em 11 pacientes, deles 6 pacientes no lobo superior (55%), 1 paciente

(9%) no lobo médio e 4 (36%) no lobo inferior. O pulmao esquerdo é afeito em 5 pacientes

(31%), com o lobo superior afeito em 4 pacientes (80%) e o lobo inferior em 1 paciente

(20%). (tabela 1).

Os meétodos utilizados para obtencdo do diagndstico histologico formam bidpsia

linfonodo axilar em 1 paciente (6,3%) sendo o resultado negativo, bidpsia trans brénquica 1

paciente (6,3%), e bidpsia percutanea em 10 pacientes (67,5%) com 2 resultados negativos

(20%). O diagnostico de maior confirmacdo diagndstica foi intraoperatorio com a bidpsia por

congelacdo em 7 pacientes (44%). (tabela 2).

Tabela 2-Métodos utilizados para o diagnostico histolégico

e . Frequéncia Negativa
Diagnéstico Cirurgico Porcentagens
(n) (n)
Bidpsia por congelagao 7 43,8%
Bidpsia linfonodo axilar 1 6,3% 1
Bidpsia transbrénquica 1 6,3%
Bidpsia Percutanea 10 62,5% 2

n- numero de pacientes

Onze pacientes (69%), foram submetidos a lobectomia como tratamento cirargico. A

segmentectomia foi a segunda escolha do tratamento, realizada em trés pacientes (19%) com

lesBes tumorais entre 1 e 2 cm. A ressec¢do em cunha foi realizada em dois pacientes (12%).

Duas lobectomias foram realizadas por videotoracoscopia (VATS) e uma cirurgia foi

robética.




Tabela 3- ComplicacGes pos cirurgicas

Cirurgias Total Porcentagens
(n)
Complicadas 14 87,5%
N3ao complicadas 2 12,5%
Cirurgias realizadas 16 100%

n -numero de cirurgias

Dos 16 pacientes no estudo, 14 (87,5%) deles fizeram complicacfes pos operatdrias
em relacdo a lobectomia, com 2 (12,5%) pacientes sem complicac@es relacionadas com a

segmentectomia. (tabela 3).

As complicacBes presentes nos pacientes foram: pneumonia (2-14%),
pneumomediastino (1-7%), derrame pleural (3-21%), atelectasia (7-50%), enfisema
subcutaneo (3-21%), tromboembolismo venoso profundo (veia iliofemoral) (1-7%),
tromboembolismo pulmonar (3-21%), distensdo gastrica (1-7%) , distensdo de alcas
intestinais (2-15%) ,suboclusdo Intestinal (1-7%) e hidropneumotdrax (4-29%). O numero

maior de complicacGes se observou nas Lobectomias (tabela 4).

Tabela 4- Complicacgdes pds-operatdrias por tipo de cirurgia feita

Complicagdes Ressec¢do  |Segmentectomia| Lobectomia |[Total (n) Porcentagens
cunha(n) (n) (n)

Pneumonia 1 1 2 14,2%
Derrame pleural 1 2 3 21,4%
Atelectasia 1 6 7 50%
Tromboembolismo veia ileofemoral 1 1 7,14%
Tromboembolismo pulmonar 3 3 21,4%
Pneumomediastino 1 1 7,14%
Distensdo gastrica 1 1 7,14%
Suboclusgo intestinal 1 1 7,14%
Enfisema subcutaneo 3 3 21,4%
Hidropneumotdrax 4 4 28,5%
Distensdo algas intestinais 1 1 2 14,7%

n- numero de complicacbes

Nos adenocarcinomas predominaram os tumores de tamanho entre 1-2 cm em 7
pacientes (64%), sequido dos tumores maiores de 2cm em 3 pacientes (27%) e tumor menor

de 1cm em somente 1 paciente (10%). Nos dois casos de carcinomas epidermdides um tumor



eraentre 1 e 2cm e 0 outro maior que 2cm. Os carcinomas indiferenciados de células grandes

tinham tamanho maior que 2cm com calcificagdes em seu interior e alto indice de necrose.

3.1- Biomarcadores relacionados a imunomodulacdo de linfocitos B e T em

pacientes com carcinoma pulmonar de ndo pequenas células (CPCNP).

Com as amostras coletadas a fresco e criopreservadas em RPMI 1640 no terceiro
protocolo, foram realizados estudos de imunomodulacédo de linfécitos B e reguladores T, em
5 pacientes com CPNPC. Investigamos a relevancia dos marcadores imunofenotipicos CD26,
CD28, CD39 e CD73 para o prognostico da CPNPC. O Painel de anticorpos monoclonais
utilizados na imunofenotipagem com citometria no projeto foram os seguintes :CD3, CD4,
CD8, CD19, CD26, CD39, CD69, CD73. Nos 5 pacientes do protocolo, foi realizada
imunofenotipagem com citometria de fluxo sanguineo periférico e em 2 pacientes com
imunofenotipagem com citometria de fluxo do tecido tumoral, representando em tabelas os

resultados.

A imunofenotipagem € uma técnica laboratorial utilizada para o estudo de proteinas
de membrana expressas por leucocitos. E realizada diretamente em amostras de tecidos,
suspensdes celulares, etc. Consiste em colocar os leucdcitos do doente em contacto com
anticorpos especificos marcados (anticorpos monoclonais, proteinas produzidas no
laboratério), dirigidos contra as proteinas da superficie da membrana celular, para promover
a ligacdo antigeno-anticorpo e utilizando um citémetro de fluxo, um instrumento que utiliza
lasers e analisa milhares de células por segundo; as células sdo diferenciadas ou rotuladas
com elevada precisdo. A analise imunofenotipica visa atribuir a linhagem a proliferacédo
blastica uma vez definido o diagndstico morfoldgico e é til para prever o comportamento

das populacdes linfocitos. (15,16,17)

Representamos com tabelas os resultados da imunotipagem com citometria de 3
pacientes, correspondendo a adenocarcinomas invasivos (2 pacientes) e carcinoma pouco
diferenciado. Nossos resultados os comparamos com 0s valores normais dos anticorpos de
individuos saudaveis referenciados na literatura, CD3-56-84% expressa linfocitos T , CD4-
31-52% expressa linfocitos T coordena resposta imunitaria, CD8-18-35% expressa linfocitos
T(imunidade celular), CD19- 6-23% expressa linfocitos B, CD26 expressa linfocitos T ,



CD69 expressa linfocitos T, B, NK e macrofagos ativados recentemente, CD39- expressa
linfécitos T , valor normal 60-85%, CD38 expressa linfocitos T ativados.(9,10)

Imunofenotipagem e Citometria de fluxo. Resultados

Tabela -5 Resultados de Imunofenotipagem por citometria de fluxo em sangue
Paciente 1 19-04-09/10 Adenocarcinoma Lipidico invasivo, 8mm a tecido adjacente.

CD3+ CD3+CD4+ CD39+ (granulécitos)
71,7% 26,8% 55,1%
CD3+CD8+ CD69+ (mononucleares)
46,3% 7.7%
CD19+ CD19+CD39-
9,6% 6,1%
CD16+CD56- (NKs) CD4-
ndo avaliado 34,1%
CD3+CD4+CD39+ (Treg) CD3+CD4+CD39- (Teff)
7,7% 29,1%
CD3+CD8+CD69+ CD69+ (granuldcitos)
9,9% 24,5%
CD19+CD39+ (BREG) CD4+CD39+ (Treg)
2,4% 6,3%
CD4+CD39- (Teff) CD39+ (mononucleares)
51,2% 15,8%

Encontramos CD3, CD4 dentro de valores normais, expressando presenca de
linfécitos T. Com CD19 dentro de valores normais representando linfocitos B. Presenca de
CD39 (linfécitos T citotdxicos, expressa diminuido o CD8) e CD69 nos falam de linfdcitos

T, B e NK ativados presentes.

Tabela 6-Resultados em Tumor Imunofenotipagem por Citometria,
Paciente 1- 19-04-09/10

CD3+
10,9 %
CD3+CD8+
9,2%
CD19+
4,5%




Presenca de CD3, CD4 e CD19 diminuidos em relacdo aos valores
normais expressando diminuidos os linfécitos T e B no tumor.
Tabela 7-. Resultados de Imunofenotipagem por citometria de fluxo em
sangue. Paciente 2 -19-05-23/10. Adenocarcinoma lipidico, com invasdo

linfo vascular.

CD39+
CD3+ CD3+CD4+ (granulécitos)
59.4% 13.5% 62.8%
CD3+CD8+ CD69+ (mononucleares)
23.1% 18.6%
CD19+ CD19+CD39-
10.8% 33.4%
CD3+CD4+CD39+ (Treg) CD3+CD4+CD39- (Teff)
3.5% 95.8%
CD3+CD8+CD69+ CD69+ (granulocitos)
51.3%
CD19+CD38+CD39+
CD19+CD39+ (BREG) (BREG)
61.3% 14.6%
CD4+ CD4+CD39- (Teff)
39% 29.2%
CD4+CD39+ (Treg) CD39+ (mononucleares)
8.8% 28.3%

Presenca CD3, CD4 (linfécitos T) dentro de valores normais, CD19 de

valores normais (linfocitos B), presenca de CD39 nos fala de diminuido CD8
(linfocito T), CD69 fala de ativacdo de linfécitos T, B e NK ja existentes.

-Tabela 8-Resultados de Imunofenotipagem por citometria de fluxo em
tumor. Paciente 2 - 19-05-23/10.

CD3+
17.9%
CD3+CD8+
17.6%
CD19+
2.2%
CD3+CD8+CD69+
5.2%




No tumor encontramos diminuidos CD3, CD19 e CD69 (linfocitos T,

B NK) ja existentes, com CD8 quase ausente.

Paciente 3 -19-03-26/07 Carcinoma pouco diferenciado com invaséo a pleura visceral e linfo

vascular.

Tabela 9 Resultados de Imunotipagem com citometria em sangue de paciente 3 -19-03-

26/07
CD4+CD39+

CD4 (Treg) CD4+CD39- (Teff) CD4+CD39-CD26+
57.1% 0.9% 56.3% 10%

CD69+ CD69+
CD8+ CD8+CD69+ (mononucleares) (granuldcitos)
52.2% 14.1% 27.7% 0.3%

CD19+CD39+ CD19+CD38+CD39+
CD19+ CD19+CD39- (BREG) (BREG)

16.4 (de

6.5% 4.4% 3.7 CD19+CD39+)
CD38+ CD38+ CD39+ CD39+
(mononucleares) (granuldcitos) (mononucleares) (granuldcitos)
16.9 % 1.2% 7.5% 4.3%

CD26+

(mononucleares)

CD26+

(granuldcitos)

4.4%

0.1%

Encontramos CD19 (normal), CD8 e CD4 (aumentados), CD26, CD38, CD39 e

CD69 presentes. Todos os anticorpos como expressao dos linfocitos T, B e NK presentes

comparados com os Vvalores referenciais de pacientes saudaveis.

Nossos resultados da imunomodulacdo ndo sd&o uma evidencia cientifica, pois ndo

trabalhamos com grupo controle e o estudo foi realizado com um numero escasso de
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pacientes, com estes resultados expressamos funcionalidade das amostras conservadas, sendo

isto a importancia dos mesmos neste estudo.

3.2-Discussao

A cultura de células é um processo complexo e que necessita de padronizacgéo e de
varios cuidados quanto a coleta, manuseio da amostra, armazenamento e viabilidade celular.
Na literatura existem diferentes protocolos para diferentes tipos de células (17) Sendo assim,
protocolos para cultura de células de epitélio bronquico podem variar em termos de tipo de
nutrientes e tempo de incubacdo quando comparadas a hepatocitos, exemplo (18,19). Existem
linhas de culturas celulares que séo imortalizadas e sdo utilizadas para diferentes estudos,
exemplo (20), normalmente estes tipos de células sdo linhagens de células tumorais, uma vez
que elas tém capacidade de duplicacdo adequada e podem simular determinadas situagdes in
vivo. No entanto, em termos para estudo de neoplasias pulmonares o ideal seria estudar in
vitro as células viaveis de pacientes com diagnostico de cancer de pulméo com objetivo de
fornecer informac@es Uteis tanto para o entendimento do processo neopldsico como para

potenciais tratamentos que dariam beneficios a estes pacientes (21).

A cultura de células neoplasicas em humanos, apresenta problemas semelhantes aos
de cultura de células especializados de tecido normal. As células tumorais devem ser
separadas das células do tecido conjuntivo normal, utilizando um meio de cultura apropriado
para células neoplasicas. Além disso, as neoplasias sdo normalmente compostas por uma
grande variedade de células, tornando-se assim mais dificil a representatividade e
reprodutibilidade da amostra. Em nosso estudo testamos trés protocolos de coleta referente
ao criopreservante para verificar a viabilidade das amostras tumorais de pulméo: NaCl
0,9%/SFB e RNALater; PBS/RNALater e RPMI/ RNALater. O protocolo com RPMI
mostrou a presenca de células viaveis (linfocitos T e B) e foi possivel realizar
imunofenotipagem e citometria de fluxo. A Solucéo salina com SFB e o RNALater mostrou-
se segura em manter as amostras tumorais criopreservadas por onze meses com viabilidade
para obtencdo das suspensdes celulares com a dissociacdo ou desagregacao celular. O PBS
como criopreservante impediu a cultura primaria em RPMI 1640 ao ndo permitir o
crescimento das amostras de tecido tumoral, provavelmente ao precipitar os cristais dos sais

de fosfato e de NaCl que o compdem durante as trocas de temperatura (frio e calor).
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Para a imunomodulacao de linfocitos B e T realizamos imunotipagem com citometria
de fluxo em sangue e em fragmentos de tumor em trés pacientes do protocolo nimero trés,
comparando os resultados com os valores normais referenciados na literatura de individuos
saudaveis. Os resultados da imunofenotipagem com citometria dos dois pacientes com
adenocarcinoma ndo sdo estatisticamente representativos, devido ao numero reduzido de
pacientes estudados, e por ndo ter um grupo controle de individuos saudaveis. No entanto,
demonstramos que foi possivel realizar este tipo de analise e que estudos utilizando este tipo
de metodologia podem ser muito Uteis no entendimento do comportamento do componente

imunologico das células tumorais.

Os pacientes com diagnostico de adenocarcinoma apresentavam CD39 em sangue
periférico e tumor em niveis diminuidos quando comparados a valores referenciais de
individuos saudaveis. A funcdo do CD39 é eliminar efetivamente o ATP extracelular toxico,
convertendo-o em ADP (adenosina, um fator imunossupressor muito potente), isto leva a
mudancas de um ambiente pré-inflamatorio controlado por ATP para um ambiente anti-
inflamatorio. Parodi et al. descreveram presenca de células T CD8 + expressando CD39 em
bidpsias de tumores de pacientes com diferentes tipos de cancer (2% Atualmente é de
conhecimento que a subpopulacdo de células T CD8+ esgotadas exibem um fenotipo
disfuncional e contribuem para um controle imunoldgico deficiente de tumores e infecgdes
virais crénicas, sendo assim o CD39 define a deplecdo celular em células T tumorais
infiltram-te CD8+. Entdo sua diminuicdo seria um fator de mau progndstico uma vez que
haveria uma reducéo da deplecéo de linfécitos tumorais CD8 infiltram-te (2%). No cancer, as
células T reguladoras acumulam-se no sangue periférico e no tumor dos pacientes e sao
fenotipica e funcionalmente expressas como CD39 e CD73 ao hidrolisar ATP para 5'-AMP
e adenosina (ADO) sendo responsavel pela supressdo das respostas imunoldgicas
antitumorais. Adicionalmente, encontramos diminuida a presenca de CD8 no sangue e no
tecido tumoral, indicando uma diminuicdo de linfocitos T citotoxicos, responsaveis pelo

apoptose celular, uma resposta crucial contra o desenvolvimento tumoral (-2425)

Em nosso estudo, os valores de CD3 e CD4 estavam dentro dos parametros normais
para um individuo saudavel. A presenca destes linfocitos T reacionais tem papel importante
na imunidade celular e ativacdo dos macrofagos que contribuem para a morte tumoral sendo

entdo um marcador de proliferacédo celular.
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O CD19 em sangue encontrava-se dentro de valores normais comparados com 0s
individuos sadios e indicando a presenca de linfocitos B. Na citometria tumoral os valores de
CD19 estavam diminuidos indicando auséncia de linfécitos B imaturos e expressando
imunodeficiéncia pela presenca tumoral. Os linfocitos B desempenham um papel
imunossupressor pela sua capacidade de atuar como células reguladoras ou Bregs,
influenciando na diferenciacdo das células T e, portanto, as respostas inflamatorias mediadas

por células T através da producéo de IL-10. (26)

Pouco se conhece da biologia das células B (linfécitos B) no comportamento tumoral.
Pattel et al observaram o comportamento de células B tumorais em todas as fases de
desenvolvimento do cancer do pulméo de ndo pequenas células, sua presenca é variavel de
acordo com o estagio e subtipo histoldgico (27,28.) demonstrando que desempenham um papel
importante tanto na imunidade humoral como celular, podendo bloquear tanto a capacidade
de resposta como a toxicidade do tumor. Sendo assim, células B desempenham um papel
vital no desenvolvimento do sistema imunoldgico, mas também sdo responsaveis pela

homeostase imunologica.

A citometria de fluxo realizada em sangue periférico de um de nossos pacientes com
carcinoma indiferenciado e com invaséo a pleura visceral, mostrou presenca de aumento CD26
0 que pode estar associado a uma agressividade maior do tumor, uma vez que a presenca de
CD26 desempenha um papel importante na biologia tumoral e é Gtil como marcador de varios
tipos de cancer, mostrando niveis aumentados na superficie celular e expresséo plasmatica em

alguns tipos de neoplasias e reduzida em outros tipos de tumor (29)

Existe evidéncia de que células imunes, por exemplo células endoteliais, estdo
envolvidas no crescimento e desenvolvimento da neoplasia de pulméo e que a atividade do
CD26 / DPP4 em pacientes com cancer de pulmdo em estagios iniciais é quatro vezes maior

do que no tecido normal (30,31)

Outro marcardor importante € o CD38, que em nosso paciente com carcinoma
indiferenciado e invasdo da pleura visceral, apresentou diminuicao discreta (granulocito) e
aumento marcado (mondcitos). A presenca de um aumento de CD38 caracteriza-se por uma
evolucdo clinica desfavoravel e estdgio mais avancado da doenca, mé& resposta a
quimioterapia, pouco tempo para o inicio do primeiro tratamento e sobrevivéncia mais curta,

sendo um marcador da ativacdo de células malignas.(32,33). Temos também a presenca do
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CD69 como expressao da ativacdo de linfocitos Te B, e de células assassinas naturais (NK)
ja presentes infiltrando o tumor, se conhece sua relacdo nos processos inflamatorios cronicos

como modulador da resposta imune .(34,35,36)

Nosso estudo demonstrou que existem varios detalhes que devem ser levados em
consideracdo quanto da coleta e armazenamento de materiais bioldgicos de cancer de pulmao.
Uma vez tomados todos estes cuidados necessarios, a obtencdo de células viaveis é possivel
tanto de sangue periférico como tecido tumoral. O uso destas células para culturas primarias
pode fornecer informacfes importantes sobre o comportamento bioldgico dos tumores e
também sobre tratamentos personalizados para cada paciente. Os resultados da
imunotipagem com citometria, indicam a presenca / auséncia de linfécitos T e B, expressam
a funcionalidade das amostras coletadas de sangue periférico e do tecido tumoral,
significando viabilidade e vitalidade das amostras. Demonstram também que os protocolos
(metodologia) de imunotipagem com citometria de fluxo tecido tumoral e sangue periférico

sdo eficazes para a identificacdo de biomarcadores imunofenotipicos no cancer de pulméo.
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4- CONCLUSOES

1- Um mecanismo de estrutura organizada foi estabelecido para a coleta, preservagéo
e armazenamento de amostras de sangue, tecido pulmonar saudavel, tecido tumoral pulmonar

e linfonodal em pacientes com carcinoma pulmonar de células ndo pequenas

2- Demonstramos a viabilidade de amostras de sangue periférico e tecido tumoral
crio preservado que nos permite futuras pesquisas (neste caso Imunofenotipagem com
Citometria de fluxo, obtendo linhagem celular com a dissociagdo ou desintegracdo dos
tecidos em trés momentos diferentes (aos onze meses, trés meses apos a criopreservacao das
amostras e com amostras frescas), com diferentes pacientes (portadores de adenocarcinoma
e de carcinoma epidermoide) e com diferentes criopreservantes (Solucdo Salina NaCl 0,9%
/ SFB, RNALater e RPMI 1640.

3-Realizamos um treinamento adequado referente ao uso e desinfec¢do do material de
laboratério, assim como treinamento para uso de equipos de laboratério e técnicas

laboratoriais em sangue e tumor. Imunotipagem com Citometria de fluxo e cultura celular.

4- Demonstramos a viabilidade e funcionalidade das amostras de sangue periférico e
tumor de pulmdo ao realizar Imunotipagem com Citometria de fluxo com a presenca ou
auséncia dos marcadores imunofenotipicos como CD3,CD4,CD8,CD19,CD26,CD38,CD39
e CD69 que séo expressdo da presenca ou auséncia de células do sistema imune os linfdcitos
TeB.
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6-APENDICE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: ESTUDO PILOTO CLINICO EXPERIMENTAL REFERENTE A
COLETAE ARMAZENAGEM DE MATERIAL DE CARCINOMA PULMONAR DE
PACIENTES ATENDIDOS NO HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
PARA UTILIZACAO EM PESQUISA BIOMEDICA

Vocé esté sendo convidado a participar de uma pesquisa, cujo objetivo é coletar, armazenar
amostras de tecido tumoral pulmonar, tecido pulmonar sadio e sangue, para estabelecer
padrBes de conservacao e utilizagdo de amostras para realizacdo de pesquisa biomédica. Esta
pesquisa esta sendo realizada pela estudante de doutorado em Ciéncias Pneumologias Rita
Maria Gonzélez Garcia, junto dos Profs. Cristiano Feijé Andrade e Fabio Klamt, com a
participacao de outros pesquisadores do Servico de Cirurgia Toracica e Anatomia Patoldgica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, 0os procedimentos envolvidos sdo 0s
seguintes: coleta de 40 ml de sangue periférica, Broncoscopia, proceder endoscopico para
realizar biopsia do tumor; e resseccdo pulmonar; proceder cirargico para retirada do tumor

como parte da terapéutica de sua doenca ou como procedimento diagnostico.

Os possiveis riscos decorrentes da participacdo na pesquisa sdo: pela retirada de amostra
sanguinea, dor e hematomas (mancha roxa) no local na puncéo, que desaparecem em 1 ou 2
dias imediatamente apds de sua realizacdo. Pela Broncoscopia aparece tosse ou rouquidao
que geralmente desaparecem nas primeiras horas apds do procedimento; dor ou sangramento
na via respiratoria por um periodo varidvel, geralmente inferior a 24 horas; escape de ar para
dentro da pleura (pneumotorax), podendo ser necessario na colocacdo do dreno dentro do
térax como tratamento; dificuldade respiratdria devido ao edema pela passagem do aparelho;
febre e calafrios geralmente nas primeiras 24 horas ap0s o procedimento; espasmos das vias
respiratorias durante no exame poderdo necessitar intubacdo traqueal e ventilagdo mecéanica
como tratamento. No procedimento cirurgico, poderdo aparecer complicacdes técnicas
durante a cirurgia que impecam sua realizag¢do; suspensao da cirurgia por impossibilidade de
realizar a anestesia, por condic¢des técnicas ou clinicas surgidas imediatamente antes do ato
cirurgico; dor na regido da incisdo cirdrgica, requerendo medicamentos analgésicos,

possibilidade de permanecer com um a dois drenos para drenar possiveis cole¢des internas



de ligquido ou sangue, cicatrizacdo esteticamente inadequada por fatores individuais

(queloides, cicatriz hipertrofica, etc.); e risco associado ao ato anestésico.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa sao indiretos a vocé, mas o
resultado da pesquisa nos permitird no futuro um diagnostico mais preciso e uma melhor
modalidade de tratamento, que podem apresentaram algum beneficio nestes aspectos a sua

pessoa.

O material bioldgico coletado serd armazenado de forma codificada. Apos a realizacdo das
analises previstas neste projeto, nas amostras serdo armazenadas. Estes materiais além de
serem utilizado neste estudo, poderdo ser utilizados em outros estudos futuros de nosso
grupo. Neste caso 0 novo projeto serd submetido para apreciagdo do Comité de Etica em

Pesquisa e vocé serd chamado para novo consentimento do uso do material.

A participacdo em na pesquisa e totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria. Em caso
vocé decida ndo autorizar na participacao, ou ainda retirar na autorizacdo apds de assinar o
Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que o participante de na pesquisa 0 possa

vir a receber na instituicao.

N&o esta prevista nenhum tipo de pagamento pela participacdo na pesquisa e nao havera

nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou danos, resultante da pesquisa, o todo o atendimento

necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificagcdo dos participantes, ou

seja, 0s nomes nao apareceram na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha davidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel-----------

------------------------------------------------- pelo telefone, ------------------

----; COM 0 PESQUISAAON -=--=-==n=mnmmmmmm oo , pelo telefone --------------------
----- , ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2do andar do HCPA, sala 2227, de segunda a
sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para 0 participante e outra para 0s

pesquisadores.

() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.



() N&o aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura (se aplicavel).
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Resumo

Apesar dos avan¢os no entendimento do comportamento biolégico do cancer de
pulmao e o surgimento de novas modalidades de tratamento, ainda existem muitas variaveis
da biologia tumoral que sdo pouco estudadas e compreendidas. Por este motivo,
desenvolvemos uma metodologia para coleta de material a fresco de tecido tumoral e sangue
periférico de pacientes com diagndstico de cancer de pulméo ndo de pequenas células para
testar diferentes protocolos de preservacao celular, sua viabilidade e anélise de marcadores
moleculares por citometria de fluxo. Com este estudo néo foi possivel realizar cultura celular
priméaria dos tumores retirados, no entanto foi possivel verificar a viabilidade celular de
amostras armazenadas até onze meses apds a sua retirada e dosar marcadores
imunofenotipios relacionados ao comportamento tumoral. Verificamos que o
desenvolvimento e padronizacdo de um meétodo de coleta a fresco de material tumoral pode
fornecer informacbes importantes sobre o comportamento do tumor de determinado
individuo com potencial de ser utilizado para um provavel tratamento personalizado e
definicdo de progndstico.

Palavras-chave: neoplasias pulmonares; carcinoma de células ndo pequenas;
imunologia; anticorpos


mailto:email.fabio.klamt@ufrgs.br
mailto:cfandrade@hcpa.edu.br

Abstract

Despite advances in the understanding of the biological behavior of lung cancer and the
development of new treatment modalities, there are still many variables in tumor biology that
are poorly understood. For this reason, we developed a methodology for collecting fresh
samples from tumor tissue and peripheral blood from patients diagnosed with non-small cell
lung cancer to test different cell preservation protocols, their viability and analysis of
molecular markers by flow cytometry. With this study it was not possible to perform primary
cell culture of the removed tumors, however it was possible to verify the cell viability of
samples stored up to eleven months after their removal and to measure immunophenotype
markers related to the tumor behavior. We found that the development and standardization
of a method of harvesting fresh tumor samples can provide important information about the
behavior of the tumor in a specific individual with the potential to be used for a personalized
treatment and define prognoses.

Keywords: lung neoplasms; non small cell carcinoma; immunology; antibodies.

A conservacdo do patriménio genético trouxe a necessidade de novas formas de
diagndstico e tratamento do céancer de pulméo, pelo qual faz-se necessario a coleta e
conservacao de tecidos frescos, de maior qualidade, que permitam o estudo dos fenébmenos
moleculares. A cultura de células € um processo complexo e que necessita de padronizacao
e de varios cuidados quanto a coleta, manuseio da amostra, armazenamento e viabilidade
celular. Na literatura existem diferentes protocolos para diferentes tipos de células, exemplo
(1). Sendo assim, protocolos para cultura de células de epitélio brénquico podem variar em
termos de tipo de nutrientes e tempo de incubacdo quando comparadas a hepatdcitos,
exemplo (2). Existem linhas de culturas celulares que sdo imortalizadas e séo utilizadas para
diferentes estudos, exemplo (3), normalmente estes tipos de células sé&o de linhagens de
células tumorais, uma vez que elas tém capacidade de duplicacdo adequada e podem simular
determinadas situages in vivo. No entanto, em termos para estudo de neoplasias pulmonares
o0 ideal seria estudar in vitro as células viaveis de pacientes com diagnostico de cancer de
pulm&o com objetivo de fornecer informacdes Uteis tanto para o entendimento do processo

neoplasico como para potenciais tratamentos que dariam beneficios a estes pacientes (4).

Nosso estudo estabeleceu um mecanismo estrutural e organizacional para coleta,
preservacdo, armazenamento, viabilidade e analise molecular de amostras de tecido tumoral
pulmonar, tecido pulmonar adjacente saudavel e sangue: provenientes de pacientes com
diagnostico de cancer de pulmdo de ndo pequenas células. Investigamos possiveis
biomarcadores relacionados a imunomodulacdo de linfocitos B e T, demonstrando a

relevancia dos marcadores imunofenotipicos CD26, CD28, CD39 e CD73 para 0 prognostico



da CPNCP. Foi realizado como um ensaio piloto clinico experimental longitudinal,
prospectivo e ndo randomizado no qual o mesmo individuo foi estudado em seu perfil
genético e molecular através de diferentes amostras A selecdo da amostra foi feita por
conveniéncia, ndo probabilistica, ndo aleatoria e intencional; em diferentes momentos de
coleta, conservacdo e armazenamento, relacionados com a data da cirurgia; e
criopreservantes e meios de cultura diferentes. Protocolo 1:200ul solugdo salina NaCl 0,9 %
/ 20ul soro fetal bovino e 200ul RNALater; protocolo 2 com 300ul PBS e 200ul RNALater;
protocolo3:4ml de RPMI 1640 e 200ul RNALater. Foram coletados a fresco 20ml de sangue
periférico, duas amostras de tecido tumoral de pulmé&o, duas amostras de tecido adjacente de
pulmdo saudavel, e linfonodo mediastinal por pacientes estudados.; criopreservadas a -
80°C.Todos os pacientes do projeto assinaram o termo de consentimento para uso de suas
amostras e dados. O projeto foi analisado e autorizado pelo Comité de Etica em investigacao
em humanos da instituicdo sob o ndmero 170311. Os tumores coletados foram
adenocarcinoma (69%), carcinoma indiferenciado (19%) e carcinoma epidermoide (12%),
de um total de 16 pacientes no estudo. As amostras de sangue periférico foram conservadas
como soro e plasma a -80°C, O protocolo com RPMI 1640 mostrou a presenga de células
viaveis (linfocitos T e B) ao realizar imunofenotipagem e citometria de fluxo. A solucéao
salina com SFB e o RNALater mostrou-se segura em manter as amostras tumorais
criopreservadas por onze meses com viabilidade para obtencdo das suspensdes celulares com
a dissociacdo ou desagregacao celular. Nao foi possivel realizar cultura primaria em RPMI
1640 com as amostras de tecido neopléasico armazenadas em PBS devido muito
provavelmente que o PBS precipita os cristais dos sais de fosfato e de NaCl com as trocas de
temperatura, comprometendo entdo a viabilidade celular, além ndo usamos nutrientes no PBS

e também o tamanho da amostra pode infligir na falha da viabilidade. (5)

O tempo entre coleta e congelacdo das amostras foi inferior a 30 minutos. Para a
imunomodulacdo de linfdcitos B e T realizamos imunotipagem com citometria de fluxo em
sangue e em fragmentos de tumor em trés pacientes do protocolo 3 (RPMI1640), comparando
o0s resultados com os valores normais de individuos saudaveis. Os resultados dos pacientes
ndo sdo estatisticamente representativos, devido ao nimero reduzido de pacientes estudados,
e por ndo ter um grupo controle de individuos saudaveis. No entanto, demonstramos que foi
possivel realizar este tipo de analise e que estudos utilizando este tipo de metodologia podem
ser muito uteis no entendimento do comportamento do componente imunologico das células

tumorais.



Os pacientes com diagndstico de adenocarcinoma apresentavam CD39 em sangue
periférico e tumor em niveis diminuidos quando comparados a valores referenciais de
individuos saudaveis. A fungdo do CD39 é eliminar efetivamente o ATP extracelular toxico,
convertendo-o em ADP (adenosina, um fator imunossupressor muito potente), isto leva a
mudancas de um ambiente pré-inflamatorio controlado por ATP para um ambiente anti-
inflamatdrio. Parodi et al. descreveram presenca de células T CD8 + expressando CD39 em
biopsias de tumores de pacientes com diferentes tipos de cancer (6). Atualmente é de
conhecimento que a subpopulacdo de células T CD8+ esgotadas exibem um fenotipo
disfuncional e contribuem para um controle imunolégico deficiente de tumores e infecgdes
virais cronicas, sendo assim o CD39 define a deplecdo celular em células T tumorais
infiltram-te CD8+. Entdo sua diminuicdo seria um fator de mau prognostico uma vez que
haveria uma reducdo da deplecdo de linfécitos tumorais CD8 infiltrastes (7,8). No cancer, as
células T reguladoras acumulam-se no sangue periférico e no tumor dos pacientes e séo
fenotipica e funcionalmente expressas como CD39 e CD73 ao hidrolisar ATP para 5'-AMP
e adenosina (ADO) sendo responsavel pela supressdo das respostas imunoldgicas
antitumorais. Adicionalmente, encontramos diminuida a presenca de CD8 no sangue e no
tecido tumoral, indicando uma diminuicdo de linfocitos T citotoxicos, responsaveis pelo

apoptose celular, uma resposta crucial contra o desenvolvimento tumoral (9).

No estudo, os valores de CD3 e CD4 estavam dentro dos pardmetros normais para um
individuo saudavel. A presenca destes linfocitos T reacionais tem papel importante na
imunidade celular e ativacdo dos macréfagos que contribuem para a morte tumoral sendo
entdo um marcador de proliferacdo celular. O CD19 em sangue encontrava-se dentro de
valores normais comparados com os individuos sadios e indicando a presenca de linfocitos
B. Na citometria tumoral os valores de CD19 estavam diminuidos indicando auséncia de
linfécitos B imaturos e expressando imunodeficiéncia pela presenca tumoral. Os linfocitos B
desempenham um papel imunossupressor pela sua capacidade de atuar como células
reguladoras ou Bregs, influenciando na diferenciacdo das células T e, portanto, as respostas

inflamatdrias mediadas por células T através da producéo de IL-10. (10,11,12).

A citometria de fluxo realizada em sangue periférico de um de nossos pacientes com
carcinoma indiferenciado e com invaséo a pleura visceral, mostrou presenca de aumento
CD26 o que pode estar associado a uma agressividade maior do tumor, uma vez que a
presenca de CD26 desempenha um papel importante na biologia tumoral e é util como

marcador de varios tipos de cancer, mostrando niveis aumentados na superficie celular e



expressdo plasmatica em alguns tipos de neoplasias e reduzida em outros tipos de tumor
(13,14,15). O CD38, em nosso paciente com carcinoma indiferenciado e invasao da pleura
visceral, apresentou diminuicdo discreta (granulécito) e aumento marcado (monacitos). A
presenca de um aumento de CD38 caracteriza-se por uma evolucéo clinica desfavoravel e
estagio mais avancado da doenca, ma resposta a quimioterapia, pouco tempo para o inicio do
primeiro tratamento e sobrevivéncia mais curta, sendo um marcador da ativacdo de células
malignas (16,17). Temos também a presenca do CD69 como expressdo da ativacdo de
linfocitos Te B, e de células assassinas naturais (NK) ja presentes infiltrando o tumor, se
conhece sua relacdo nos processos inflamatérios cronicos como modulador da resposta
imune (18,19,20).

Os resultados da imunotipagem com citometria, indicam a presenca / auséncia de
linfécitos T e B, expressam a funcionalidade das amostras coletadas de sangue periférico e
do tecido tumoral, significando viabilidade e vitalidade das amostras. Demonstram também
que os protocolos (metodologia) de imunotipagem com citometria de fluxo tecido tumoral e
sangue periférico sdo eficazes para a identificacdo de biomarcadores imunofenotipicos no

cancer de pulmao.

Foi estabelecido um mecanismo de estrutura organizada para a coleta, preservacao e
armazenamento de amostras de sangue, tecido pulmonar saudavel, tecido tumoral pulmonar
e linfonodal em pacientes com carcinoma pulmonar de células ndo pequenas. Demonstramos
a viabilidade de amostras de sangue periférico e tecido tumoral criopreservado que nos
permitiu pesquisas como Imunofenotipagem com Citometria de fluxo , obtendo linhagem
celular com a dissociacéo dos tecidos em trés momentos diferentes ( onze meses, trés meses
apos a criopreservacdo das amostras e com amostras a fresco), com diferentes pacientes
(portadores de adenocarcinoma, carcinoma epidermdide e carcinoma indiferenciado) e com
diferentes criopreservantes e meios de cultura (Solucdo Salina NaCl 0,9% / SFB, RNALater
e RPMI 1640).Realizamos um treinamento adequado referente ao uso e desinfeccdo do
material de laboratorio, assim como treinamento para uso de equipos de laboratério e técnicas
laboratoriais em sangue e tumor.. Demonstramos a viabilidade e funcionalidade das amostras
de sangue periférico e tumor de pulmao ao realizar Imunotipagem com Citometria de fluxo
com a presenca ou auséncia dos marcadores imunofenotipicos como
CD3,CD4,CD8,CD19,CD26,CD38,CD39 e CD69 que sdo expressao da presenca ou

auséncia de células do sistema imune: os linfécitos T e B.
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