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INTRODUGAO

O cancer de pulmdo é o maior responsavel por morte em deciarréa neoplasias
malignas no mundo. Cerca de 85% desses casos sdo do tipemaenps células (CPNPC).
Por esse motivo, o desenvolvimento de biomarcadores memstvantajoso para a realizacéo
de diagndstico antecipado, para o progndstico ou para pidgdemacoldgica apropriada. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer e otimizar um n@étmdunohistoquimico semi-
guantitativo (SQ-IHQ) para a quantificagéo de cofilinari leidpsias de tumor e aplica-lo em
uma coorte retrospectiva de 50 pacientes com CPNPC paiaras&l potencial prognéstico.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de tumor foram submetidas a reagdo imuno-histézp utilizando
anticorpo primario policlonal de coelho anti-cofilina-Abcan®). O método SQ-IHQ foi
estabalecido utilizando medidas de densitometria 6pflc@.| (Figura 1) e aplicado a coorte
de CPNPC. Os dados clinicopatolégicos dos pacientes dds geabidpsias originaram
foram analisados e informagdes relevantes referentes atiodp de 5 anos foram extraidas.
Associagdo entre o imunocontetdo de cofilina-1 e o desfeléhico foi observada utilizando
curvas de mortalidade Kaplan-Meier e “long-rank test”.aPavaliar a robustez dos nossos
achados, trés diferentes estratégias de “clustering’nforaalizadas para estratificar os
pacientes em dois grupos de acordo com o nivel de expressBmmarcador (clustering
hierarquicc Kmear e mediar cutoff).

Figura 1. Software de andlise de imagens utilizado para
quantificagdo do imunocontetdo de cofilina-1. As imagens
sdo convertidas em escala de cinza e a intensidade da
imunoreagdo sdo atribuidos valores de D.O..

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados clinicopatolégicos dos pacientes estdo resumidabela 1. Os valores de
D.O. obtidos através do método utilizado evidenciam queotes apresentam maior
conteldo de cofilina-1 que o tecido normal e que pequendacd@s nesses valores de D.O.
estéo associados com diferentes desfechos dos pacieigies (E).

Tabela 1. Dados 1

icos de acordo com o Imunocontetdo de Cofilina-1

Caracteristicas Tmunocontetdo de Cofilina

Median cutoff Kmean Hierarchical
Lower50  Upperso P Low High P Low High P

Coorte, n=50 25 (50%) 25 (50%) 30 (60%) 20 (40%) 35 (70%) 15 (30%)

Tdade, anos 6l4x1l 63619 61811 65.0%10 624%10 633210
Sexo 029 020 0.10
Homens 14(56%) 17 (68%) 17(57%)  14(70%) 20(57%)  11(73%)
Mulheres 11 (44%) 8(32%) 13 (43%) 6 (30%) 15 (43%) 4(27%)

Tipo Histologico 016 010 013
Adenocarcinoma 11 (44%) 19 (76%) 15(50%) 15 (75%) 10 (67%)
Escamoso 12(48%)  3(12%) 13 (44%)  2(10%) 2(13%)
Grande Células 1(4%) 2(8%) 1(3%) 2(10%) 2(13%)
Indeterminado 1(4%) 1(4%) 1(3%) 1(5%) 1(1%)

Estadiamento 0.57 0.64 0.47

(TNM)
1A/IB - IIA/IIB 11(44%)  5(20%) 13(44%) 3 (15%) 14(40%)  2(13%)
MA/IB 8(32%)  3(12%) 10(33%)  1(5%) 10(28%)  1(7%)

v 4(16%)  16(64%) 5(16%) 15 (75%) 8(23%)  12(80%)
Indeterminado 2(8%) 1(4%) 2(1%) 1(5%) 3(9%) 0(0%)
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Figura 2. Coloragdo HE e imunohistoquimica contra cofilina-1 representativos de amostras de CPNPC . As imagens
representam casos de (A) baixo, (B) derado e (C) alto i ido de cofilina-1 (aumento de 200X). (D)
Tecido normal obtido da resseccdo das margens das biéspias representa os niveis basais de cofilina-1 e macréfagos
foram considerados marcagdo positiva (seta) (aumento de 1000X). (E) Valores de D.O. observados pelo método SQ-
IHQ em cada caso.

Nos trés tipos de agrupamento realizados, a anélise devaghreia mostrou que os
pacientes com maior imunocontetdo de cofilina-1 apresantanenor sobrevida (P < 0.05).
Dessa maneira, a correlagéo entre contetdo de cofiinafirevéda indicam que os niveis de
cofilina-1 conseguem discriminar bom e mau prognésticguféis 3 e 4). Nenhuma outra
correlagéo foi encontrada quando as variaveis idade, setip histolégico foram testadas
em associagdo com o desfecho dos pacientes ou com o imueddornte cofilina. Com estes
achados, nés garantimos da propriedade intelectual atdwélepésito de patente no INPI
(P10802917-2 A2), permitindo assim a divulgacdo dos ppiaisi resultados na forma de
publicacGes em revistas cientificas internacionais, esipititando ainda sua potencial
exploragdo para producédo de um método e kit de deteccdo duatmador para uso em
servigcos hospitalares (Figura 5).
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Figura 3. Estratégias de “Clusetring”. (A) Tumores alinhados utilizando clustering hierarquico; Kmean (realizado com
o algoritimo de Hartigan-Wong); e upper50/lower50 median cutoff. (B) Dados originais analisados de acordo com
os agrupamentos.

Z
o

Hierarchical clustering

00y

Kmean clustering Modian cutoff clustering

g g g g
< <= 1IA - IIB = = ]
8 75 W .8 7510 o Aol
= 2 2 2
E (n=18) « « <
2w o 2 2
> H > > >
@ =1 2 o g o
8 25 o ee ! o % 20 2
<) <} o n=15 § (=20 §
A (n=20) n P=001 n P=0017 el |
(] 20 40 60 0 20 40 60 0 2 4 60 0 20 40 60
Tempo (meses) Tempo (imcses) fesipafmeses) Tempo (meses)

Figura 4. Curvas de mortalidade Kaplan-Meier utilizadas para avaliar a performance discriminativa de bom e mau
progndstico dos pacientes com CPNPC. Essas curvas mostram a sobrevida dos pacientes apds cinco anos. A
sobrevida cumulativa também foi observada de acordo com o sistema de estaglamento TNM (A). Pacientes foram
agrupados de acordo com o contetdo de cofiina-1 pelas trés dif gens: arquica, Kmeans e median
cutoff (B).
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Figura 5. Impacto do Biomarcador na midia nacional e internacional. Apés o depdsito no INPI e garantia da
propriedade intelectual, os principais achados foram primeiramente publicados em revistas cientificas
internacionais (ex.: Cancer; Journal of Cancer Research and Clinical Oncology) e amplamente divulgados em
diversos meios de comunicagdo (impressos e em sitios virtuais).

CONCLUSAO

Nosso método mostrou boa sensibilidade/especificidageipdicar o desfecho dos pacientes
de acordo com seu imunocontedo de cofilina. Sua aplicatéonea coorte retrospectiva e

os resultados apresentados sdo um passo importante negwate validacédo da cofilina-1

como um biomarcador prognéstico para CPNPC.
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