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RESUMO

Ferrari MVO. Estudo da expressao imuno-histoquimica de ezrina e moesina e de seu valor
progndstico em metastases de carcinoma de células renais do tipo células claras. [Tese de

doutorado]. Sao Paulo; Fundacdao Antbénio Prudente, 2024

O propdsito deste estudo foi analisar o valor progndstico das expressdes imuno-histoquimicas
das proteinas ezrina e moesina em pacientes com diagndstico de neoplasia de células renais
do tipo células claras metastatico (CCRccm). Foram revisados os dados de prontudrios de 103
pacientes tratados no A.C.Camargo Cancer Center. Todos os pacientes foram tratados na
instituicdo. Os espécimes de metdastase foram examinados por Unica médica patologista do
servigo e selecionados seus locais mais representativos para criagao de lamina de tissue
microarray (TMA). O estudo imuno-histoquimico evidenciou que 61 (61,6%) pacientes nao
apresentaram expressdo de ezrina, ao passo que 38 (38,4%) pacientes demonstraram
expressao do biomarcador. Na analise da moesina, 19 (19%) das pessoas ndo apresentaram
com expressao imuno-histoquimica, e 81 (81%) exibiram expressdo da proteina. A expressao
de ezrina ndo esteve correlacionada a outras variaveis clinico-patoldgicas de interesse. Houve
associacdo entre expressdao de moesina e grau histolégico ISUP (p=0,006). A negatividade na
expressao de ezrina alterou de modo significante a sobrevida global. Na andlise multivariada,
a auséncia de expressao imuno-histoquimica de ezrina foi considerada um fator independente

de progndstico para sobrevida global (HR 2,11 [IC95% 1,11 — 3,96]).

Descritores: Neoplasias renais. Carcinoma de Células Renais. Biomarcadores. Imuno-

histoquimica. Progndstico. Dominios FERM. Metdastase neoplasica.



ABSTRACT

Ferrari MVO. [Prognostic evaluation and immunohistochemical expression analysis of ezrin
and moesin in metastatic clear cell renal cell carcinoma]. [Tese de doutorado]. Sdo Paulo;

Fundacdo Antbnio Prudente, 2024

The aim of the study was to evaluate the prognostic role of immunohistochemical expression
of ezrin and moesin proteins in metastatic clear cell renal cell carcinoma (ccRCCm). The charts
of 103 patients treated on A.C. Camargo Cancer Center were reviewed. All patients were
treated in our institution. A single pathologist reviewed all cases to make a uniform
reclassification and determined the most representative tumor areas for construction of a
tissue microarray (TMA). Of all ccRCCm specimens, 61 (61.6%) had ezrin negative expression
and 38 (38.4%) had positive ezrin expression. For moesin, 19 (19%%) had negative expression
and 81 (81%) had positive expression. The expression of ezrin was not associated with other
clinical or pathological features. There was association between moesin expression and
histological grade tumor (ISUP) (P=0.006). Ezrin expression significantly influenced overall
survival. In multivariate analysis, ezrin negative expression was an independent prognostic

factor for overall survival (HR 2,11 [IC 95% 1.11 — 3.96]).

Key-words: Kidney Neoplasms. Carcinoma, Renal Cell. Biomarkers. Immunohistochemistry.

Prognosis. FERM Domains. Neoplasm Metastasis.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CARCINOMA DE CELULAS RENAIS (CCR)

O carcinoma de células renais representa 2,2% do numero de tumores malignos no
mundo, sendo responsavel por noventa porcento das neoplasias renais. No ano de 2022 foi o
décimo quarto cancer mais incidente globalmente, registrando mais de 434 mil casos novos?.
Este tipo de cancer apresenta maior incidéncia no sexo biolégico masculino com uma razao
de 1,5 : 1, e é majoritariamente diagnosticado apds 60 anos de idade?. O cancer renal
contribuiu para 155 mil mortes no mundo em 2022'. No contexto brasileiro, foram
diagnosticados 4885 novos casos em 2022 segundo a base de dados DATASUS, e 3851
pacientes foram a dbito por neoplasia renal naquele mesmo ano, segundo a mesma base de
dados. Estes numeros evidenciam que, apesar da baixa incidéncia, a letalidade do cancer renal
é significativa.

Os fatores de risco para o CCR, em ordem decrescente de risco adicionado sdo o
tabagismo, a obesidade e a hipertensao arterial sistémica, todos amplamente reconhecidos e
bem estabelecidos3.

Cerca de um terco dos pacientes recebe o diagndstico de cancer renal com base em
sinais e sintomas clinicos. No entanto, a maioria expressiva dos casos de cancer renal é
descoberta incidentalmente, em virtude do aumento na realizacdo de exames subsididrios,
como ecografia abdominal e tomografia computadorizada, inicialmente destinados a outras
investigacdes clinicas ou empregados como parte de procedimentos de rastreamento. Esse
cenario tem contribuido para elevar significativamente a propor¢ao de neoplasias renais
diagnosticadas em estégios iniciais?.

Apesar deste contexto epidemioldgico favoravel, 20% das neoplasias renais se
apresentam com metastase sincronica, e 20% dos pacientes tratados cirurgicamente por
doenca localizada com intencdo curativa, irdo progredir para doenca metastatica®.

O tratamento da neoplasia renal localizada é fundamentalmente operatério. A
nefrectomia radical inclui a remog¢do completa do rim incluindo a fascia de Gerota, sendo
essencial a ligadura precoce de artéria e veia renais, podendo ou ndo incluir a glandula adrenal

ipsilateral e a linfadenectomia para estadiamento®. No cendrio metastatico, a nefrectomia



imediata tem sido preterida para pacientes de progndstico ruim segundo a classificacdao do
International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium (IMDC) ou que ja tem
indicacdo de terapia sistémica (TS), apds dados publicados de ndo-inferioridade da TS sobre a
cirurgia®.

O tratamento adjuvante com terapia sistémica em cancer renal ganhou novo capitulo
apos diversos estudos negativos em sobrevida livre de doenga na ultima década. Ha poucos
anos houve publicagdo de estudo com dados positivos sobre o uso de pembrolizumabe em
pacientes submetidos previamente a nefrectomia sem evidencia de metdstase (ou pds
metastasectomia) vs uso de placebo: houve diminui¢do no risco de recidiva da doenga no
grupo tratamento da ordem de 32% com hazard hatio (HR) 0,68 [0,53 — 0,87] p=0,002’. Mais
recentemente foi publicada a atualizagdo sobre estes dados, evidenciando que a vantagem na
recidiva também se estendeu para o desfecho de sobrevida global®.

O CCR metastatico (CCRm) apresentou historicamente um progndstico seriamente
reservado: os pacientes apresentavam uma sobrevida menor de 5% em 10 anos entre os anos
1990 e 2000°. A terapia alvo molecular, empregando inibidores de tirosina-quinase (TKI)
notadamente contra o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), e também
inibidores do receptor de mamiferos da rapamicina (mTOR), demonstrou impacto positivo na
sobrevida dos pacientes, porém em sua maioria de maneira parcial, com poucos pacientes
exibindo respostas completas®. Ha pouco anos, a introdu¢do de medicamentos inibidores de
checkpoint imunolégico tem revelado resultados mais promissores em termos de sobrevida
nos casos metastaticos. Esquemas de drogas associando um inibidor de checkpoint
imunoldgico com um inibidor de tirosina quinase sdo considerados atualmente tratamentos
de primeira linha para o cancer renal metastatico'l. No cendrio de progndstico favoravel pela
classificagao IMDC temos como opgdes os seguintes esquemas terapéuticos: nivolumabe
(inibidor de PD1) e cabozantinibe (inibidor de tirosina-quinase), pembrolizumabe (inibidor de
PD1) e axitinibe (inibidor tirosina-quinase), pembrolizumabe e lenvatinibe (inibidor tirosina-
quinase). No cenario de progndstico ruim ou intermediario, além dos trés esquemas citados
acima, podemos utilizar também a associacdo de nivolumabe associado ao ipilimumabe
(anticorpo anti-CTLA4). Todos os esquemas acima sdo baseados em estudos randomizados e
controlados de fase 3. 121314,

A vigilancia ativa (VA) para pacientes oligometastaticos é uma op¢do que pode ser

considerada em pacientes selecionados. Uma parte dos pacientes com CCRm apresenta



metdstases indolentes, de crescimento lento, permitindo a aplicagdo de vigilancia ativa em
vez de TS imediata, preservando a qualidade e quantidade de vida. Um estudo prospectivo
observacional de brago uUnico que acompanhou 504 pacientes metastaticos, sendo 143
submetidos a vigilancia ativa mostrou que o seguimento se manteve em 50% destes pacientes
sem terapia sistémica, com mediana de vida global ndao atingida e indices de qualidade de vida
superior ao de pacientes que iniciaram TS imediata®®. Os resultados sugerem que a VA é uma
opgao justificdvel em pacientes cuidadosamente selecionados, indicando a necessidade de
estudos adicionais para definir melhor essa populagdo, enfatizando a importancia da
abordagem individualizada no tratamento do CCRm.

Os fatores progndsticos classicamente considerados para neoplasia renal sdo o estadio
clinico, o grau histolégico de malignidade, o envolvimento linfonodal e a presenga de
metastases a distancial®.

O sistema progndstico mais amplamente utilizado no CCR é o Tumor-Node-Metastasis
(TNM). Estd em sua oitava edigdo pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) e constitui
importante ferramenta para estratificacdo dos pacientes. Baseia-se na avaliacdo de
caracteristicas tumorais anatémicas como tamanho do tumor e invasdo de estruturas hilares
e peri-renais, bem como invasao vascular macroscépica, disseminagdao linfonodal e
metastases a distancia !’.

A classificagdo IMDC e a classificagdo MSKCC (Memorial Sloan Kettering Cancer Center)
sao os sistemas mais utilizados para avaliar especificamente o progndstico de pacientes com
cancer renal metastatico na pratica clinica e no cenario de pesquisa clinica. O IMDC categoriza
0s pacientes em progndstico bom, intermediario ou ruim, com base em seis fatores de risco:
tempo desde o diagndstico até o tratamento sistémico, anemia, neutrofilia, plaguetose,
hipercalcemia e status performance do paciente, sendo bom progndstico zero pontos,
intermedidrio 1-2 pontos e progndstico ruim com 3 pontos ou mais®. A classificacdo do
MSKCC compartilha muitos elementos com o IMDC e leva os seguintes critérios para
classificagdao: tempo desde o diagndstico até o tratamento sistémico, anemia, DHL elevado,
hipercalcemia e status performance do paciente; a pontuagdo para progndstico é a mesma do
IMDC®.

Apesar de existirem fatores progndsticos definidos para o cancer renal, é notavel que
pacientes com tumores que compartilham caracteristicas similares possam ter resultados

bastante diversos. Essa discrepancia pode ser explicada por fatores bioldgicos e genéticos®.



Portanto, a andlise de biomarcadores se torna crucial nesse contexto, pois pode prever
desfechos clinicos e orientar a selegdo das terapias sistémicas mais adequadas para cada
paciente.

Entre as principais mutagdes genéticas identificadas no CCR de células claras, a
mutacdo do gene supressor de tumor Von Hippel-Lindau (VHL), localizado no braco curto do
cromossomo 3, foi a primeira a ser investigada. A perda de funcdo desse gene resulta em um
aumento nos fatores induzidos pela hipdxia (HIF-1a e HIF-2a), que regulam processos celulares
como apoptose, proliferagao celular e angiogénese, principalmente através do aumento do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)?°. Essa alteracdo genética estd associada a
doenga de von Hippel-Lindau e também é encontrada na maioria dos tumores renais
esporadicos. Os estudos nessa area foram fundamentais para o desenvolvimento de terapias-
alvo moleculares, como os inibidores de tirosina quinase?®L.

De modo diferente da agao do gene VHL, os demais genes mais comumente mutados
no CCRcc: PBMR1, BAP1 e SETD2 desempenham papéis na remodelagao da cromatina e na
metilacdo das histonas 2223, Um estudo publicado em 2017 avaliou 341 genes em 220
amostras tumorais de pacientes com CCRcc metastatico tratados com terapia
antiangiogénica. Descobriu-se que 73% dos tumores apresentavam até 10 mutagdes
genéticas, sendo as mais comuns VHL, PBRM1, SETD2, BAP1, KDM5C e PTEN, estes cinco
ultimos envolvidos na biologia da cromatina e das histonas. A presenga de mutagao em BAP1,
guando os pacientes foram tratados com everolimus seguido de sunitinibe, resultou em
menor sobrevida global (9,8 meses) em comparacdo com pacientes com mutacdo em PBRM1
(43,5 meses) ou com tumores de tipo selvagem (18,1 meses). No entanto, quando a ordem da
terapia foi invertida (sunitinibe seguido por everolimus), a sobrevida foi semelhante entre os
grupos (BAP1, 29,9 meses; PBRM1, 33,2 meses e selvagem, 33,1 meses)?4. Este estudo sugere
gue a andlise de biomarcadores pode influenciar na escolha da terapia sistémica, visando uma
maior sobrevida.

Um dos estudos do nosso grupo observou expressdes imuno-histoquimicas das
proteinas e analise RT-PCR dos genes BAP1 e PBRM1 em 441 amostras de tumores localizados
e revelou que a perda de expressdao desses marcadores se correlacionou com piores desfechos
em sobrevidas global e cancer especifica?®. Porém, em estudos recentes sobre carcinoma de
células renais (CCR), alguns destes marcadores moleculares falharam em demonstrar um

impacto progndstico significativo. Um exemplo notdvel é justamente a proteina PBRM1, que,



embora seja frequentemente mutada no CCR, ndo conseguiu se consolidar como um preditor
de desfechos clinicos consistentes em alguns estudos retrospectivos. Apesar de sua perda
estar associada a caracteristicas patoldgicas adversas, sua correlagdo com a sobrevida global
ou livre de progressao nao foi suficientemente robusta em coortes publicadas mais
recentemente. Da mesma forma, o marcador anidrase carbbénica 9 (CA-IX), embora
relacionado a resposta ao tratamento e a biologia do tumor, apresentou resultados
inconsistentes como fator progndstico em estudos que o investigaram no CCR localizado?®.
Outro biomarcador que mostrou resultados limitados em termos de progndstico no
cancer renal é o PD-L1. Apesar de ser amplamente estudado devido ao seu papel no
microambiente imunoldgico e na resposta as imunoterapias, a expressao de PD-L1, quando
avaliada isoladamente, falhou em demonstrar uma associacdo solida com a sobrevida dos
pacientes em muitos estudos. Isso sugere que sua utilidade clinica pode estar mais ligada a
predicdo de resposta a terapias imunolégicas do que como um marcador progndstico
independente. A combinagao de multiplos marcadores, ao invés de um Unico biomarcador,

tem sido sugerida como uma abordagem mais eficaz para avaliar o progndstico no CCR?726,



1.2 OS MARCADORES

1.2.1 Ezrina e Moesina

Ezrina e moesina sdo membros da familia de proteinas ERM (ezrina-radixina-moesina),
reconhecidas por sua fungdo na ligagao entre o citoesqueleto de actina e a membrana
celular®®. Sua presenca estd associada a uma variedade de processos celulares, incluindo
adesdo, mobilidade, polaridade e sobrevivéncia celular. Essas caracteristicas podem promover
a invasao local e a formagao de metastases em tecidos cancerosos.

A ezrina é uma proteina produto do gene EZR, localizado no brago longo do
cromossomo 6. Com cerca de 80 kDa, foi inicialmente identificada em células formadoras de
microvilosidades intestinais na borda em escova, além de ser encontrada em microvilosidades
placentdrias. Estudos relacionaram a hiperexpressao de ezrina a pior progndstico em
neoplasias no trato gastrointestinal (como estémago, pancreas e célon)?® e também de
mama3.

Moesina é uma proteina codificada pelo gene MSN situado no cromossomo X, também
apresenta aproximadamente 80 kDa e foi investigada primeiramente como uma proteina que
se liga a heparina em célula muscular lisa 31. Expressdo de moesina é abundante no tecido
pulmonar e esplénico e difere das outras proteinas do complexo ERM principalmente por nao
apresentar um trecho de poliprolina na regido do dominio o helicoidal 32. Sua expressdo
também é frequente em tecidos com microvilosidades, a semelhanca com a expressdo de
ezrina.

Radixina foi previamente identificada em hepatdcitos na regido da jungao célula-
célula. Outros estudos sugerem que sua concentracdo principal ocorre nas células das
microvilosidades dos canaliculos biliares, enquanto sua expressdao em outros tecidos parece
ser limitada?.

As proteinas pertencentes ao complexo ERM apresentam duas extremidades distintas:
uma carboxi-terminal e uma amino-terminal, unidas por uma estrutura central em forma de
alfa hélice. O dominio carboxi-terminal demonstra uma afinidade significativa com os
filamentos de actina quando testado in vitro, enquanto o dominio amino-terminal se conecta
a membrana celular por meio da porgdo citoplasmatica de proteinas transmembrana, como
CD44 e CD43%. Essa organizacdo permite que as proteinas do complexo ERM induzam ou

estabilizem protrusdes na superficie celular em resposta a estimulos provenientes do



ambiente extracelular33. Tanto a ezrina quanto a moesina podem existir em estado ativado ou
inativo dentro da célula, e sua atividade é regulada por meio de processos de fosforilacdo e
interacdo com fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [Ptdins(4,5)P2]. A figura abaixo exemplifica tais

processos.

Ptdins(4,5)P, + (%
Klnase

e

Phosphatase \‘ i ) @

7T\

Fonte: Adaptado de CLUCAS e VALDERRAMA (2015)

Legenda: Extremidade amino-terminal (azul). Extremidade carboxi-terminal (verde). Centro alfa-helicoidal
(laranja)

Figura 1. Estrutura das proteinas do complexo ERM em suas formas ativa (esquerda) e inativas

(a direita) em mondmeros ou dimeros.

As proteinas do complexo ERM, juntamente com os receptores na membrana
plasmatica, desempenham um papel essencial na sinalizacdo celular. Especificamente, sua
interacdo com CD44, receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e receptor do fator
de crescimento de hepatdcitos (HGFR), estdo intimamente ligados ao processo de migracao
celular, com implicagdes significativas na invasao de células neopldsicas e na formagao de
metastases?®

Estudos sobre as proteinas quinases envolvidas na ativagdo do complexo ERM
revelaram que, em estudos in vitro, elas desempenham um papel na regulacdo da ezrina e
moesina, incluindo a Rho-quinase (ROCK) 3% a proteina quinase Ca (PKCa)*. No entanto,
estudos mais pertinentes realizados in vivo indicam que essas quinases ndo sdao fundamentais

para a fosforilacdo, destacando ndo apenas a importancia da concentracdo celular de uma



quinase especifica, mas também sua expressao temporal e espacial em diferentes células,
orgdos e tecidos?®.

Ezrina e moesina sdo consideradas também proteinas de suporte (scaffold molecules)
na ativagdo da superfamilia Ras de pequenas GTPases, incluindo os subgrupos Ras e Rho,
através da interagdo com inibidores dissociados de guanina (GDIs) e fatores trocadores de
guanina (GEFs)%. E sabido que mutagdes oncogénicas no Ras, bem como nos receptores
tirosina-quinase EGFR e HGFR, podem desempenhar um papel na formacdo tumoral®’.
Estudos indicam uma correlagdo entre a alta expressdao de ezrina e um progndstico
desfavoravel em vdrias neoplasias, como aquelas com sitios primarios em mama, prostata e
pulmao. Alteragdes na expressao das proteinas do complexo ERM podem afetar sua interagao
com receptores de membrana celular, levando a modificagdes nas vias de sinalizagao celular
e potencialmente contribuindo para a tumorigénese®’.

A investigacdo da expressao de ezrina e moesina também se estendeu para tumores
de orofaringe. Um estudo anterior conduzido sobre carcinoma epidérmoide (CEC) de laringe
investigou a presencga de ezrina e moesina por meio de ensaios imuno-histoquimicos e de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR), comparando os tecidos do tumor
primario, das metdstases linfonodais e do tecido normal do préprio paciente. Foi observada
uma maior expressao dessas proteinas, em ordem decrescente, nos linfonodos metastaticos,
no tumor primario e no tecido normal. Essa expressao se mostrou como um fator progndstico
para um estagio clinico mais desfavoravel e a presenga de metastases, resultando também
em piores indices de sobrevida global, especialmente em pacientes cujos tecidos neoplasicos
demonstravam uma expressdo intensa de ezrina e moesina®®

Em neoplasias renais, a ezrina pode servir como um marcador diagndstico util na
diferenciagdo entre os diferentes subtipos de carcinoma de células renais. Foi observado que
a expressao de ezrina foi predominantemente positiva nos subtipos de células claras e
papilifero, enquanto foi negativa no subtipo croméfobo®®.

Publicagdo relevante sobre a avaliagdo da expressdao de micro-RNA (miR-96) e ezrina
foi conduzido, empregando qRT-PCR e Western-blotting, respectivamente, para quantifica-los
em uma amostra de 63 pacientes com CCR submetidos a nefrectomia. Os resultados
revelaram uma expressao mais elevada de ezrina nos pacientes com doenga metastatica em

comparac¢do com os pacientes em remissdo da doenca (p<0,05)*°



Um estudo do mesmo ano analisou a expressao imuno-histoquimica de ezrina,
anidrase carbénica IX e neuropilina-2 em tecidos de nefrectomias de pacientes com cancer
renal metastatico, de varias histologias e risco intermediario, que nao responderam ao
tratamento sistémico primario com interferon alfa e posteriormente receberam algum
inibidor de tirosina quinase (sunitinibe, sorafenibe, pazopanibe) em segunda linha. Os
resultados revelaram que, entre os tumores dos 45 pacientes analisados, aqueles com
expressdao aumentada de ezrina apresentaram pior sobrevida livre de progressao (sobrevida
média de 3 meses vs 7 meses, p=0,01) e pior sobrevida global (sobrevida média de 13 meses
vs 26 meses, p=0,009)**,

Nosso grupo publicou em 2019 estudo que analisou a expressao imuno-histoquimica
de ezrina e moesina em 575 casos de carcinoma de células renais claras (ccRCC) tratados
cirurgicamente. A expressao de ezrina foi associada a fatores progndsticos, como
estadiamento clinico, metastases sincronas e grau histologico ISUP. Pacientes sem expressao
imuno-histoquimica de ezrina apresentaram piores taxas de sobrevida global em 10 anos em
relacdo aos pacientes positivos para este marcador: 86% para os pacientes que demonstraram
expressao positiva de ezrina e 68% para os pacientes negativos para o referido marcador (p =
0,001). Na andlise multivariada, a auséncia de ezrina foi identificada como fator progndstico
independente (HR 1,89; IC 95% 1,11-3,20).

Mais recentemente conhecemos os dados do primeiro e Unico estudo publicado até o
momento que avaliou a expressdo de ezrina no tecido metastdtico de uma populacao
recebendo sunitinibe em primeira linha. A hiperexpressao de ezrina nos espécimes de
metdstases dos pacientes que progrediram nos primeiros 3 meses foi maior do que nos
pacientes que progrediram apés 3 meses (P = 0,003). A mediana de sobrevida global foi mais
longa em pacientes com baixos niveis de expressdo de ezrina (27 meses) em comparag¢do com
pacientes com altos niveis de express3o de ezrina (12 meses) (P = 0,001)*2, sugerindo o papel

de biomarcador progndstico para a ezrina.
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2 OBIJETIVOS

2.1  OBIJETIVO GERAL

Analisar as expressdes imuno-histoquimicas das proteinas ezrina e moesina no tecido
metastdtico de pacientes portadores de CCR do tipo células claras e associa-las a fatores
progndsticos para sobrevida

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Analisar o impacto das suas expressées na taxa de sobrevida global (SG)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PACIENTES

Os dados foram coletados de prontuarios de pacientes com neoplasia de células renais
do subtipo células claras, tratados nos Departamentos de Urologia e Oncologia Clinica do
A.C.Camargo Cancer Center entre 2003 e 2020, com seguimento minimo de trés meses.

A coleta das informagdes a cerca do quadro clinico e epidemiolégico de todos os
pacientes foi feita através do prontuario eletronico (Tasy®) e tabulados no RedCap.

As variaveis coletadas foram: idade, sexo, performance status, tempo de evolucao, se
foi submetido ou ndo a nefrectomia, topografia das lesdes metastaticas, data do diagndstico
oncoldgico, data de detec¢ao da primeira metdstase, associacdo de outros subtipos
histolégico pelo Consenso de 201243, grau histoldgico definido pela Sociedade Internacional
de Uro-patologia, tipo de tratamento sistémico das metdstases em primeira e segunda linhas
de tratamento, status de metastasectomia e situagao clinica ao final do estudo.

Nosso estudo é parte do projeto tematico INCITO-INOTE que avalia o impacto
prognostico de uma série de marcadores moleculares em cancer renal, os quais foram
previamente submetidos e aprovados pelo Comité de Ensino e Pesquisa (CEP) desta
instituicdo. O referido instituto também subsidiou nosso projeto. Os marcadores selecionados
para este estudo especifico fazem parte daquele conjunto de marcadores ja aprovados para
estudo, e estao disponiveis no Departamento de Anatomia Patoldgica.

A coorte do projeto tematico é internacional, incluindo dados de prontudrios do
A.C.Camargo Cancer Center, da Santa Casa de Presidente Prudente — SP, e de instituicdes
estrangeiras do Uruguai (Hospital Pasteur) e dos Estados Unidos (Lee Moffitt Cancer Center),
enquanto a coorte deste estudo derivado exclusivo para ezrina e moesina no contexto
metastdtico abrange apenas os pacientes tratados nos Departamentos de Urologia e

Oncologia Clinica do A.C.Camargo Cancer Center
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3.2 CONSTRUGAO MICROARRANJO TECIDUAL (TMA)

Os microarranjos teciduais (TMA) deste estudo foram montados no Departamento de
Anatomia Patoldgica da mesma instituicdo e as reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas
no mesmo local, pela mesma equipe de patologistas.

Apos revisao das laminas pelo Departamento de Anatomia Patoldgica, foram
selecionadas duas areas mais representativa da metdstase para elaboragdao do TMA. Os
respectivos blocos de parafina contendo o tecido metastatico foram resgatados e obtidos
entdo cilindros de material de 1,0 mm de diametro cada, correspondente a area selecionada
para elaboracdo do TMA, conforme padronizacdo de KONONEN et al. (1998). Assim, cada
cilindro retirado do bloco doador foi introduzido em um novo bloco de parafina (receptor) em
duplicata para cada caso. As dreas tumorais selecionadas foram retiradas do bloco doador e
adicionadas ao bloco receptor com auxilio do Manual Tissue Arrayer 1 (Beecher Instruments
Micro-array technology, Silver Spring, USA). Os cortes seriados do bloco de TMA foram
depositados em |aminas silanizadas (Starfrost’) recobertas com adesivo e submetidas a
fixacdo por UV (Instrumedics Inc’, Hackensack, NJ). Posteriormente, as laminas passaram por
um banho de parafina e foram armazenadas a - 20°C no freezer para posteriormente serem

utilizadas para o estudo imuno-histoquimico (IHQ).

3.3  IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

Para anadlise IHQ foram realizados cortes convencionais seccionados no micréotomo
(Leica, RM2255), na espessura de quatro micrometros, postos em laminas com carga elétrica
(StarFrost) e mantidas em estufa a 60°C overnight. As laminas foram posteriormente
incubadas com os anticorpos Ezrina e Moesina, através dos kits de deteccdo Ultraview (cat.
760-500, Ventana Medical Systems) ou OptiView DAB IHC Detection Kit (cat. 760-700, Ventana
Medical Systems). As reacbes foram realizadas no sistema automatizado Ventana BenchMark
XT (Ventana Medical Systems) seguindo as instru¢cbes do fabricante. Brevemente,
desparafinizadas utilizando a solucdo EZprep (cat. 950-102, Ventana Medical Systems, Inc.,
Tucson, AZ, USA). A recuperacdo antigénica foi feita com os reagentes cell conditioning 1 (cat.
950-224,Ventana Medical Systems, Inc.) ou cell conditioning 2 (cat. 950-223,Ventana Medical

Systems, Inc.) a 95°C. A especificacdo do kit de deteccdo, a recuperacdo e a diluicdo de
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cada anticorpo estdo descritas na tabela abaixo. Apds o ensaio de imuno-histoquimica, as
[aminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas em dlcool, xilol e montadas com meio

de montagem Entellan (cat. 107961, Merck).

Tabela 1. Relacdo dos anticorpos utilizados na reacao imuno-histoquimica de ezrina e moesina

Kit de Tempo de Recuperagao
Anticorpo Fabricante  Concentragao
detec¢do incubagdo antigénica
Moesina  Neomarkers 1:200 OptiView 32 min 32 min de CC1
Ezrina Epitomics 1:100 Ultraview 32 min 30 min de CC1

Fonte: autoria prdpria

Para a analise das laminas de imuno-histoquimica, a marcagdo IHQ foi analisada
manualmente por experiente patologista do nosso grupo (SMB). Foram consideradas as
marcacOes exclusivamente na membrana celular e no citoplasma. Os grupos foram divididos
entre pacientes com expressao inequivoca do marcador em ao menos uma amostra e os
pacientes que ndo apresentam nenhuma expressao do marcador. Optamos pela
dicotomizacdo da expressao dos marcadores dada a escassa literatura disponivel a cerca do
melhor método para categorizar grupos de expressao imuno-histoquimica em CCRcc
metastatico. Foram excluidos os casos com presenca menor que 25% de células no cilindro de

TMA.

3.4  ESTATISTICA

Analises estatisticas foram realizadas através do software SPSS versao 23, da IBM. Para
verificar a associagdo entre a expressao dos marcadores estudados e as varidveis clinicas e
patoldgicas foi utilizado o teste de qui-quadrado de Pearson. O teste exato de Fisher foi
realizado quando a frequéncia esperada em alguma das caselas da tabela for menor que 5. O
nivel de significancia estatistica utilizado (p) foi de 5%.

O tempo de sobrevida global foi considerado pelo intervalo de tempo entre o
diagnodstico da primeira metdstase até a ultima consulta de acompanhamento ou data do
Obito; e sua andlise foi realizada través do método de Kaplan-Meier. Para comparagao das
curvas de sobrevida para uma determinada varidvel, utilizamos o teste de log-rank, com nivel

de significancia estatistica (p) também de 5%.
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Na analise multivariada, foi utilizado a regressdao de Cox, para determinar quais

variaveis influenciaram a sobrevida de maneira independente.

3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Critérios de Inclusao
e CCR subtipo células claras comprovado histologicamente em maior parte da
amostra;
e Evidéncia radioldgica da presenca de metastase;
e Material histopatoldgico proveniente da metdstase em boas condigdes para
realizagao de imuno-histoquimica;
e Auséncia de comorbidades que reduzam a expectativa de vida a menos de

seis meses.

Critérios de Exclusao

° Pacientes tratados em outros servicos;
° Prontudrios com dados incompletos ou faltantes;
. Pacientes com tempo de seguimento inferior a trés meses ou que

tenham abandonado o seguimento por um periodo superior ao dobro daquele
solicitado para seu retorno, desde que nao se consiga informagdes ao seu respeito

através de contato telefonico ou por escrito.
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4 RESULTADOS

O total de pacientes com diagndstico de carcinoma de células renais do subtipo células
claras metastatico tratados na instituicao no periodo estudado foi de 141 pacientes. Trinta e
oito pacientes foram excluidos do estudo devido ao respectivo material arquivado em
parafina estar em mas condigdes para a elaboragdo de novos cortes para imuno-histoquimica.
Portanto, 103 pacientes foram incluidos neste estudo. Destes, 77 pacientes sdo do sexo
masculino e a mediana de idade dos pacientes incluidos no estudo foi de 57 anos.

Em relagdao a fonte pagadora do tratamento, 49 pacientes dispunham apenas do
sistema Unico de saude, 52 pacientes contavam com cobertura do sistema de saude
suplementar (planos de saude) e 2 pacientes foram totalmente particulares.

O ano do diagndstico de cancer metastatico variou de 2003 até 2020 entre os pacientes
incluidos no estudo. Mais de metade (52 pacientes) recebeu o tratamento sistémico entre
2013 e 2018.

Quase a totalidade dos pacientes havia sido submetido a nefrectomia (95 pacientes)
previamente ao tratamento sistémico. A minoria dos casos foi de metastase sincrénica: 35
pacientes, enquanto 68 pacientes se apresentaram com metastase metacronica.

Do total de pacientes, 72 apresentaram metastase pulmonar, 54 apresentaram
metdstase Ossea, 21 apresentaram metdstase hepdtica, 23 apresentaram metastase no
sistema nervoso central, 20 apresentaram metdstases para tecidos de partes moles. Também
observamos pacientes com metastases em sitios pouco frequentes como pancreas (5), pele
(3), mediastino (2), gengiva (2), baco (1), lingua (1), olho (1), tireoide (1).

Muitos pacientes apresentavam mais de um o6rgao afetado por metdstase, 68
pacientes foram acometidos com até 2 sitios diferentes de metdastases, como pormenorizado

na tabela 2 a seguir.
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Tabela 2. Frequéncia de metastase por numero de sitios acometidos.

Numero de 6rgaos Frequéncia

acometidos (n)
1 41
2 27
3 28
4 5
5 2

Fonte: autoria prdpria

A anadlise histopatoldgica dos espécimes obtidos de metastase foram todos de
carcinoma de células renais do subtipo células clara, como inicialmente proposto no projeto
de pesquisa, e o grau histolégico foi avaliado como Furhman ou ISUP de acordo com o ano do
diagnéstico. A partir da nova proposta de graduacao histoldgica de 2012, passou-se a utilizar
progressivamente o grau de ISUP. Totalizou-se 11 pacientes em grau 1; 31 pacientes em grau
2; 23 pacientes em grau 3 e 21 pacientes em grau 4. Dada a dificuldade técnica em resgate
das laminas de hematoxilina e eosina para revisdo central, optamos por manter no banco de
dados o grau histoldgico identificado na ocasido do tratamento e seguimento clinicos.

A seguir a tabela 3 resume as principais varidveis clinico-patolégicas relacionadas a

expressao dos biomarcadores estudados.
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Tabela 3. Analise de referéncia cruzada entre as principais varidveis clinico-patoldgicas e a expressao

imuno-histoquimica de ezrina e moesina.

Variavel Ezrina negativa Ezrina positiva p Moesina negativa Moesina positiva p
n (%) n (%) n (%) n (%)

Sexo

Masculino 45 (73,8) 29 (74,4) 16 (84,2) 58 (71,6)

Feminino 16 (26,2) 10 (25,6) 0,94 3 (15,8) 23 (28,4) 0,26

Metastase sincronica

Sim 21 (34,4) 13(33,3) 11 (57,9) 24 (29,6)

N3o 40 (65,6) 26 (66,7) 0,91 8(42,1) 57 (70,4) 0,2

ISUP/ Fuhrman

le2 13 (32,5) 6 (28,6) 0(0) 20 (40)

3e4 27 (67,5) 15(71,4) 0,75 12 (100) 30 (60) 0,006

Metastase Pulmonar

Sim 43 (72,9) 26 (70,3) 12 (66,7) 57 (73,1)

N3o 16 (27,1) 11 (29,7) 0,78 6 (33,3) 21 (26,9) 0,58

Metastase Hepatica

Sim 14 (24,1) 6 (15,4) 2(11,1) 18 (22,8)

N3o 44 (75,9) 33 (84,6) 0,29 16 (88,9) 61(77,2) 0,26

Metastase Ossea

Sim 30 (51,7) 23 (60,5) 9(52,9) 44 (55,7)

N3o 28 (48,3) 15 (39,5) 0,39 8(47,1) 35 (44,3) 0,83

Metastase SNC

Sim 11 (18,3) 10 (26,3) 2(11,1) 20 (25)

N3o 49 (81,7) 28 (73,7) 0,34 16 (88,9) 60 (75) 0,2

Metastase

Linfonodal

Sim 24 (40) 12 (30,8) 8 (44) 28 (34,6)

N3o 36 (60) 27 (69,2) 0,35 10 (55,6) 53 (65,4) 0,43

Metastase Partes

moles

Sim 8(13,6) 4(10) 1(5) 11 (14)

N3o 51 (86,4) 35(90) 0,63 17 (95) 69 (86) 0,07

Fonte: autoria prépria
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Em relacdo ao tratamento sistémico, a média de tempo dos pacientes em primeira
linha de tratamento foi de 14 meses. Em relacdo ao esquema de drogas escolhido, 55
pacientes receberam sunitinibe em primeira linha, 21 pazopanibe, 3 sorafenibe e 4 uma
associagao de ipilimumabe e nivolumabe.

Dos que receberam tratamento sistémico, 64 apresentaram progressao da doenca na
primeira linha de tratamento, 10 se mantiveram estaveis em seu volume de doenca, 3
pacientes apresentaram resposta parcial e apenas 1 resposta completa ao tratamento, o qual
também evoluiu com toxicidade, sendo suspenso seu tratamento.

Até o presente momento, 7 pacientes nao haviam recebido nenhum tratamento
sistémico, todos estes submetidos a metastasectomia completa. Outros 80 pacientes foram
submetidos também ao procedimento de metastasectomia em algum momento de seu
tratamento.

Trinta e cinco pacientes receberam uma segunda linha de tratamento sistémico, as
drogas mais frequentemente indicadas para este novo regime foram nivolumabe (18
pacientes), everolimus (7 pacientes), sunitinibe (4 pacientes), sorafenibe (3 pacientes),
pazopanibe (1 paciente), axitinibe (1 paciente) e cabozantinibe (1 paciente).

Ao final do estudo, 54 pacientes foram a ébito (52,4%), 41 (39,8%) permaneceram
vivos com evidéncia de doenga e apenas 8 (7,8%) continuaram sem evidéncia de doenga
oncoldgica. A média de seguimento dos pacientes foi de 57 meses. O tempo de seguimento
minimo foi de 3 meses.

A analise dos marcadores estudados, como na figura 2, revelou que 61 pacientes nao
expressaram ezrina em nenhuma das duas amostras, enquanto 38 apresentaram alguma
expressao deste marcador na leitura imuno-histoquimica.

Para moesina, a expressao foi diametralmente oposta, enquanto apenas 19 pacientes
ndo expressaram moesina em nenhuma das duas amostras, 81 apresentaram algum grau de

expressao do marcador, como na figura 3.
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ezrina e moesina em carcinoma de células renais subtipo células claras metastatico. A.
Expressao negativa de ezrina. B. Expressao positiva de ezrina. C. Expressao negativa de
moesina. D. Expressao positiva de moesina.

Fonte: autoria prépria

Expressao imunoistoquimica de Ezrina Expressdo imunoistoquimica de Moesina

M Negativo M Negativo
@ positivo @ positivo

Figura 3. Expressao imuno-histoquimica de ezrina e moesina na populacao do estudo

Fonte: autoria prépria
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Ezrina se mostrou como marcador progndstico na analise univariada de sobrevida
global. Os pacientes que ndo apresentaram expressdo de ezrina evoluiram com menor tempo
de sobrevida. A mediana de sobrevida no grupo sem expressao do marcador foi de 47 meses,
e 83 meses para o grupo com expressao de ezrina. A seguir a andlise pelo método de Kaplan-

Meier evidencia graficamente os achados, o teste de log rank resultou em p = 0,039.

Sobrevida global

Expressao
imunoistoquimica
de Ezrina

~1Negativo
—I1Positivo
—+—Negativo-censurado
h +— Positivo-censurado

1,07

0,84

0,64

0,44

Sobrevivéncia cumulativa

0,27

0,07

T T
0 50 100 150 200
Meses

p = 0,039

Figura 4. Grafico da analise do método de Kaplan-Meier associando a expressao
imuno-histoquimica de ezrina e sobrevida global.

Fonte: autoria prépria
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Ja a andlise da expressdao de moesina na sobrevida global evidenciou sobreposigao de
curvas de sobrevida global, teste de log rank p = 0,28, portanto n3o evidenciando diferenca
de progndstico entre os pacientes negativos e positivos para o referido marcador. A mediana
de sobrevida no grupo sem expressao do marcador foi de 59 meses, e 54 meses para o grupo

com expressao de ezrina.

Sobrevida Global

Expressao
imunoistoquimica
de Moesina

~IINegativo

—I"1Positivo

—t+— Negativo-censurado
+— Positivo-censurado

1,01

0,4

Sobrevivéncia cumulativa

0,2

0,07

T T T
0 50 100 150 200
Meses

p=0,28

Figura 5. Grafico da analise do método de Kaplan-Meier associando a expressao

imuno-histoquimica de moesina e sobrevida global.

Fonte: autoria prépria
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Analise multivariada

Para a andlise multivariada, foi realizada a regressao de Cox comparando a razao de
risco de varidveis que obtiveram na analise univariada de sobrevida global um p <0,30. Foram
incluidas no modelo a presenca ou ndo de metdstases em sistema nervoso central (p=0,15),
metdstases linfonodais (p=0,09), status de ter realizado ou ndo metastasectomia (p<0,001),
expressao imuno-histoquimica de ezrina negativo vs positivo (p=0,03) e expressdo imuno-

histoquimica de moesina negativo vs positivo (p=0,28). Os resultados seguem na Tabela 4:

Tabela 4. Andlise multivariada em sobrevida global

Univariada Multivariada
Variavel Valor p HR 95% CI Valor p
Metastase linfonodal 0,09 1,44 0,777 - 2,688 0,24
Metastase sistema nervoso central 0,15 1,24 0,595 - 2,585 0,56
Status metastasectomia (ndo fez vs fez) <0,001 3,51 1,762 - 6,989 <0,001
Ezrina (negativo vs positivo) 0,039 2,11 1,117 - 3,969 0,021
Moesina (negativo vs positivo) 0,28 1,11 0,498 - 2,451 0,806

Fonte: autoria prépria

Os dados obtidos nesta andlise demonstram que a expressdao de ezrina no tecido
metastdtico é um fator independente para progndstico no cancer renal metastatico. A
auséncia de expressao de ezrina implicou em um risco de morte 2,11 vezes maior em relagao

aos pacientes que expressaram o marcador.
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5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O carcinoma de células renais do subtipo células claras € uma neoplasia maligna
complexa, cuja gestdao e progndstico tém sido amplamente estudados. A identificagao de
marcadores progndsticos especificos podera fornecer informagdes valiosas sobre a
progressao da doenga e auxiliar na personalizagdo do tratamento. Este estudo focou na
avaliagdo do impacto progndstico da expressao de ezrina e moesina em pacientes com
carcinoma de células renais do subtipo células claras metastatico. Nossos resultados indicam
gue a auséncia de expressao de ezrina é um fator progndstico independente para sobrevida
global, enquanto a expressao de moesina nao mostrou uma associagao clara com a sobrevida
global.

Os microarranjos teciduais (TMA) utilizados neste trabalho foram confeccionados no
Departamento de Anatomia Patoldgica de nossa instituicdo, bem como as reagdes imuno-
histoquimicas foram realizadas pela mesma equipe. A expressao imuno-histoquimica dos
marcadores foi analisada manualmente por patologista experiente, sendo os pacientes
divididos entre aqueles que apresentaram expressao evidente do marcador e os sem
expressao detectdvel.

A imuno-histoquimica é uma técnica importante na identificagcdao e classificagao da
expressao de marcadores em células especificas dentro de uma populagdo celular
heterogénea. Utilizando-a em associagdo com a técnica de microarranjo tecidual (TMA) pode-
se aprimorar o processo da pesquisa clinica, especialmente por permitir a avaliagao
simultanea de multiplas amostras teciduais em um Unico experimento, assim otimizando o
uso de recursos laboratoriais e reduzindo o tempo necessario para as analises, aumentando a
reprodutibilidade e a consisténcia dos resultados.

Além disso, o TMA possibilita a padronizagao da analise de biomarcadores em grandes
coortes de pacientes, permitindo a identificacdo de padrdes de expressdo proteica
relacionados a progndstico, resposta ao tratamento e desenvolvimento de novas terapias
personalizadas. Deste modo, o TMA torna-se uma ferramenta essencial para avangar a
pesquisa translacional e o desenvolvimento de estratégias clinicas mais precisas.

Neste estudo optamos pela dicotomizagao dos pacientes em relagao a expressao
imuno-histoquimica nos seguintes grupos: auséncia de expressdao do marcador (“negativos”)

e presencga de expressdao do marcador (“positivos”). Esta escolha foi feita para simplificar a
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analise histopatoldgica e facilitar sua interpretagcdo, de modo semelhante aos artigos
anteriormente publicados pelo nosso grupo analisando biomarcadores em cancer renal**%°.

A evidéncia disponivel sugere que sistemas dicotdmicos podem ser mais praticos e
podem também se correlacionar melhor com certos parametros clinicos em comparacao com
sistemas de pontuagao mais complexos. Como exemplo, em guideline publicado sobre o
manejo do carcinoma anaplasico da tireoide, a imuno-histoquimica é usada para distinguir
entre diferentes tipos de cancer de tireoide com base na presenca ou auséncia de marcadores
especificos, como pan-citoqueratinas e Ki-67%¢. A menor variabilidade interobservador
também é uma das vantagens do sistema dicotémico®’.

Nossa analise revelou que pacientes sem expressao imuno-histoquimica de ezrina na
metastase apresentaram uma mediana de sobrevida global de 47 meses, comparada a 83
meses para aqueles com expressdo de ezrina. Esses achados vao de encontro ao Unico estudo
anteriormente publicado na literatura que associou a expressao de ezrina como um marcador
progndstico em carcinoma renal metastdtico. Os autores daquele estudo também inferiram
gue ezrina é um biomarcador independente de progndstico em pacientes com carcinoma
renal subtipo células claras metastatico, porém demonstraram que a hiperexpressao de ezrina
(e ndo sua auséncia) estava associada a piores resultados clinicos e a uma progressao mais
rapida da doenca, aparentemente o inverso de nossos achados neste estudo*?. Alguns
motivos podem ser apontados como substrato para divergéncia de achados. A data de
diagndstico metastatico em nossa coorte foi mais ampliada, variou de 2003 até 2020 entre os
pacientes incluidos no estudo, sendo que mais da metade (52 pacientes) recebeu o
tratamento sistémico entre 2013 e 2018; ja o referido artigo arrolou apenas pacientes com
diagndstico e tratamento entre 2007 e 2012, o que pode mudar parte da terapia sistémica
recebida pelos pacientes. A avaliagdo da expressao imuno-histoquimica naquele artigo
utilizou-se de pontuagao multiplicando a intensidade e o percentual de células acometidas,
engquanto nosso estudo comparou positividade contra negatividade de expressao. Outro
detalhe é que levamos em consideragdao apenas a expressao no marcador na membrana
celular e no citoplasma, e ndao em topografia nuclear ou nucleolar como o referido artigo o
fez, devido a localizagdo das referidas proteinas ser préoxima ao citoesqueleto de membrana
celular. Além disso, os dois estudos sdo retrospectivos, com todos os vieses que isso pode

trazer, como a coleta de dados e a selecdo dos pacientes.
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Outros autores associaram a auséncia de expressdo de ezrina a um desfecho
desfavoravel em outros tipos de neoplasias. Autor espanhol identificou padrdes de expressao
de ezrina como preditores de progressao em tumores uroteliais de bexiga tratados com bacilo
Calmette-Guérin (onco-BCG). Foi observado que a reducdo de expressdo ezrina desempenhou
um papel crucial na progressao tumoral e na resposta ao tratamento, associando baixa
expressdo a piores desfechos em sobrevida*®. Um autor sueco também encontrou piores
desfechos em sobrevida global associados a redugao de expressao imuno-histoquimica de
ezrina em tumores uroteliais de bexiga*®. Um autor finlandés que realizou estudo em
carcinoma seroso de ovario identificou que a auséncia de expressao imuno-histoquimica de
ezrina estava associada a uma menor sobrevida global®®. Os estudos acima reforcam a ideia
de que a ezrina pode ser um marcador relevante em diferentes tipos de cancer.

A relacdo entre a expressao de ezrina e a sobrevida pode ser atribuida ao papel
funcional da ezrina na adesdo celular e na invasdo tumoral. A ezrina é uma proteina que
conecta a membrana celular ao citoesqueleto, influenciando a adesdo, polaridade e
motilidade celular, bem como a formagao de metastases.

O mecanismo exato pelo qual a auséncia da expressdao de ezrina influencia
positivamente a progressao tumoral e impacta a sobrevida global ainda é desconhecido. A
ruptura de filamentos de actina e a redugao da adesao celular focal sao caracteristicas da
transicdo epitélio-mesénquima, que estd ligada a invasao tumoral. Também se suspeita que a
ezrina tenha um papel nas fung¢des de adesdo celular, devido as suas interagdes com a via de
apoptose mediada pela Akt, a transdugao de sinal ligada ao Rho, além da interagdo com a E-
caderina e a B-catenina®®%>3, Estes resultados indicam que a auséncia de ezrina resulta em
uma estrutura modificada do citoesqueleto, falta de adesdao focal e desregulacdo da

sinalizacdo, todos esses processos podem intensificar a invasdo tumoral®.
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Fonte: Adaptado de CLUCAS et al (2015)

Em contraste com a funcdo oncogénica bem estabelecida de ezrina, alguns estudos
indicam que esta proteina pode inibir a progressdao do cancer. Retomando a interacdo de
ezrina na adesao celular através da interacdo com E-caderina e B-catenina, a deplecdo da
expressao de ezrina reduz a adesividade célula-célula enquanto aumenta o comportamento
relacionado a motilidade e o potencial de invasdo das células do cincer colorretal®3. Além
disso, no contexto do tumor ovariano, o VEGF promove a invasdo de células de cancer de
ovario humano através da regulacdo positiva do miR-205, que, por sua vez, regula
negativamente a ezrina, indicando assim que esta pode ser um regulador negativo da
invasdo®. No entanto, os autores ndo forneceram evidéncias, por meio de experimentos
complementares, de que a regulacdo negativa do ezrina seja responsavel pelo aumento da
invasao.

Um estudo recente mostrou que a ezrina inibe a proliferagdo, o crescimento
independente de ancoragem e a migracao celular, enquanto promove a diferenciacdo das
células do neuroblastoma ao interagir com o supressor tumoral CHL1 (homdlogo préximo de

L1)>>. Além deste, também foi relatado que uma maior expressdo de ezrina estd
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correlacionada com uma melhor sobrevivéncia dos pacientes no sarcoma de Ewing>®,
carcinoma ductal invasivo do pancreas >’e linfomas periféricos de células T nodais®®.

Assim, ezrina desempenha um papel supressor no crescimento, motilidade e invasao
em alguns tipos de cancer. Acreditamos que a ezrina pode ter um papel dependente do
contexto nesses tipos de cancer. No entanto, essas evidéncias ndo sao suficientes para afirmar
que ezrina é uma proteina supressora tumoral no tipo de cancer relatado e, portanto, estudos
adicionais usando por exemplo modelos animais transgénicos sao estritamente necessarios
para esclarecer se ezrina tem um papel supressor tumoral nesses tipos de tumores.

Em contraste com os achados relacionados a ezrina, a expressdo de moesina nao
demonstrou uma associagao significativa com a sobrevida global. A mediana de sobrevida foi
de 59 meses para pacientes sem expressdo de moesina e 54 meses para aqueles com
expressdao do marcador (p=0,28). Esse resultado sugere que, apesar da moesina ser um
marcador relevante em outros contextos, ela ndao fornece informagdes progndsticas
adicionais no carcinoma renal metastatico.

A falta de associagao significativa para moesina pode ser atribuida a alguns fatores,
incluindo a heterogeneidade do carcinoma renal e a variabilidade na expressao de moesina
entre diferentes pacientes. Além disso, moesina pode ndo ter um papel tao proeminente na
patogénese do carcinoma renal quanto na de outros tipos de cancer®®. Isso reflete a
necessidade de mais pesquisas para determinar os contextos especificos em que moesina
pode ser um marcador progndstico util.

A natureza retrospectiva deste estudo pode introduzir vieses relacionados ao processo
de coleta de dados clinicos e a selegao dos pacientes. Outro viés importante é a perda de
pacientes devido a inviabilidade do material anatomopatoldgico, informacdo essencial para
esta analise. Houve perdas principalmente entre espécimes de pacientes tratados entre 2000
e 2005, por desgaste do material, o que pode ter impactado a representatividade dos nossos
resultados. A auséncia de parte de dados clinicos para alguns pacientes também pode ter
limitado a robustez dos resultados.

Além disso, a analise foi restrita a uma coorte de pacientes tratados em uma Unica
instituicdo, o que pode limitar a generalizagdo dos resultados. Estudos prospectivos e
multicéntricos sdo necessdrios para validar os achados e explorar a aplicabilidade da

expressao de ezrina em diferentes contextos clinicos e populagdes.
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A validagao dos nossos achados em coortes independentes e com diferentes
caracteristicas clinicas é essencial para fortalecer a evidéncia do papel da ezrina como
marcador progndstico. Analisar a expressao de ezrina em pacientes que nao foram
submetidos a nefrectomia, bem como estudar sua expressdao em pacientes submetidos a um
tipo especifico de tratamento mais atual pode trazer inclusive respostas preditivas. Além
disso, a exploragao de novas abordagens terapéuticas baseadas em perfis moleculares pode
também oferecer novas oportunidades para melhorar a gestdo do paciente com carcinoma
de células renais metastatico.

Concluindo, nosso estudo retrospectivo, realizado em uma Unica instituicdo, sugere
gue a auséncia de expressao de ezrina em amostras de tecido metastatico de pacientes com
carcinoma de células renais do tipo células claras pode ser um fator progndstico independente
para menor sobrevida global, corroborando com achados em outros tipos de neoplasias,
apesar de divergir da unica publicagao prévia em carcinoma renal metastatico. A expressao
de moesina, por outro lado, ndo se mostrou um marcador progndstico significativo nesse
contexto. Ressalta-se a necessidade de estudos prospectivos e multicéntricos para validar
esses resultados e elucidar o papel da ezrina na progressao tumoral, além de investigar

potenciais aplica¢des terapéuticas.
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Anexo 1

Carta de aprovacdo do projeto de pesquisa no CEP (2020)

Q A.C.Cama rgo Cancer Center COMITE DE ETICA

Centro Integrado de Diagnéstico, Tratamento, Ensino e Pesquisa EM PESQUISA - CEP

APROVACAO

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Antdnio Prudente — A.C.Camargo
Cancer Center, em sua tltima reuniao de 12/05/2020, aprovaram = realizagio do projeto n®.
2866/20 intitulado: "ESTUDO DO VALOR PROGNOSTICO E DA EXPRESSAO IMUNO-
HISTOQUIMICA DE EZRINA E MOESINA EM METASTASES DE CARCINOMA DE
CELULAS RENAIS DO TIPO CELULAS CLARAS."

Pesquisador Responsével: Walter Henriques da Costa

Aluno: Marcos Vinicius Odorissio Ferrari (Doutorado)

Informagies a respeito do andamento do referido projeto deverdio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 06 meses em relatério (modelo CEP).

Sao Paulo, 18 de maio de 2020.

Atenciosamente,

Coordenadora do Comité de Ftica em Pesquisa
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Rua Professor Anténio Prudente, 211 « Liberdade = Sao Paulo / SP « CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamarge.org.br



