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RESUMO

Campos ECR. Analise da expressdo do gene PTEN e da proteina Akt associada a
fatores clinicos e anatomopatoldgicos como progndsticos no carcinoma de
células renais. Sdo Paulo; 2007. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio

Prudente]

OBJETIVOS: Avaliar através de imunoistoquimica e reacdo de hibridizagao in situ
do PTEN e da proteina Akt, a influéncia destes marcadores moleculares nas taxas de
sobrevida livre de doenca (SLD) e global (SG), assim como, avaliar a concordancia
entre os achados da reac¢do de hibridizagédo in situ (FISH) do PTEN com os obtidos
da imunoistoquimica, correlacionar as expressdes imunoistoquimicas entre as
proteinas Akt e PTEN e determinar os fatores clinicos e anatomopatoldgicos mais
significativos nas taxas de sobrevida. MATERIAL E METODOS: Foram estudados
110 pacientes portadores de carcinoma de células renais e submetidos a tratamento
cirirgico do tumor primario. Dados epidemioldgicos, clinicos, anatomopatologicos,
de estadiamento (TNM 2004) e os obtidos das reagdes de hibridizacdo e
imunoistoquimica foram correlacionados entre si e com as sobrevidas global e livre
de doenga. As amostras foram analisadas através de tissue microarray.
RESULTADOS: o seguimento médio foi de 41,95 meses. Foram fatores
independentes para a sobrevida global em 5 anos: sintomotalogia ao diagndstico,
performance status (Karnofski e Ecog), estadiamento clinico IV, recorréncia tumoral
e alto grau de Fuhrman (p<0,05). A sobrevida livre de doenga em 5 anos foi
influenciada unicamente pelos estadios clinicos II e III, no modelo multiplo (p<0,05).
Os resultados obtidos da reacdo de hibridiza¢do in situ ndo foram significativos nas
sobrevidas global (p=0,486) e livre de doenca (p=0,344). Predominou a
hipoexpressio do PTEN a IIQ (88,2%), mas sem significAncia estatistica nas
sobrevidas global (p=0,816) e livre de doenga (p=0,272) em 5 anos. Embora nao
tenham sido significantes as taxas de sobrevida livre de doenca, os pacientes com
expressdo positiva para o PTEN ndo tiveram recorréncia tumoral. Houve

concordancia baixa e ndo significativa entre reagdo de hibridizagdo e



imunoistoquimica para o PTEN (Kappa=0,146; p=0,235). A proteina Akt esteve
hiperexpressa em 33 pacientes (40%), enquanto em 77 (60%) predominou a
hipoexpressdo. Nao houve diferencas significativas nas sobrevidas global (p=0,934)
e livre de doenga (p=0,705) em 5 anos entre os pacientes com proteina Akt hiper ou
hipoexpressas. Nao houve associacdo entre os casos positivos a IIQ para o Akt e
negativos para o PTEN a IIQ (OR=0,169, p=0,235). A SLD e a SG em 5 anos foram,
respectivamente, de 74,8% e 76,8%. CONCLUSOES: Os fatores progndsticos
habituais foram significativos para as sobrevidas global e livre de doenca. A presenca
de delecio do PTEN a hibridizagdo ou a hipoexpressao a imunoistoquimica nao
influenciaram as sobrevidas livre de doenca e global. Houve concordancia baixa e
ndo significativa entre os métodos de hibridizacdo e IIQ, para o PTEN. A
hiperexpressdo da proteina Akt ndo influenciou as taxas de sobrevida global e livre
de doenga, assim como ndo houve associagio com a hipoexpressdo

imunoistoquimica do PTEN.



SUMMARY

Campos ECR. [Analysis of PTEN/MMCAL gene and Akt protein associated to
clinical and anatomopathologic features as prognostic factors in renal cell
carcinoma patients]. Sdo Paulo; 2007. [Dissertagdo de Mestrado-Fundag¢do Antdnio
Prudente]

OBJECTIVES: this study was designed to evaluate the hybridization in situ reaction
and immunohistoquimical expression of PTEN and Akt protein, looking to the
influence of those on disease free survival (DFS) and global survival (GS) such as
the concurrence between the results found in hybridization and immunohistoquimical
reactions for PTEN, the correlation between the Akt and PTEN
immunohistoquimical reactions and the most significant clinical and
anatomopathologic factors on survivals. MATERIAL AND METHODS: It were
analysed 110 patients with renal cell carcinoma (RCC) submitted to surgical
resection of primary neoplasm. Epidemiologic factors, clinical factors,
anatomopathologic factors, TNM stage and hybridization in situ and
immunohistoquimical results were correlated to survivals. The reactions were
analised in a tissue microarray with the 110 cases. RESULTS: The mean follow-up
was 41,95 months. The overall survival was influenced on multivariate analysis by:
symptons at the diagnosis, performance status (karnofski and Ecog), clinical tumor
stage IV, tumor recurrence and high Fuhrman grade (p<0,05). The disease free
survival was only influenced by clinical tumor stage II and III on multivariate
analysis (p<0,05). The results from hybridization in situ reaction did not influence
the OS (p=0.486) and DFS (p=0.344). The majority of patients showed
hipoexpression on immunohistoquimical reaction (88,2%), but it were not significant
on global survival (p=0,816) and disease free survival (p=0,273). Despite of the
immunohistoquimical results didn’t showed significantlyon survival, patients with
positive PTEN expression had not tumor recurrence during the follow-up. There was
a low concurrence and not significant association between PTEN hybridization and

PTEN immunohistochemistry (Kappa=0,146, p=0,235). There were no statiscaly



differences on GS (p=0,934) and DFS (p=0,705) according to imunohistoquemistry
for phosphorilated Akt protein expression. The Akt overexpression did not correlated
to the PTEN low expression (OR=0,169, p=0,235). The DFS and GS were
respectively 74,8% and 76,8%. CONCLUSION: the habitual renal prognostic
factors were significant on survivals. PTEN deletion at hybridization situ reaction or
PTEN and Akt immunohistochemistry analysis did not influence the GS and DFS. A
low concurrence and not statically significant was observed between PTEN
hybridization and its immunohistoquimestry. Akt overexpression did not correlate to

the PTEN low expression.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células renais (CCR) corresponde a 3% das neoplasias em
pacientes adultos. Entre as neoplasias uroldgicas ¢ a terceira mais freqiiente, porém, ¢
a primeira em mortalidade. Para o ano de 2006, sdo esperados 38.890 novos casos de
carcinoma de células renais nos Estados Unidos da América (EUA) com cerca de
12.840 mortes, configurando entre as dez neoplasias mais freqiientes. Sua incidéncia
varia de 4,4 a 11,1 por 100 mil individuos/ano (GODLEY e ATAGA 2000).

Apesar do aumento no diagndstico de tumores renais cada vez menores e
assintomaticos, cerca de 30% dos pacientes apresentam metastases ao diagnodstico e
outros 30% a 50% dos pacientes irdo desenvolver metastases durante o curso da
doencga, mesmo aqueles portadores de doenga localizada. Nao ha um tratamento
eficaz para o CCR recorrente ou metastatico, o que torna a sobrevida desses
pacientes inferior a 10% em cinco anos (KIRKALI e OBEK 2003; LIPWORTH et al.
2006).

O tratamento padrao ¢ a nefrectomia radical que consiste na remog¢ao do rim
envolto pela gordura perirrenal, glandula supra-renal e linfonodos do hilo renal. A
nefrectomia parcial esta indicada para tumores de até quatro centimetros € em casos
selecionados até sete centimetros (BARBALIAS et al. 1999). Recentemente, outros
procedimentos poupadores de néfrons, principalmente a crioterapia e
radiofreqliéncia, foram incorporados no manejo do CCR no tratamento dos pacientes

portadores de nefropatias ou CCR hereditario como na moléstia de VHL



(MOURAVIEV et al. 2007). Radioterapia e quimioterapia sdo ineficazes e a
imunoterapia ndo tem produzido taxas de resposta superiores a 20%.

O CCR compreende um conjunto de neoplasias heterogéneas e de evolucgao
incerta. Os principais fatores prognosticos reconhecidos e determinantes do
tratamento, evolugdo e sobrevida dos pacientes sdo: estadiamento clinico patologico,
grau histologico (Fuhrman), PS (perfomance-status) e, em alguns estudos o subtipo
histologico (UNO et al. 2004; LAM et al. 2005; LAM et al. 2007). Apesar da
identificagcdo de fatores prognoésticos no CCR, tumores com mesmo estadiamento,
tratamento e subtipo histoldgico apresentam evolugdes distintas.

Os procedimentos em biologia molecular t€m complementado o estadiamento
clinico-patologico com a identificacdo de diferentes genes e proteinas com potencial
prognoéstico e que sejam capazes de melhor avaliar os pacientes quanto ao risco de
progressdo ou morte pela doenca e identificar aqueles que possam ter melhor
resposta a tratamentos baseados nas altera¢des moleculares presentes (STAKES e
ILIOPOULOS 2004; GARCIA e RINI 2007).

LAM et al. (2005) incorporaram os marcadores moleculares a nomogramas,
além dos fatores prognosticos ja conhecidos, para melhor estratificar os pacientes
quanto a maior ou menor risco de recorréncia tumoral e aparecimento de metastases,
criando um sistema de estadiamento chamado de integrado que combina o
estadiamento clinico-patoldgico aos marcadores moleculares.

Entre os principais marcadores moleculares analisados no CCR, destacam-se
aqueles relacionados a proliferacao celular (Ki-67, MIB-1), controle do ciclo celular

(p53, Akt, Bel-2, PTEN, p27, p21), adesao celular (E-caderina, EpCAM, caderina-6),



hipoxia (CA IX, HIF, VEGF) e mistos (vimentina, CD 44, gelsolina ¢ VEGFR)

(LAM et al. 2005).

1.1 GENE PTEN E PROTEINA Akt

O gene PTEN tem sido estudado como fator progndstico em diferentes
neoplasias como: glioblastoma multiforme (SAKURADA et al. 1997), bexiga
(CAIRNS et al. 1998), prostata (YOSHIMOTO et al. 2006), rim (GESK et al. 2000,
KONDO et al. 2001; SUKOSD et al. 2001), mama, pulmao (SAKURADA 1997) e
endométrio (OSAKI e OSCHIMURA 2004).

Na carcinogénese renal, o PTEN (phosphatase with tensin homology deleted
in chromosome 10) e a proteina Akt sdo duas das principais vias estudadas (LEE et
al. 2003; HORIGUCHI et al. 2003; HARA et al. 2005). Alteragdes genéticas ou
epigenéticas do PTEN, ou a presenca de hipoexpressdo imunoistoquimica, t€ém sido
associadas a pior prognodstico (PRESTI et al. 1996; HORIGUCHI et al. 2003; HARA
et al. 2005; KIM et al. 2005).

O gene PTEN pode ser inativado por mutagdo, delecdo ou hipermetilacdo em
diferentes neoplasias solidas, como: carcinoma do endométrio, prostata, tiredide,
mama, ovario e outros tumores esporadicos. Alteracdes germinativas podem
determinar sindromes associadas a neoplasias (KONDO et al. 2001; OSAKI et al.
2004; HARA et al. 2005; PUC et al. 2005).

Esse gene, também conhecido como MMACT1 (mutated in multiple advanced
cancer) ou TEP 1 (TGFb regulated and epithelial cell enriched phosphatase), esta

localizado no cromossomo 10q23. E responsavel pelo controle da migragdo,



proliferacao e apoptose celular e ¢ capaz de modificar outras proteinas e moléculas
de lipidios pela remog¢do do grupo fosfato. Atua como um gene supressor tumoral e,
por esta agdo de defosforilagdo, ¢ considerado uma enzima fosfatase (ZYSMAN et
al. 2002; VISAPAA et al. 2003; KIM et al. 2005; MEILI et al. 2005; GERICKE et al.
20006). Através da proteina tensina, mantém o esqueleto intracelular em contato com
meio externo (PALLARES et al. 2005).

O PTEN age por um mecanismo de "down regulation" do PI3K
(phosphatidylinositol 3-OH kinase) e de seu produto, o PI-3,4,5-P3 (phosphatidyl
3,4,5 — triphosphatase) que sao importantes no estimulo da proliferagdo ¢ sobrevida
celular, principalmente nas células que estdo sob estimulo de fatores de crescimento
como produtos de oncogenes e citoquinas de efeito paracrino (HORIGUCHI et al.
2003; OSAKI et al. 2004; SAMUELS et al. 2006). A ligagcdo do PI3K na membrana
plasmatica ocorre através de receptores de membrana tipo tirosino-quinases (RTQ)
(LUO et al. 2003; SANSAL et al. 2004; WYMANN et al. 2005).

Os RTQ promovem a fosforilagdo e ativagdo do PI3K para a formagao de seu
segundo mensageiro PI-3,4,5-P3(PIP3) (SAMUELS et al. 2006; GERICKE et al.
2006). O PIP3 ativa outra proteina efetora/sinalizadora do ciclo celular a proteina
kinase B, também chamada Akt (LUO et al. 2003; BADER et al. 2005; LAM et al.

2005).
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Fonte: LESLIE e DOWNES (2004).

Figura 1 - Mecanismo de agdo do gene PTEN por “down regulation” do PI3K que

estimula positivamente a proteina Akt.

O Akt pertence a familia das tirosino-quinases e age principalmente, na
proliferacdo celular, e tornando a célula resistente a apoptose. Essa proteina ¢
deslocada para a membrana plasmatica celular, quando se liga as moléculas lipidicas
e sofre a fosforilacdo, resultando na formag¢ao de PDK1 e PDK2, suas formas
ativadas (HORIGUCHI et al. 2003; OSAKI e OSHIMURA 2004). A proteina Akt
interage com o PI(3,4,5)P3 na membrana plasmatica através do dominio PH
(plekstrin  homology). O dominio PH, ¢é formado por proteinas globulares,
constituidas por 100 aminodcidos e presentes em diversas proteinas, incluindo o
PDK1 e Akt (OSAKI e OSHIMURA 2004). A interacao Akt-PI(3,4,5)P3, ocasiona a
alteracdo conformacional do Akt, expondo os dois sitios de fosforilagdo Thr 308 e
Ser 474 a porg¢ao reguladora C-terminal. A fosforilagdo do Thr 308 ¢ fundamental

para sua ativagdo (HILL e HEMMINGS 2002).



Além do controle da proliferacao celular, o complexo PI3K-Akt estimula a
angiogénese, a motilidade, a glicdlise e o crescimento celular (LUO et al. 2003;
SANSAL et al. 2004). A atividade angiogénica pode estar relacionada a ativacao
constante do HIF-1 (hypoxia inducible factor) e da Enos (endothelial nitric oxide
synthase (LUO et al. 2003).

A fungdo da proteina Akt em estimular a proliferacao celular ¢ decorrente da
acdo sobre a proteina GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) de moléculas
transportadoras de glicose como GLUT4, CDK (ciclin dependent kinases), proteina
m-TOR ¢ TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) (OSAKI e OSHIMURA 2004).

O Akt inibe a atividade da molécula GSK3, prevenindo a fosforilacao da [3-
catenina, impedindo a sua degradagdo e deslocando-a para o nicleo. No nucleo, a 3-
catenina combina-se com fatores de transcricdo, promovendo a expressdo de
diferentes genes como a ciclina D1 que regula o ciclo celular e promove a
fosforilagdo do gene RB, inativando-o (CROSS et al. 1995). A proteina Akt também
fosforila as proteinas p21 e p27, bloqueando suas atividades antiproliferativas
(CROSS et al. 1995).

O Akt aumenta a sintese protéica por promover a fosforilagdo da proteina m-
Tor, que uma vez ativada ocasiona a transducgdo da ciclina D (LUO et al. 2003) O
complexo esclerose tuberosa 2 (TSC2) também ¢ fosforilado pelo Akt, ndo
ocorrendo a formagdo de tuberina, o que inibe a atividade supressora tumoral do
gene TSC2. Nao hé formagdo de um complexo protéico com o TSCI, que juntos
inibem a ativagdo de moléculas promotoras da transdugdo protéica (OSAKI e

OSHIMURA 2004).



A resisténcia a apoptose ¢ resultante da fosforilagdo de moléculas que atuam
diretamente ou indiretamente no processo apoptodtico, como a fosforilacdo da
proteina pro-apoptdtica Bad (OSAKI e OSHIMURA 2004). A proteina Akt regula
indiretamente a atividade supressora da p53, por promover a fosforilagdo da proteina
Mdm2 (murine doublé 2 minute), que desestabiliza a p53, promovendo sua
degradagdo e prejudicando a resposta da célula ao dano celular (LUO et al. 2003).

Em certos tumores como cancer de endométrio e ovario, a ativacdo constante
da proteina Akt deve-se as alteragdes genéticas presentes no gene PTEN, como
mutacdo ou delecdo, resultando em ativagdo constante do PI3K/Akt mesmo na
auséncia de qualquer estimulo exdgeno, podendo-se iniciar o processo carcinogénico.
Por outro lado, o Akt pode estar hiperfosforilado, provocando um desequilibrio no
processo de apoptose e proliferacdo. No CCR, o mecanismo de ativagdo do Akt
permanece incerto (OSAKI e OSHIMURA 2004).

Diferentes estudos em neoplasia renal tém demonstrado o potencial
prognostico do PTEN ou da proteina Akt quando analisados pelos seguintes
métodos: imunoistoquimica, hibridizagado in situ, cDNA microarrays ou Western blot
(MORITA et al. 1991; PRESTI et al. 1996; TENG et al. 1997; TAKAHASHI et al.
2001; HORIGUCHI et al. 2003; LEE et al. 2003; LIOU et al. 2004).

A técnica do TMA (Tissue microarray) permite estudar simultaneamente a
expressao protéica a partir de milhares de amostras teciduais, assim também como
analisar por meio de técnicas mais recentes, 0 DNA e RNA (NOCITO et al. 2001).
Andlises morfologicas e moleculares através de imunoistoquimica ou reacdo de
hibridizagdo in situ sdo realizadas para se identificar a significincia dos varios

marcadores testados quanto a possivel envolvimento na progressdo tumoral,



recorréncia, resposta a terapé€utica e valor preditivo/prognostico (CAMP et al. 2000;
KALLIONIEMI et al 2001; RIMM et al. 2001; SHERGILL et al. 2006). Para
garantir uma representagdo mais adequada do tecido a ser analisado e considerando a
existéncia de tumores muito heterogéneos, pelo menos duas amostras de cada tecido
devem ser obtidas (MERSEBURGER et al. 2006). Segundo CAMP et al. (2000),
HARA et al. (2005) e SHERGILL et al. (2006), o TMA tem valor prognostico
similar as técnicas habituais.

HARA et al. (2005) foram os primeiros autores a avaliar simultaneamente a
proteina Akt e o gene PTEN no carcinoma de células renais, através da técnica de
Western Blot. At¢ o momento, ndo foram encontrados estudos que analisassem
simultaneamente no carcinoma de células renais o PTEN através de
imunoistoquimica e hibridizagdo in situ, comparando se a baixa expressdo 11Q do
PTEN esta associada a presenga de delecdo a hibridizagdo, como também, o grau de
associagdo da hiperexpressio a IIQ da proteina Akt a hipoexpressdo
imunoistoquimica do PTEN.

Para avaliar a significancia das analises moleculares, o gene e a proteina em
questdo serdo correlacionados entre si, e serdo determinadas as sobrevidas global e
livte de doenga, assim como, os fatores clinicos e anatomopatoldgicos
tradicionalmente utilizados na definicdo do prognostico de pacientes portadores de

CCR.



2 OBJETIVOS

Em pacientes portadores de carcinoma de células renais metastaticos ou nao

ao diagnostico e submetidos a tratamento cirtirgico da neoplasia renal, pretende-se:

1. Avaliar a concordancia entre os métodos de hibridizacdo In situ e
imunoistoquimica quanto a alteragdes presentes no PTEN, assim como,

avaliar a associagdo imunoistoquimica entre as proteinas PTEN e Akt.

2. Avaliar a influéncia dos fatores clinicos e anatomopatoldgicos,
tradicionalmente utilizados na definicdo do prognostico de pacientes
portadores de carcinoma de células renais, nas taxas de sobrevida global e

livre de doenga.

3. Avaliar a influéncia das alteracdes do gene PTEN presentes a reagdo de

hibridizagéo in situ (FISH) nas taxas de sobrevida global ¢ livre de doenga.

4. Avaliar a influéncia das expressdes imunoistoquimicas do gene PTEN e da

proteina Akt, nas taxas de sobrevida global e livre de doenga.
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3 METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram analisados 110 pacientes portadores de CCR comprovado
histologicamente nos estadios T1 a T4, N1 a N2 e portadores ou ndo de metéstase a
distdncia ao diagnoéstico, tratados exclusivamente no Hospital A.C. Camargo no
periodo de 1980 a 2005. Todos os pacientes receberam tratamento cirurgico da

neoplasia renal que consistiu em nefrectomia radical ou parcial.

3.1.1 Critérios de excluséo

Os critérios estabelecidos para exclusdo dos pacientes no estudo foram: 1)
tratamento em outro servigo, 2) pacientes submetidos a outros tipos de tratamentos
oncologicos (imunoterapia, quimioterapia, hormonioterapia, radioterapia), 3)
material arquivado em parafina em mas condi¢des para elaboragdo do tissue
microarray ¢ 4) pacientes com comorbidades graves que limitassem sua expectativa

de vida ou que tivessem outra neoplasia maligna em atividade.

3.2 METODOLOGIA

Os registros dos pacientes foram obtidos em arquivos nos departamentos de
anatomia patoldgica e cirurgia pélvica. Os dados epidemiolédgicos, clinicos,

relacionados ao tratamento, dados anatomopatologicos e as informagdes a respeito do
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seguimento dos pacientes foram coletados em um formuldrio especifico (Anexo 1)
proveniente do Same (Servigo de Arquivo Médico e Estatistico) do Hospital A.C.

Camargo.

3.2.1 Tipo de cirurgia realizada
Foram realizadas nefrectomias radicais ou parciais seguindo as seguintes

técnicas cirargicas:

A Nefrectomia radical

Realizada através de acesso toraco-abdominal extrapleural ou transperitoneal
mediante incisdo subcostal ou laparotomia mediana e acesso extraperitoneal
mediante lombotomia. A nefrectomia radical foi na maioria das vezes realizada
seguindo a técnica idealizada por ROBSON et al. (1969) e constituiu na ligadura
prévia da artéria renal e ressec¢do em bloco do rim, adrenal ipsilateral, ureter nos
seus dois tergos superiores além da gordura perirrenal, sendo todo o produto
cirargico envolto pela capsula de gerota. Nos casos de trombos murais venosos, foi
realizada a ressec¢do de trombos em veia renal ou em veia cava inferior, podendo
haver necessidade de ressec¢do associada de parede de veia cava inferior, com sua
substitui¢do ou nao.

Procedeu-se, nesses casos, a linfadenectomia regional hilar renal. As
ligaduras vasculares foram realizadas com fios inabsorviveis, e a sintese da parede
cirargica foi realizada com suturas de poligalactina 1 em sutura simples em cada um

dos planos musculares.
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B Nefrectomia parcial

Teve indicacdo nos casos de pacientes com rim Unico anatdmico ou
funcional, insuficiéncia renal, tumores renais bilaterais sincronicos ou metacronicos
ou nos casos de tumores de tamanho inferior a 4,0 cm no maior didAmetro € com rim
contralateral normal.

Promoveu-se disseccdo cuidadosa do pediculo renal com clampeamento
arterial, precedido por resfriamento renal, heparinizagdo sistémica com heparina
5000/UI endovenosa e infusdo de 0,25 ml/Kg de peso e manitol a 20% na dose de
Iml/Kg. Procurou-se a ressec¢do do segmento renal acometido em conjunto com a
gordura perirrenal adjacente, com margem de seguranga de no minimo um
centimetro, comprovada por bidpsia de congelagcdo da margem renal remanescente.

Nos casos em que se procedeu a abertura das vias excretoras, realizou-se a
rafia dessa abertura com suturas impermeaveis continuas de poligalactina 3.0. Os
pontos em “X” hemostaticos foram realizados com poligalactina 2.0 e 3.0. Nas
suturas em “u” de aproximagao renal empregou-se categute cromado 0. Em ambos os
tipos de cirurgia, a drenagem foi feita por suc¢do usando-se drenos de Jackson-Pratt.
Os drenos foram mantidos, em geral, at¢ o terceiro dia pds-operatorio nas

nefrectomias radicais e até o sétimo dia de pos-operatdrio nas nefrectomias parciais.

3.2.2 TMA (Tissue microarray)

Os 110 tumores designados por seus numeros de registro de laudo
anatomopatoldgico correspondentes, previamente selecionados e classificados, foram
inclusos na constru¢do de um bloco-receptor de parafina de TMA (Beecher

Instruments, Silver Spring, MD), a partir de amostras colhidas do bloco-doador
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original, com agulha de um milimetro de didmetro (TMArrayer punch MP10-1,0
mm), apos a prévia escolha e marcagdo de area representativa da neoplasia, a partir
da lamina de Hematoxilina Eosina (H.E.) original.

Consideramos todos os critérios morfocitologicos e quantitativos necessarios,
segundo a literatura, para o diagnostico definitivo.

Foram realizados punches em duplicata (dois cores de cada caso) do bloco de
parafina doador, no bloco de parafina receptor, contendo assim, duas areas diferentes
da neoplasia em cada caso. Efetuamos cortes histologicos de 3 a 4 de espessura do
bloco de parafina receptor, até todo o seu desgaste, obtendo-se um total de 100

laminas numeradas seqiiencialmente a partir de “um”.

A Interpretacdo imunoistoquimica do PTEN e da proteina Akt

As reacdes imunoistoquimicas para PTEN e proteina Akt foram realizadas em
duplicata nos cortes obtidos do bloco de TMA. A técnica contemplou a utilizagdo do
complexo estreptavidina-biotina-peoxidase (StreptABC, DAKO®), com um tnico
protocolo de recuperacdo antigénica. As laminas foram incubadas em solucdo de
acido citrico 10mM ph6,0 em forno de microondas na poténcia maxima de 1300
watts, duas vezes, por nove minutos cada. Apds o resfriamento por 20 minutos em
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas em agua destilada. A seguir,
promoveu-se o bloqueio da peroxidase endégena e imersdo em solugdo salina
tamponada com fosfatos (PBS).

Todas as laminas foram incubadas com anticorpo primario diluido em titulo
predeterminado estabelecido em PBS. Para a revelacdo, as laminas foram incubadas

em solugdo de substrato cromogeno, Diaminobenzina (DAB. Sigma®), sensivel a luz
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e contra-coradas com hematoxilina de Harris (Merck®). Para detectar a expressao do
PTEN, foi utilizado anticorpo da Cascade Bioscience murine anti-human PTEN,
clone 6 H2.1, na dilui¢do de 1:300. A analise da proteina Akt foi estudada a partir de
dois anticorpos. Um deles designado para avaliar quantidade total de Akt da Santa
Cruz Biotechnology, na diluicdo de 1:50. O outro anticorpo, proveniente da Upstate
Biotechnology, avaliou o Akt fosforilado, clone Ser 473, na dilui¢do de 1:50. Foram
selecionados cortes histologicos de tecido tireoidiano como controle positivo para os
anticorpos testados. O controle negativo foi realizado com a ndo utilizacdo do

anticorpo primario.

B Avaliacao das amostras do TMA

A andlise dos resultados foi feita em microscopia Optica comum. A
confirmagdo da presenca da neoplasia com o diagnostico de carcinoma de células
renais ¢ sua classificagdo histologica no TMA foi considerada ap6s o estudo das
laminas coradas com H.E. e nas laminas de IIQ. Foi considerado como suficiente, um
mimino de 10% do didmetro total de um caso contendo os critérios de elegibilidade
de graus e padrdes histologicos para o diagnostico de carcinoma de células renais. Os
seguintes subtipos histologicos foram observados: células claras, papilifero,

cromoéfobo, gene TFE3, ductos coletores e subtipo inclassificavel.

C Avaliacao das reac6es imunoistoquimicas no TMA
A avaliacdo da imunoexpressdo do PTEN e da proteina Akt fosforilada e
total, foi baseada em um escore categorizado quanto a intensidade e freqiiéncia das

reacdes. A intensidade foi classificada em: 0) negativo, 1) positivo fraco, 2) positivo
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médio e 3) positivo forte. Para a defini¢do da freqiiéncia da reacdo, a seguinte
classificagao foi utilizada: 0) < 1%, 1) 1-10%, 2) 11-50%, 3) 51-90% e 4) > 90%.

Os resultados foram definidos a partir do produto dos valores obtidos com a
analise da intensidade e frequéncia:
1. negativo: 0 a 1,9;

2. positivo fraco: 2,0 a 4,9;
3. positivo médio: 5,0 a 8,9; e
4. positivo forte: 9,0 a 12,0.

Para a analise dos resultados da imunoexpressao do PTEN e da proteina AKT
fosforilada e total, os pacientes foram distribuidos em dois grupos, entre cada
marcador imunoistoquimico testado. Um dos grupos foi constituido por pacientes
com reacao positiva e definido como portadores de hiperexpressdo, pela presenca de
reagcdes imunoistoquimicas com positividade média ou forte. Os pacientes do
segundo grupo de pacientes apresentaram reacdo imunoistoquimica negativa ¢ foram
considerados como portadores de hipoexpresssdo pela presenga de reagdes negativas

ou com positividade fraca.

D Hibridizacdo in situ (FISH)

A pesquisa de alteragdes estruturais ou numéricas do PTEN foi realizada
mediante reagdo de hibridizagdo in situ (FISH) através de sonda dual color com
afinidade especifica para a regido 10923 do cromossomo 10, contendo seqiiéncias
que identificam as por¢des 5’e¢ 3’ do gene PTEN. Para a pesquisa de hibridizagao,
foram selecionadas as areas em que as anormalidades celulares eram mais

freqlientes, tendo como referéncia o tecido correspondente corado com H.E. Para a
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identificacdo do nimero de codpias, foi considerado um minimo de 100 nucleos

interfasicos por tecido tumoral.
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Figura 2 - Demonstragdo da sonda de 368 kb que realiza a hibridizagdo do gene

PTEN.

O gene PTEN foi considerado normal pela presenga de dois sinais vermelhos
(10g23/PTEN locus) e dois sinais verdes (CEP 10). Para a defini¢do de delecdo,
foram utilizados valores de corte superiores aos valores atribuidos a ganhos
celulares, para evitar que perdas celulares ocorridas no processo de corte fossem
interpretadas erroneamente como deleg¢do. Para a interpretacdo dos resultados, foi
conhecido o padrdo de sinal normal e anormal da sonda aplicada mediante o uso de
controles positivos e negativos.

A presenga de dele¢do hemizigdtica foi definida quando um dos alelos estava
alterado parcial ou completamente, estando o gene selvagem presente, ou seja,
quando havia mais de 24% do tumor contendo somente um locus gene PTEN e

quando havia presenga de sinal no controle.
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Delecao homozigdtica correspondeu a alteracdes em ambos os alelos,
resultando na perda funcional completa do gene e representando assim o tipo
patognomonico de mutagdo em gene supressor tumoral. A delecdo homozigdtica foi
definida na leitura das laminas, quando os locus do gene PTEN estavam ausentes ¢
estava presente o sinal do grupo controle em mais de 30% dos nucleos interfasicos
(KORSHUNOV et al. 2005; VENTURA et al. 2006).

Em relagdo ao numero, definiu-se trissomia quando além da presenca dos
dois cromossomos ¢ seus respectivos alelos, havia um cromossomo a mais, ou seja,
durante a leitura havia mais de 15% do tumor contendo trés locus PTEN e estavam
presentes trés sinais no controle. A monossomia foi definida, quando estava presente
apenas um cromossomo ocupando o locus 10 e havia a leitura de mais de 23% de
tumor contendo um sinal no locus PTEN e estava presente de um sinal no controle.

Para a analise estatistica da SG, SLD e correlagio com o estudo
imunoistoquimico do PTEN, dois grupos de pacientes foram definidos de acordo
com os resultados obtidos pela reagdo de hibridizagdo in situ. Os pacientes que
demonstraram delecdo hemizigdtica, homozigdtica ou monossomia a hibridizagdo
foram considerados no grupo de dele¢do. Reagao de hibridizagao in situ com achados

de trissomia ou normalidade definiram o outro grupo como “sem delecao”.

3.2.3 Protocolo de Acompanhamento

De acordo com a rotina do departamento de cirurgia pélvica do Hospital A.C.
Camargo, o acompanhamento no pos-operatdrio consiste de consultas trimestrais nos
primeiro e segundo anos, semestrais no terceiro e quarto anos e anualmente apos o

quinto ano. Em todas as consultas realizam-se exame fisico geral e especifico, além
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de radiografias de torax simples nas incidéncias de frente e perfil e dosagem sérica
de uréia e creatinina.

Também sdo realizadas ultra-sonografias de abdomen total alternadas com
tomografias abdominais e pélvicas. A cintilografia dssea ¢ realizada nos casos de
suspeita clinica ou laboratorial de metastase 6ssea. Todas essas informagdes constam

nos prontuarios e foram coletadas pelo autor dessa dissertagao.

3.3  VARIAVEIS DO ESTUDO

3.3.1 Epidemioldgicas
Tempo de seguimento

O tempo de seguimento foi calculado em meses e correspondeu ao intervalo
de tempo decorrido entre a data da cirurgia e a data do ultimo seguimento clinico do

paciente.

Idade
Considerada em anos completos e analisada em trés faixas etarias: 23-44, 45-

59 e 60 a 82 anos.

Raca

Os pacientes foram classificados como brancos e ndo brancos.

Sexo

Classificagao como masculino e feminino.
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Diagnéstico incidental
Ocorreu quando o diagndstico foi decorrente da realizagdo de exames

complementares por outros motivos médicos e sem sintomas ao diagnostico.

Sintomatologia
Qualquer sintoma ou sinal que tenha motivado o diagnostico foi classificado
como queixa. Foram selecionadas as queixas mais freqiientes citadas na literatura

como: dor lombar, hematuria, perda de peso, massa palpavel e febre.

Metastase ao diagnostico
Ocorreu quando havia disseminacdo metastatica da neoplasia renal no

momento do diagnostico, demonstrada clinicamente ou através de biopsia.

Historia familiar de CCR

Pacientes que referiram nos seus antecedentes familiares a ocorréncia do
CCR em dois parentes consangiiineos ou em parente com menos de 40 anos, foram
considerados como tendo historia familiar positiva para a doenca. Aqueles que
negaram foram classificados como negativos para historia familiar, e aqueles em que

nao informaram adequadamente foram classificados como “ignorados”.

3.3.2 Dados clinicos
Performance/status
Os pacientes foram classificados de acordo a classificagdo de Karnofski

(1940) e Ecog (European Cooperative Oncologic Group, 1982) (Anexo 2).
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Complicacoes

As complicagdes decorrentes do tratamento foram classificadas como

precoces e tardias:

A.

Complicagdes precoces: ocorridas até¢ o 30° dia de pos-operatorio, sendo
listadas as mais comuns: insuficiéncia renal aguda, ileo adinamico,
complicacdes de parede (deiscéncia ou infec¢do), cardiorespiratorias,
tromboembodlicas, fistulas urinarias, sangramento ¢ outras.

Complicagdes tardias: ocorridas apdés o primeiro més de pods-operatério,
sendo listadas as mais comuns: insuficiéncia renal, suboclusdo, afec¢des de

parede cirargica, hipertensao arterial e outras.

Recidiva tumoral

Classificou-se como recorréncia o diagnostico de lesdes no retroperitoneo ou

a distancia apods a realizacdo da nefretomia. Nos casos de duvida diagndstica ou de

lesdo suspeita em topografias menos comuns, foi realizada bidpsia para a

confirmagdo da recorréncia. Foram divididas quanto a topografia como:

A.

Recidiva local: recorréncia da doenga no leito operatorio, nos casos de
nefrectomia radical. Recorréncia no rim remanescente ou na adrenal
ipsilateral, nos casos de cirurgias poupadoras de néfrons.

Metastase a distancia: recorréncia da doenca nos pulmdes, figado, ossos,

sistema nervoso central, rim contralateral e outros sitios menos freqiientes.
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Tipo de tratamento empregado na recorréncia

Os tratamentos realizados para as metastases foram classificados como:
cirurgia exclusiva, radioterapia exclusiva, cirurgia associada a radioterapia,
imunoterapia isolada (alfa-interferon ou interleucina-2), imunoterapia associada a

quimioterapia ou conduta expectante.

3.3.3 Dados anatomopatoldgicos
A Macroscopia
Tamanho tumoral
Considerou-se, em centimetros, o maior eixo tumoral durante a realizacdo do
exame anatomopatoldgico, de acordo com o estadiamento TNM (SOBIN e

WITTEKIND 2004).

Lateralidade
Os tumores foram classificados conforme sua localizagdo: rim direito,

esquerdo ou ambos.

Topografia renal
A topografia foi definida quanto a localizacdo do tumor no podlo superior,

medial, inferior ou em mais de um poélo renal.

B Microscopia

Revisao de laminas
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Foram revisadas as laminas originais dos exames anatomopatoldgicos de
todos os casos por um unico patologista e selecionadas aquelas com areas mais
representativas de malignidade e tecido renal normal para a confecgdo do TMA.

Os tumores tiveram a sua gradua¢do de malignidade histolégica definida
segundo os critérios d¢ FURHMAN et al. (1982):

o Grau 1: células com nucleo pequeno de até 10um, com contornos
arredondados uniformes e com nucléolo imperceptivel ou nao visualizado;

o Grau 2: nucleos grandes com aproximadamente 15um, com contornos
irregulares e com nucléolo visivel com grande aumento (400x);

. Grau 3: nutcleos grandes com aproximadamente 20um, com contornos
irregulares e com nucléolo visivel ao menor aumento;

. Grau 4: nucleos bizarros e multilobulados ¢ com acumulo de densa

cromatina.

Para a classificacdo dos subtipos histoldgicos foi empregada a classificagado
do consenso de 2004 (BRUDER et al. 2004). Essa ¢ a nova classificacdo utilizada
pela Organizagao Mundial de Satide (OMS). Os CCR foram classificados quanto ao

tipo histologico como:

° Carcinoma convencional
o] Células claras
0 Granular
0 Misto
o Carcinoma renal papilifero ou cromofilico

° Carcinoma renal cromofobico
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° Carcinoma dos ductos coletores

° Carcinoma medular

o Carcinoma relacionado ao TFE3 gene
° Carcinoma renal cistico multilobular
° Carcinoma renal inclassificavel

Invasdo venosa microscépica

Foi considerada presente quando foram encontradas células neoplésicas
isoladas ou agrupadas em lumen vascular com hemdceas e com revestimento
endotelial e podendo haver fibras musculares lisas. Assim, os tumores foram

classificados como tendo invasao vascular hematica presente ou ausente.

Acometimento do seio renal ou tecido perinefrético
Caracterizado pela presenca de células neoplésicas invadindo diretamente a
gordura perirrenal, ou por ndédulos tumorais em meio a gordura, ndo limitados ao

Iimen vascular ou linfatico.

Acometimento da glandula adrenal
Caracterizado pela infiltracdo de células neoplasicas na adrenal ipsilatreral a

neoplasia primaria.

Acometimento linfonodal regional e nimero de linfonodos
Considerado positivo (pN+) quando o exme anatomopatologico demonstrou o
envolvimento neoplasico. Considerado como negativo (pN-) quando pelo menos um

linfonodo estava livre de comprometimento neopldsico ao exame anatomopatologico.
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Os casos em que ndo foram identificados linfonodos foram classificados como

“ignorados” (pNx).

Margens cirurgicas

Os pacientes em que todos os limites de ressecdo do espécime cirurgico
estiveram livres de comprometimento neopldsico foram considerados como tendo
margens cirargicas livres. Se em um dos limites da pecga cirargica havia células

neoplasicas, esse paciente foi considerado como tendo margens comprometidas.

3.3.4 Estadiamento

Para o estadiamento foram empregados os sistemas TNM propostos pela
UICC (SOBIN e WITTEKIND 2004). Estudou-se também a classificacdo de Robson
(ROBSON et al. 1969). Quanto ao estadimento clinico TNM 2004, os pacientes
foram classficados em quatro estadios, a saber: I, II, III e IV. Estadios clinicos I e II
foram considerados como tumores localizados, enquanto os estadios III e IV
corresponderam a tumores localmente avangados ou metastaticos. Em relagdo ao
estadiamento de Robson, os pacientes foram classificados nos seguintes estadios: I,

I1, IIa, IIIb, ¢, e IV. (Anexo 3).

3.3.5 Situagdo clinica ao final do estudo

Situagdo clinica do paciente verificada na data do ultimo seguimento. Os
pacientes foram classificados quanto a situagao clinica como:
o Vivos assintomaticos: pacientes tratados do CCR sem evidéncia clinica,

laboratorial e radiologica de atividade da doenga;
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Vivos com cancer em atividade: pacientes que, apos a nefrectomia,
mantiveram evidéncia clinica, laboratorial ou radioldgica da doenca ou que
apresentaram recidiva durante o seguimento;

Mortos por cancer: pacientes que morreram decorrente do CCR ou de causa
diretamente relacionada ao seu tratamento;

Mortos por doenga ndo relacionada ao cancer: pacientes que morreram por
causa nao relacionada ao CCR ou a seu tratamento;

Perdidos de vista: pacientes que ndo retornaram a consulta num periodo de
tempo igual ou maior ao dobro do estipulado para o seu retorno e com o0s
quais ndo foi possivel estabelecer contato para informagdes no decorrer do
estudo. O limite maximo de pacientes perdidos de vista aceitavel foi

estabelecido em 20%.

Sobrevida livre de doenca

A sobrevida livre de doenga (SLD) foi determinada pelo periodo de tempo,

em meses, decorrido entre a data da nefrectomia e a data do diagndstico da recidiva

ou do ultimo seguimento. Para o célculo da SLD, foram excluidos os pacientes

portadores de metastases ao diagnostico, assim como aqueles com margens positivas

apos a cirurgia.

3.3.7

Sobrevida global

A sobrevida global (SG) foi definida pelo periodo de tempo, em meses,

decorrido entre a data da nefrectomia e a data do 6bito ou do ultimo seguimento.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos prontudrios foram digitados e arquivados em um banco
de dados com auxilio do programa “Excel 7.0 for Windows”. Na andlise estatistica,
foi empregado o software Statistical Package for Social Science (SPSS) for
Windows. A mensuracdo das varidveis quantitativas foi expressa pelas médias e
respectivos desvios-padrdo, e as varidveis qualitativas, pelas respectivas freqiiéncias
absolutas e relativas.

Para avaliar a concordancia entre os métodos de hibridizagdo in situ ¢
imunoistoquimico foi utilizada a estatistica Kappa. Na correlagdo entre as varidveis,
foi empregado o teste do “qui-quadrado” e caso houvesse casela menor que cinco,
optaria-se pelo teste de Fisher (“bicaudal”). Nas analises de sobrevida global e
intervalo livre de doenga, foi empregada a técnica de Kaplan-Meier. A significancia
foi avaliada pelo teste de Logrank. Para a andlise multipla das sobrevidas foi
empregado o modelo de riscos proporcionais de Cox. As varidveis selecionadas para
o processo de modelagem multipla foram as que atingiram p<0,20 na analise
univariada. Permaneceram no modelo multiplo as varidveis com p<0,05 ou com
significancia proxima a esse valor. A proporcionalidade dos riscos foi avaliada
através dos graficos In — In [s(t)]. A medida de risco estimada foi a razdo das fung¢des
de risco (hazard ratio —HR), que ¢é a exponencial dos coeficientes de regressdo do

modelo multiplo.
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3.5 ASPECTOSETICOS

Por se tratar de estudo retrospectivo, ndo houve necessidade de elaboragao de
termo de consentimento pds-informado. Esse projeto foi submetido a Comissao de
ética em Pesquisa do Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital A.C. Camargo e
aprovado por ela (parecer n° 833/06, de 04/10/2006). O pesquisador comprometeu-se

em manter sigilo sobre a identificagcdo dos pacientes.
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Sessenta e oito pacientes (61,8%) eram do sexo masculino e 42 (38,2%) eram
mulheres. A idade média ao diagnostico foi de 54,96 e mediana de 55 anos, com
variagdo de 23 a 82 anos. Metade dos pacientes tinha idade entre 45 e 59 anos.
Predominou a raga branca em 97 dos pacientes analisados (88,2%). Em 44 pacientes
(40,0%) o diagnéstico foi incidental, enquanto 66 (60,0%) demonstravam alguma
sintomatologia. Dezesseis pacientes (14,5%) apresentavam metdstases ao
diagnostico. Os trés sintomas mais freqilientes foram: dor lombar (18,2%), hematuria
(16,4%) e emagrecimento (8,2%). Um Unico paciente apresentou a triade cldssica de
hematuria, dor lombar e massa palpavel. Entre os pacientes sintomaticos, o tempo
médio desde o inicio dos sintomas e o diagnostico foi de 3,33 meses, variando de 0 a

48 meses. Somente trés pacientes (2,7%) tinham antecedentes familiares de CCR.



Tabela 1 - Numero ¢ porcentagem de pacientes segundo dados epidemiolégicos.

VARIAVEL CATEGORIA N %
Idade 23-44 20 18,2
45-59 55 50
60-82 35 31,8
Sexo Masculino 68 61,8
Feminino 42 38,2
Raca Branca 97 88,2
Nao branca 13 11,8
Diagnostico incidental Sim 44 40,0
Nao 66 60,0
Metastase ao Nao 94 85,5
diagnostico Sim 16 14,5
Nao 44 40
Dor lombar 20 18,2
Sintomas Hemataria 18 16,4
Emagecimento 9 8,2
Febre 2 1,8
Massa palpavel 3 2,7
Outros 17 14,3
CCR familiar Nao 107 97,3
Sim 3 2,7

TOTAL 110 100
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4.2 DADOS CLINICOS

Em relacio ao Karnofski, 83 pacientes (75,4%) apresentavam indices
superiores a 90. Oitenta e quatro pacientes (76,4%) eram Ecog 0. Predominaram as
nefrectomias radicais, que foram realizadas em 82 pacientes (74,5%). As
complicacdes cirirgicas precoces e tardias ocorreram em 19 (17,5%) e 14 pacientes
(12,7%), respectivamente. O tempo médio de duragdo das cirurgias foi de 216
minutos, com variacdo de 60 a 395 minutos. O tempo médio de internamento foi de
5,5 dias, com tempo de internamento variando de 1 até 60 dias. Trinta e um pacientes
(28,2%) apresentaram recorréncia local ou a distancia. Os principais sitios de
recorréncia tumoral foram: pulmao (22,7% das recorréncias), osso (22,7%), local
(9,7%) e rim contralateral (9,7%), que ocorreram, respectivamente, em 7, 7, 3 ¢ 3
pacientes. Entre os tratamentos utilizados na recorréncia, predominaram a

radioterapia (29%), a cirurgia (25,8%) e a imunoterapia (9,7%).



Tabela 2 - Numero ¢ porcentagem de pacientes segundo os dados clinicos.

VARIAVEL CATEGORIA N %
60— 70 7,3
80 19 17,3
Karnofski
90 49 44,5
100 34 30,9
0 84 76,4
Ecog
1-2 26 23,6
) Nefrectomia radical 82 74,5
Tipo de cirurgia
Nefrectomia parcial 28 25,5
Nao 91 82,7
IRA 5 4,5
Complicagdes cirargicas
Cardiovasculares 3 2,7
precoces ]
Ileo prolongado 2 1,8
Outras 9 8,1
Nao 96 87,3
) ) ) IRC 6 5,5
Complicagdes cirurgicas
Parede abdominal 2 1,8
tardias
HAS 1 0,9
Outras 5 4.5
Nao 79 71,8
Recorréncia
Sim 31 28,2
Pulmaéo 7 22,7
Osso 7 22,7
Local da recorréncia Local 3 9,3
Rim contralateral 3 9,3
Outros/mais de um sitio 10 36
Radioterapia 9 29
Cirurgia 8 25,8
Tratamento da
Imunoterapia 3 9,7
recorréncia
Outros/combinados 4 12,8
Sem tratamento 7 22,7
TOTAL 110 100
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4.3 DADOS ANATOMOPATOLOGICOS

Macroscopia

O tamanho médio dos tumores foi de 7,38 cm. Os tamanhos variaram de 2 a
24 cm. Em aproximadamente 50% dos casos, a neoplasia renal apresentava tamanho
inferior a sete centimetros. O rim esquerdo foi o mais acometido em 57 casos
(51,8%), seguido do rim direito em 51pacientes (46,4%) Em relagdo a localizaciao no
parénquima renal, 39,9% das neoplasias estavam no pdlo superior e em outros 39,9%
mais de um pdlo estava acometido.

Tabela 3 - Numero e porcentagem de pacientes segundo as caracteristicas
anatomopatoldgicas macroscépicas do tumor.

VARIAVEL CATEGORIA N %
Tla 24 21,8
Tamanho tumoral T1b 30 27,3
patologico T2 19 17,3
T3a 16 14,5
T3b 17 15,5

T4 4 3,6
Direito 51 46,4
Lateralidade Esquerdo 57 51,8
Bilateral 2 1,8
Polo superior 39 35,5
Topografia renal Polo médio 13 11,8
Pélo inferior 19 17,3
Mais de um poélo 39 35,5

TOTAL 110 100
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Microscopia

Conforme a graduagdo de Fuhrman, predominaram tumores de baixo grau, 65
(59,1%), versus alto grau, 45 (40,9%). Fuhrman grau I foi encontrado em 18 (16,4%)
neoplasias, grau II em 47 (42,7%), grau Il em 27 (24,5%) e grau IV em 18 (16,4%).

O subtipo histoldgico mais freqiiente foi o subtipo de células claras presente
em 71 (64,5%) das neoplasias, seguido do subtipo cromodfobo, 14 (12,7%), e
papilifero, 12 (10,9%). Invasdo venosa microscopica foi encontrada em 27 neoplasias
(24,5%). Em 25 dos pacientes (22,7%) havia invasdo de tecido perinefrético ou de
seio renal, caracterizando-os como portadores de neoplasia avancada localmente
(pT3a). A glandula adrenal e as margens cirurgicas estavam acometidas em 9,1%
(dez pacientes) dos casos analisados.

A maioria dos pacientes nao apresentou linfonodos histologicamente
positivos no produto de nefrectomia (59,1%) e foi estadiada como pNO. Em 33
pacientes (30%) ndo havia linfonodos na pega cirurgica (Nx). Doze pacientes
(10,9%) apresentaram linfonodos histologicamente positivos e foram considerados

como pN1 (6,4%) e pN2 (4,5%).
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Tabela 4 - Numero e porcentagem de pacientes segundo as caracteristicas
anatomopatoldgicas microscopicas do tumor.

VARIAVEL CATEGORIA N %
I 18 16,4
11 47 427
Grau fuhrman
111 27 24,5
v 18 16,4
Células claras 71 64,5
Papilifero 12 10,9
o ) Cromoéfobo 14 12,7
Subtipo histologico
TFE3 GENE 2 1,8
Ductos coletores 1 0,9
Inclassificavel 10 9,1
Invasdo venosa Nao 83 75,5
microscopica Sim 27 24,5
Invasao seio renal, Nao 85 77,3
tecido perinefrético Sim 25 22,7
Nio 100 90,9
Invasdo adrenal
Sim 10 9,1
o Livres 100 90,9
Margens cirurgicas )
Comprometidas 10 9,1
NO 65 59,1
N | N1 7 6,4
atologico
P £ N2 5 4,5
Nx 33 30

TOTAL 110 100
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44 ESTADIAMENTO

Segundo o estadiamento TNM (2004), a maioria dos pacientes foi estadiada
como portadora de doenga localizada, pois 68 pacientes (61,8%) eram EC I e II.
Doengas avangadas localmente e metastaticas foram detectadas em 26 (23,6%) e 16
pacientes (14,5%), respectivamente. De maneira semelhante, no estaddio de Robson

predominaram os tumores localizados em 67 pacientes (60,9%).

Tabela 5 - Naimero ¢ porcentagem de pacientes de acordo com o estadiamento TNM

(SOBIN e WITTEKIND 2004) e ROBSON (1969).

VARIAVEL CATEGORIA N %
I 54 49,1
Estadio clinico 1I 14 12,7
TNM m 26 23,6
v 16 14,5
I 67 60,9
11 17 15,5
Estadio de Robson Hia 1o 143
Ib 6 55
Ilic 1 0,9
v 3 2,7

TOTAL 110 100
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45 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DO GENE PTEN E DA

PROTEINA AKT

A expressao imunoistoquimica do PTEN e da proteina Akt total e fosforilada
foi possivel de ser analisada em 110 (100%) das amostras tumorais constituintes no
array. Predominou a hipoexpressao para o PTEN, que foi encontrada em 97 amostras
(88,2%). Somente em 13 amostras (11,8%), o PTEN estava hiperexpresso.

Em relacdo a proteina Akt fosforilada, 77 pacientes (70%) apresentaram
hipoexpressdo a reagdo imunoistoquimica, e 33 pacientes (30%) apresentaram
hiperexpressao. De maneira igual a proteina Akt fosforilada, o Akt total estava
hipoexpresso em 77 pacientes (70%) e hiperexpresso em 33 (30%).

Tabela 6 - Numero e porcentagens dos resultados obtidos com as reagodes
imunoistoquimicas.

VARIAVEL CATEGORIA N %
PTEN Hipoexpresso 97 88,2
Hiperexpresso 13 12,8

Hipoexpresso 77 70

Akt fosforilado

Hiperexpresso 33 30

Hipoexpresso 77 70

Akt total

Hiperexpresso 33 30

TOTAL 110 100
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46 HIBRIDIZACAO IN SITU

A pesquisa de hibridizagdo in situ do gene PTEN foi realizada inicialmente
nos 110 pacientes que constavam no TMA; porém, somente em 53 amostras (48,2%)
foi possivel analisar a rea¢do proposta por diferentes motivos técnicos. Nos 53 casos
passiveis de andlise, foram identificados 21 casos (44,7%) de dele¢do, incluindo 18

casos de delecdao hemizigdtica (Figura 3) e trés casos de delecao homozigdtica.

Figura 3 — Delegdo hemizigotica identificada pela presenga de tinico sinal vermelho

para o locus 10923 (PTEN) e dois sinais verdes para CEP 10.

Menos freqiientes, foram monossomia ou trissomia (Figura 4), presentes em

11 pacientes (10%).
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Figura 4 — Identificagdo de trissomia pela presenga de trés sinais vermelhos

(10g23/PTEN) e trés verdes (CEP 10).

Em 21 amostras (39,6%), a reacdo de hibridizacdo foi normal para o
PTEN(Figura 5). Entre as 53 amostras positivas para o FISH, 30 amostras (56,6%)

apresentavam dele¢do e 23 amostras (43,4%) ndo apresentavam delecao.
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Figura 5 - Imagem normal do gene PTEN pela presenca de dois sinais vermelhos

(10923 /PTEN locus) e dois sinais verdes (CEP 10).

Tabela 7 - Numero e porcentagem de pacientes de acordo com rea¢do de

hibridizacao.

VARIAVEL CATEGORIA N %
Delecdo hemizigotica Sim 18 34,0
Delegdo homozigotica Sim 3 5,7

Normal 21 39,6

Monossomia Sim 9 17,0

Trissomia Sim 2 3,8
TOTAL 53 100
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47 ANALISE DA CONCORDANCIA ENTRE A EXPRESSAO
IMUNOISTOQUIMICA E REAGCAO DE HIBRIDIZAGAO PARA O

PTEN

Houve concordancia bruta em 32 dos 53 casos analisados (60,4%), sendo 25
casos com PTEN hipoexpresso a imunoistoquimica e delecdo a hibridizagao, e sete
casos com PTEN hiperexpresso ¢ auséncia de delegdo a hibridizacdo in situ. No
entanto, a estatistica Kappa mostrou que essas duas técnicas tém concordancia baixa
e ndo significativa (Kappa=0,146; p=0,235). Em cinco casos (9,4%), houve
hiperexpressdo a imunoistoquimica e dele¢do a hibridizag¢do. Por outro lado, em 16

casos (30,2%) com hipoexpressao I1Q, ndo havia dele¢do a hibridizagao.

4.8  ANALISE DA ASSOCIACAO IMUNOISTOQUIMICA DA PROTEINA

AKT FOSFORILADA COM O GENE PTEN

Entre os 77 pacientes com proteina Akt fosforilada hipoexpressa, 65 (84,4%)
apresentavam PTEN hipoexpresso, enquanto em 12 pacientes (15,6%) havia
hiperexpressdao do PTEN. Entre os 33 pacientes com Akt hiperexpresso, 32 pacientes
(97%) apresentavam hipoexpressdo do PTEN a imunoistoquimica e somente um
paciente apresentava PTEN hiperexpresso (3%).

A hiperexpressdo da proteina Akt ndo se associou significativamente com a
hipoexpressdao do PTEN (OR=0,169, p=0,235), apesar da maior probabilidade de
proteina Akt fosforilada hiperexpressa ser dos pacientes com o gene PTEN

hipoexpresso a I11Q.
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Nao houve diferencgas entre as freqliéncias de casos positivos para o Akt total
e fosforilado. A andlise imunoistoquimica do Akt total permitiu definir que a
hiperexpressdo da proteina Akt ndo ocorreu por aumento do total de Akt ativado,

mas sim, decorrente de fosforilacao.

4.9 SITUACAO CLINICA AO FINAL DO SEGUIMENTO

O tempo de seguimento dos pacientes variou de 0 a 178 meses com mediana
de 28,5 meses e média de 41,95 meses. Foram registradas 31 recorréncias da doenca
(28,2%), sendo sete casos no pulmao (22,6%), sete no osso (22,6%), trés casos de
recidiva local (9,7%), trés no rim contralateral (9,7%), um no figado (3,2%), um no
sistema nervoso central (3,2%) e dois em outros sitios (6,5%). Em 22,5% havia mais
de um sitio de recorréncia tumoral.

Ocorreram 31 o6bitos (31,7%), dos quais 27 (87%) pelo cancer. Ao final do
seguimento havia 68 pacientes (61,8) vivos e sem doenca, sete (6,4%) vivos com

doenga, 35 6bitos (31,7%) e quatro pacientes (3,6%) perdidos de vista.

4.10 ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

4.10.1 Dados epidemioldgicos
Sintomatologia ao diagnostico foi a unica variavel que apresentou
significAncia estatistica na SLD, sendo que os pacientes sem sintomatologia

apresentaram taxas de sobrevida maiores do que aqueles com sintomatologia
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(p=0,035). Diagnostico incidental também foi selecionado para a andlise multipla

pelo modelo de Cox, pois apresentou p<0,200.

Tabela 8 - Taxas de sobrevida livre de doenga em 5 anos pelo método de Kaplan-
Meier, segundo as variaveis epidemioldgicas.

VARIAVEL CATEGORIA N* SLD P
(Prob.em 5 (Log rank)
anos - %)
23-44 15 54,6
Idade 45-59 44 76,9 0,697
60-82 29 80,1
Masculino 53 77,1
Sexo o 0,651
Feminino 35 72,0
Raca Branca 78 76,4
~ 0,978
N&o branca 10 62,5
Diagnéstico N
o Nao 38 85,9 0,063**
incidental .
Sim 50 67,1
Sintomas .
N&o 37 87,8
) 0,035**
Sim 51 66,7
. N&o 85 76,1
CCR familiar ) 0,574
Sim 3 50,0
* Excluidos os pacientes com informagao incompleta
ok Variaveis selecionadas para o modelo de Cox

4.10.2 Dados clinicos

Apesar das menores taxas de sobrevida livre de doenca ser observada entre os
pacientes com Ecog 0 ou indices de Karnofski inferiores a 80, o performance status
ndo foi uma variavel significativa na SLD, assim como nenhuma outra variavel

clinica foi selecionada para o modelo multiplo.



43

Tabela 9 - Taxas de sobrevida livre de doenga em 5 anos pelo método de Kaplan-
Meier, segundo as variaveis clinicas.

VARIAVEL CATEGORIA N* SLD P
(Prob. em 5 (Log rank)
anos - %)

60 —70 6 40,0
80 12 73,3 0,208
Karnofski
90 40 79,1
100 30 74,5
0 71 76,5
Ecog 0,392
1-2 17 67,7
Nefrectomia radical 67 61,2
Tipo de cirurgia 0,102
Nefrectomia parcial 21 85,7
Complicagdes Nao 73 74,4
o , 0,587
cirirgicas precoces Sim 15 80,2
Complicagoes Nao 78 75,2
0,926
cirurgicas tardias Sim 10 75,0
* Excluidos os pacientes com informagao incompleta

4.10.4 Dados anatomopatoldgicos

Entre os dados anatomopatoldgicos macroscopicos, apresentaram diferencas
significativas nas curvas de sobrevida livre de doenga o tamanho tumoral patologico
e a topografia renal, sendo selecionados para a analise de Cox. Os pacientes
portadores de tumores de até sete centimetros (pT1b) tiveram maior SLD em relagao
aos portadores de tumores maiores que sete cm (85% versus 59,1%). Os tumores
pT3b determinaram as menores taxas de SLD, 77,0% em 5 anos. A topografia renal,

também foi significante na analise Unica para o calculo da SLD. Reflete
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indiretamente o tamanho tumoral renal, sendo que, pacientes com tumores

acometendo mais de um poélo tiveram menor SLD em relagdo aos demais (p=0,048).

Tabela 10 - Taxas de sobrevida livre de doenga em 5 anos pelo método de Kaplan-
Meier, segundo as variaveis anatomopatoldgicas macroscopicas.

VARIAVEL CATEGORIA N* SLD P
(Prob. em 5 anos - %) (Log rank)
Tla 21 83,2
T1b 29 93,3
Tamanho tumoral
T2 16 93,3
patologico
T3a 13 92,3 <0,001%**
T3b 9 77,0
Direito 38 68,7
Lateralidade Esquerdo 49 79,1 --
Bilateral 1 --
Pdlo superior 34 84,9
P6lo médio 10 ---
Topografia renal 0,048%**
Pélo inferior 18 61,1
Mais de um pélo 26 58,6
* Excluidos os pacientes com informagao incompleta
ok Variaveis selecionadas para o modelo de Cox

O dado anatomopatologico microscopico que mostrou significancia estatistica
nas curvas de SLD e que foi selecionado para o modelo multiplo foi invasdo de seio
renal/tecido perinefrético. Invasdo venosa microscopica também foi selecionada, pois
apresentou p<0,200. A presenca de invasdo de gordura renal ou seio renal configura
ao menos, no estadiamento TNM para pacientes portadores de tumores T3a,
independentemente do status linfonodal ou metastitico a distdncia e esses sdo
pacientes sabidamente de pior evolugdo em relacdo aqueles portadores de tumores

localizados (< pT2).
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Tabela 11 - Taxas de sobrevida livre de doenga em 5 anos pelo método de Kaplan-
Meier, segundo as variaveis anatomopatoldgicas microscopicas.

VARIAVEL CATEGORIA N* SLD P
(Prob. em 5 anos (Log rank)
- %)
Baixo graul eIl 58 77,7
Grau Fuhrman 0,364
Alto grau Il e IV 39 69,6
Células claras 58 73,3
Papilifero 9 76,2
Subtipo
Croméfobo 12 --
histologico 0,257
TFE3 GENE 2 --
Inclassificavel 7 50,0
Invasao venosa Nao 72 78,9
0,076
Microscopica Sim 16 57,4

Invasdo seio

Nao 71 82,6
renal, tecido <0,001**
] ) Sim 17 47,1
perinefrético
Nao 83 76,0
Invasdo adrenal 0,882
Sim 5 0,00
NO 56 78,9
N patologico N+ 5 50 0,407
Nx 27 71,3
* Excluidos os pacientes com informagdo incompleta
*ok Variaveis selecionadas para o modelo de Cox

4.10.4 Estadiamento

Os estadiamentos TNM e Robson apresentaram diferengas significativas nas
curvas de sobrevida livre de doenga, sendo selecionado unicamente o TNM para o
modelo multiplo. Os tumores localizados (EC I e II) apresentaram SLD em 5 anos de

95,5% e 71,3%, respectivamente, sendo significativamente maiores as taxas
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observadas nos tumores avangados localmente ou metastaticos (EC III e 1V) com,

respectivamente, de 61,8% e 22,9% (p<0,001).

Tabela 12 - Taxas de sobrevida livre de doenga em 5 anos pelo método de Kaplan-
Meier, segundo os estadiamentos.

VARIAVEL CATEGORIA N* SG P
(Prob. em 5 anos (Log rank)
- %)
I 54 95,5
Estadio clinico
11 14 71,3 <0,001**
TNM
111 26 61,8
I 67 86,8
II 17 71,6
Estadio de IIla 16 429
<0,001
Robson 1IIb 6 33,3
IIIc 1 --
v 3 0,00

* Excluidos os pacientes com informagao incompleta

*ok Variaveis selecionadas para o modelo de Cox
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Figura 6 - Curva de sobrevida livre de doenga de acordo com o estadio clinico

TNM.

4.10.5 Imunoistoquimica e Hibridizacao in situ (FISH)

Hipoexpressdo do PTEN ou hiperexpressio do Akt, ndo influenciaram
negativamente a SLD dos pacientes, apesar deles demonstrarem menores taxas de
sobrevida em relagdo aos pacientes com PTEN hiperexpresso ou Akt hipoexpresso

(p=0,272 e p=0,705, respectivamente).
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Tabela 13 - Taxas de sobrevida livre de doenga em 5 anos pelo método de Kaplan-
Meier, conforme a expressdo imunoistoquimica do PTEN e Akt.

VARIAVEL CATEGORIA N* SLD P
(Prob. em 5 anos (Log rank)

- %)
Hipoexpresso 82 73,3

PTEN 0,272
Hiperexpresso 6 86,0
) Hipoexpresso 62 76,8

Akt fosforilado ) 0,705
Hiperexpresso 26 66,3

* Excluidos os pacientes com informagao incompleta

Embora existam diferengas entre as taxas de sobrevida livre de doenca entre

os pacientes com delecdo (hemizigodtica, homozigotica ou monossomia) a reagao de

hibridizagdo in situ e os pacientes sem delegdo (trissomia ou normal), com

respectivamente 84,7% versus 70,3%, elas ndo apresentaram significancia estatistica,

pois apresentaram p=0,344.

Tabela 14 - Taxas de sobrevida livre de doenga em 5 anos pelo método de Kaplan-
Meier, conforme a presenga ou auséncia de delecdo a hibridizagao.

VARIAVEL CATEGORIA N* SLD P
(Prob. em 5 anos  (Log rank)
- %)
Sem delegio 18 84,7
FISH 0,344
Com delegdo 24 70,3
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4.11 ANALISE DA SOBREVIDA GLOBAL

4.11.1 Dados epidemioldgicos

Desse grupo de variaveis, diagnostico incidental, metastases ao diagnostico e
sintomas ao diagnostico, mostraram diferencas significativas nas curvas de sobrevida
global (Tabela 15) e foram selecionadas para o modelo de Cox. A sobrevida global
de pacientes com diagnoéstico incidental da neoplasia renal foi de 84,1% em 5 anos
versus 60% dos pacientes sintomaticos. Sintomatologia ao diagnostico também foi
indicativo de pior sobrevida global em 5 anos (p=0,004), assim como a presenca de

metastases (p=<0,001).
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Tabela 15 - Taxas de sobrevida global em 5 anos pelo método de Kaplan-Meier,
segundo as varidveis epidemiologicas.

VARIAVEL CATEGORIA N* SG P
(Prob. em 5 anos  (Log rank)
- %)

23-44 20 73,7

Idade 45-59 55 76,9 0,331
60-82 35 56,6
Masculino 68 66,2

Sexo 0,405
Feminino 42 73,9
Branca 97 69,0

Raca 0,822
Naéo branca 13 66,7
Diagnostico Nao 66 60,0

0,004**
incidental Sim 44 84,1
Metastase ao Nao 94 77,9
<0,001%**
diagnostico Sim 16 0,0
Nio 44 40,0
Sintomas 0,004 **

Sim 66 60,0
Nao 107 70,0

CCR familiar 0,819
Sim 3 50,0

* Excluidos os pacientes com informagao incompleta
ok Variaveis selecionadas para o modelo de Cox

4.11.2 Dados clinicos

As variaveis clinicas que demonstraram significancia estatistica na analise de
Kaplan-Meier para a sobrevida global e que foram selecionadas para o modelo de
Cox foram: performance status (Karnofski e Ecog) ¢ recorréncia tumoral. Quanto

menor foi o performance status ao Karnofski, menor foi a sobrevida global
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(p<0,001). Pacientes com Ecog 0 tiveram sobrevida global de 78,2% em cinco anos
versus 31% dos pacientes Ecog 1 ¢ 2 (p=0,001). A presenca de falha/recorréncia
tumoral também foi determinante de menor sobrevida global (35,9% x 86,2%,
p=<0,001).

Tabela 16 - Taxas de sobrevida global em 5 anos pelo método de Kaplan-Meier,
segundo as variaveis clinicas.

VARIAVEL CATEGORIA N* SG P
(Prob. em 5 (Log rank)
anos - %)

60—-70 8 30
80 19 33,8
Karnofski <0,001**
90 49 68,9
100 34 95,5
0 84 78,2
Ecog 0,001**
1-2 26 31,0
) o Nefrectomia radical 82 66,2
Tipo de cirurgia ) ) 0,294
Nefrectomia parcial 28 78,1
Complicagoes Nao 91 68,5
0,637
cirirgicas precoces Sim 19 71,3
Complicagoes Nao 96 69,2
L . : 0,670
cirurgicas tardias Sim 14 68,2
Nao 79 86,2
Recorréncia <0,001%**
Sim 31 35,9
* Excluidos os pacientes com informagao incompleta

ok Variaveis selecionadas para o modelo de Cox
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4.11.3 Dados anatomopatolégicos

As varidveis macroscopicas (Tabela 17) que mostraram diferencas
significativas nas curvas de sobrevida global e que foram submetidas a andlise
multipla foram: tamanho tumoral patolégico e topografia renal. Nessa série, 24
pacientes (21,8%) apresentaram pTla; 30, (27,3%) pTlb; 19, (17,3%) pT2; 33,
(30%) pT3; e 4, (3,6%) pT4. O tamanho tumoral patolégico foi uma varidvel
significativa na sobrevida global dos pacientes na andlise univariada, sendo
observada maior sobrevida para os pacientes portadores de tumores até sete
centimetros com sobrevida em cinco anos de 95,8% para pTla e 86,3% para T1b,
versus 71,5%, 57,1%, 46,3% e 0% para os tumores pT2, pT3a, pT3b e pT4,
respectivamente. Pacientes portadores de tumores renais acometendo mais de um
polo apresentaram menor taxa de SG em 5 anos: 47,7% (p=0,001). A variavel

topografia renal esta relacionada diretamente com o tamanho tumoral patolégico.
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Tabela 17 - Taxas de sobrevida global em 5 anos pelo método de Kaplan-Meier,
segundo as varidveis anatomopatologicas macroscopicas.

VARIAVEL CATEGORIA N* SG P
(Prob. em 5 anos - %) (Log rank)
Tla 24 95,8%
Tlb 30 86,3%
Tamanho tumoral T2 19 71,5%
<0,001**
patologico T3a 16 57,1%
T3b 17 46,3%
T4 4 0%
Direito 51 66,0
0,666
Lateralidade Esquerdo 57 62,0
Bilateral 2 0,00
Polo superior 39 84,6
Polo médio 13 60,6 0,001**
Topografia renal
Pélo inferior 19 85,7
Mais de um poélo 39 47,7
* Excluidos os pacientes com informagao incompleta
*k Variaveis selecionadas para o modelo de Cox

Em relagdo a sobrevida global e aos dados anatomopatologicos
microscOpicos, mostraram-se estatisticamente significativos para o modelo multiplo:
grau de Fuhrman, subtipo histolégico, invasao venosa microscopica, invasao do seio
renal/tecido perinefrético e N patologico.

Pacientes portadores de tumores de baixo grau tiveram maior SG em relagao
aos pacientes que tinham tumores de alto grau (77,9% x 56,6%, respectivamente).
Tumores cromoéfobos foram, entre os subtipos histoldgicos, os que apresentaram a
maior sobrevida global, pois ndo houve mortes relacionadas a esse subtipo. Houve
menor sobrevida global em 5 anos para os pacientes portadores de invasao venosa

microscopica e seio/gordura renal. Pacientes portadores de tumores sem
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acometimento histologico linfonodal (pNO) ou aqueles em que ndo havia linfonodos

no espécime cirargico (pNx) tiveram maior sobrevida em relacdo aos pacientes

portadores de N+ (p=<0,001).

Tabela 18 - Taxas de sobrevida global em 5 anos pelo método de Kaplan-Meier,
segundo as varidveis anatomopatologicas microscopicas.

VARIAVEL CATEGORIA N* SG P
(Prob. em 5 anos - %) (Log rank)
Baixo graul e Il 65 77,9
Grau Fuhrman 0,010%*
Alto grau [l e IV 45 56,6
Células claras 71 67,5
Papilifero 12 73,3
Subtipo
Cromofobo 14 100 0,028**
histologico
TFE3 Gene 2 50,0
Inclassificavel 1 45
Invasdo venosa Nao 83 76,8
0,001 **
microscopica Sim 27 49,0
Invasao seio
Nao 85 73,9
renal, tecido 0,016**
Sim 25 53,3
perinefrético
Nao 100 70,6
Invasdo adrenal 0,582
Sim 10 39,4
Margens Livres 100 70,9
0,086
cirargicas Comprometidas 10 57,1
NO 65 78,9
N patolédgico N+ 12 28,1 <0,001**
Nx 33 68,1
* Excluidos os pacientes com informagao incompleta

ok Variaveis selecionadas para o modelo de Cox



4.11.4 Estadiamento

Entre as variaveis que influenciaram a sobrevida global estdo: estadiamento
clinico TNM 2004 e estddio de Robson. A sobrevida global foi maior entre os
pacientes portadores de tumores localizados em relagdo aos demais (91,7% e 71,3%
x 59,5 e 22,9%, respectivamente). Apesar do estadio de Robson ter sido

estatisticamente significativo na sobrevida global, ele ndo foi selecionado para o

modelo multiplo.

Tabela 19 - Taxas de sobrevida global em 5 anos pelo método de Kaplan-Meier,

segundo os estadiamentos.

VARIAVEL CATEGORIA N* SG P

(Prob. em 5 anos (Log rank)

- %)

1 54 91,7

Estadio clinico 11 14 71,3
<0,001**

TNM I 26 59,5

v 16 22,9

I 67 84,0

II 17 67,4

Estadio de IIla 16 42,9

<0,001
Robson 1IIb 6 33,3
IIlc 1 --
v 3 0,00

b

kK

Excluidos os pacientes com informagao incompleta

Variaveis selecionadas para o modelo de Cox

4.11.5 Analise imunoistoquimica PTEN e Akt e reacdo de hibridizacéo in situ

As expressdes imunoistoquimicas do gene PTEN e da proteina Akt ndo foram

estatisticamente significativas na sobrevida global dos pacientes.
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Tabela 20 - Taxas de sobrevida global em 5 anos pelo método de Kaplan-Meier,
conforme a expressdao imunoistoquimica do PTEN e Akt fosforilado.

VARIAVEL CATEGORIA N* SLD P
(Prob. em 5 anos (Log rank)
- %)
Hipoexpresso 97 69,1
PTEN 0,816
Hiperexpresso 13 74,6
) Hipoexpresso 77 68,7
Akt fosforilado ) 0,934
Hiperexpresso 33 71,2
* Excluidos os pacientes com informagao incompleta

Embora existam diferengas entre as taxas de sobrevida global entre os
pacientes com delecdo a reacdo de hibridizacdo in situ e os pacientes sem delegédo,
sendo respectivamente, 75,7% versus 82,8%, elas ndo apresentaram significancia

estatistica, pois apresentaram p=0,468.

Tabela 21 - Taxas de sobrevida global em 5 anos pelo método de Kaplan-Meier,
conforme a presenca ou auséncia de dele¢ao a hibridizacao.

VARIAVEL CATEGORIA N* SLD P
(Prob. em 5 anos (Log rank)
- %)
Sem delegdo 23 82,8
FISH 0,468
Com delegao 30 75,7

* Excluidos os pacientes com informagao incompleta
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Figura 7 — Curva de sobrevida global em 5 anos conforme a presenga ou auséncia de

delecdo a hibridizagao.

4.12 ANALISE PELO MODELO DE COX

4.12.1 Sobrevida livre de doenca

Para a sobrevida livre de doenga em analise multipla, somente os estadios
clinicos II e III demonstraram significancia estatistica (HR=4,34 e 12,85; p=0,02 ¢
0,01, respectivamente), independentemente de sintomatologia ao diagnostico,

topografia renal, invasdo venosa microscopica e invasao do seio renal/gordura renal.
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Tabela 22 - Sobrevida livre de doenga em 5 anos de acordo com o modelo multiplo.

VARIAVEL CATEGORIA HR P
I Baseline
Estadio clinico
11 4,34 0,02
TNM 2004
11 12,85 0,01
Sintomatologia ao Nio Baseline
0,155
diagnostico Sim 2,491
Superior 0,413
Médio 0,984
Topografia renal
Inferior 4,340 0,099
Mais de um poélo 2,405 0,237
Invasdo venosa Nao Baseline
. . . 0,258
microscopica Sim 0,748
Invasdo seio Nio Baseline
0,287
renal/gordura renal Sim 1,958

4.12.3 Sobrevida global

Pela analise multipla, a sobrevida global dos pacientes foi influenciada,
independentemente, pelas seguintes varidveis: estadio clinico IV (HR=7,095;
p=0,011), Ecog 1 e 2 (HR=0,28; p=0,01), Karnofski 60/70 (p=0,042), 80
(HR=15,436; p=0,009) ¢ 90 (HR=13,051; p=0,017), sintomatologia ao diagnéstico
(HR=3,380; p=0,037), alto grau de Fuhrman (HR=2,421; p=0,057) e recorréncia
tumoral (HR=3,380; p=0,029). O gene PTEN, através da reacdo de FISH e IIQ, foi
testado em analise multipla para a sobrevida livre de doenga e global, ¢ ndo houve
diferenga nas sobrevidas livre de doencga (p=0,473 ¢ 0,984, respectivamente) ¢ global

(p=0,286 e p=0,524, respectivamente).



Tabela 23 - Sobrevida global em 5 anos de acordo com o0 modelo multiplo.

VARIAVEL CATEGORIA HR P
I Baseline
11 1,2 0,829
Estadio clinico TNM
11 2,294 0,250
v 7,095 0,007
Margens cirurgicas Nio Baseline
comprometidas Sim 1,217 0,754
Baixo grau Baseline
Grau Fuhrman 0,057
Alto grau 2,421
Sintomatologia ao Nao Baseline
0,037
diagndstico Sim 3,380
0 Baseline
ECOG 0,010
1+2 0,28
60/70 15,436 0,042
80 13,051 0,009
Karnofski
90 0,964 0,017
100 Baseline 0,054
ndo Baseline
Recorréncia 0,029
sim 3,380
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Figura 8 — Curva de sobrevida global pelo modelo multiplo segundo sintomatologia

ao diagnostico.
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5 DISCUSSAO

O sexo ndo ¢ um fator prognostico reconhecido na sobrevida dos pacientes
portadores de neoplasia renal. Segundo DHOTE et al. (2000) e GODLEY ¢ ATAGA
(2000), os homens sao duas vezes mais acometidos que as mulheres.

Em 768 pacientes portadores de carcinoma de células renais tratados
cirurgicamente com intencdo curativa, ONISHI et al. (2002) ndo encontraram
diferenca estatisticamente significativa na sobrevida global entre os sexos; porém,
quando os resultados foram ajustados somente pelo subtipo histologico de células
claras, houve melhor prognostico para as mulheres (p=0,012). NOMOTO et al. 1999
também demonstraram melhor progndstico e sobrevida para as pacientes do sexo
feminino, por associar-se mais freqliientemente com tumores de menor grau
histoldgico e menores taxas de recorréncia.

Neste presente estudo, a neoplasia renal teve freqiiéncia predominante no
sexo masculino (61,8%) e semelhante as descritas na literatura. Diferentemente aos
achados de ONISHI et al. (2002) e NOMOTO et al. (1999), pacientes do sexo
feminino ndo apresentaram taxas de sobrevida inferiores aos pacientes do sexo
masculino. Uma possivel explicagdo para menor sobrevida observada por esses
autores em relagdo ao sexo masculino reside no fato de esses pacientes apresentarem
tumores de maior tamanho e estadio mais avancado ao diagndstico e,

conseqiientemente, pior prognostico.
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O CCR acomete geralmente individuos com idade entre 50 ¢ 70 anos com
idade média ao diagnostico de 60 anos na forma esporadica ¢ 40 anos nas formas
hereditaria ou familiar (KIRKALI e OBEK 2003).

Acredita-se que pacientes mais jovens (idade < 40 anos) sejam portadores de
tumores mais indiferenciados ao diagndstico e piores respondedores aos tratamentos
adjuvantes ou neoadjuvantes: porém, a idade como um fator progndstico em
neoplasia renal permanece controversa.

Nesta série, a idade média ao diagndstico foi de 55 anos e 20% dos pacientes
apresentavam idade inferior a 45 anos. Idade ndo foi um fator de pior progndstico nas
taxas de sobrevida global (p=0,331) e livre de doenca (p=0,697) apesar de os
pacientes com idade inferior a 44 anos apresentarem menor SLD em 5 anos em
relacdo aos pacientes com idade entre 45 e 59 anos e idade superior a 60 anos, sendo
as taxas 54,6%, 76,4% e 80,1%, respectivamente.

Para GRIFFITHS et al. (2002), idade mais jovem ao diagndstico foi
determinante de menor sobrevida em relacdo aos pacientes de maior idade, pois o
diagnéstico foi mais incidental em pacientes mais velhos pela realizagdo mais
rotineira de exames de imagem por outros motivos médicos, resultando no
diagnéstico de tumores de menor tamanho, assintomaticos e de melhor prognostico.

De maneira contraria aos resultados de GRIFFITHS et al. (2002) e contando
com uma casuistica superior, VERHOETS et al. (2004) demonstraram maior
sobrevida para os pacientes com idade inferior a 40 anos apds a analise dos
resultados de 12 instituigdes européias no tratamento do CCR, selecionando um total
de 4474 casos e estratificando-os pela idade em: <40, >40 e <60, >60 e <80, >80. A

sobrevida cancer especifica em cinco anos dos pacientes com idade menor que 40
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anos foi estatisticamente superior aos demais e, respectivamente, de 85% x 74% x
70% x 69%.

O performance status, através da graduagdo de Karnosfski e Ecog, faz uma
avaliacdo do impacto que a neoplasia causa na saude global dos pacientes. Nos 110
pacientes analisados neste estudo, o PS foi avaliado inicialmente através do
Karnofski e posteriormente convertido pelo autor nos indices de Ecor por meio de
uma escala (Anexo 2).

Apesar de critérios subjetivos serem utilizados na definicdo do Karnofski e
Ecog, o performance status foi um fator progndstico significativo nas sobrevidas
livre de doenca e global, semelhantemente aos achados de UNO et al. (2004) ¢
KARAKIEWICZ et al. (2007). UNO et al. (2004) analisaram retrospectivamente 482
pacientes submetidos a nefrectomia com intengdo curativa, e o Ecog foi o principal
fator progndstico na sobrevida desses pacientes, seguido em ordem decrescente por
invasdo vascular venosa, grau histoldégico e modo de infiltragdo tumoral. Em 2570
pacientes portadores de CCR tratados, KARAKIEWICZ et al. (2007) demonstraram
que o performance status avaliado através do Ecog foi, em analise multivariada, um
fator progndstico significativo na sobrevida cancer especifica, pois pacientes com
Ecog 1 tiveram um risco de morte por cancer 3,4 vezes maior que pacientes Ecog 0.

Nesta série, o performance status foi importante somente na sobrevida global
no modelo multiplo. Pacientes com Ecog 1 ou 2 tiveram 28% mais chance de morte
que os pacientes Ecog 0 (HR=0,28, p=0,010), assim como pacientes com Karnofski
inferior a 90% tiveram menor sobrevida global em relagdo a indices superiores
(p=0,007). O Ecog apresentou valor prognostico similiar ao Karnofski ¢ tem a

vantagem de ser composto por cinco itens, demonstrando maior praticidade.
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O performance status ¢é o principal fator prognostico em pacientes portadores
de CCR metastatico, sendo importante na selecdo de pacientes candidatos a
nefrectomia citorredutora e interleucina em altas doses. Nesta série, o PS foi um fator
prognoéstico nas sobrevidas de pacientes portadores de metastase a distancia ou nao,
demonstrando que pode ser estendido para outros estadios e ndo somente aplicado ao
estadio clinico IV.

Os tumores renais crescem, geralmente, sem produzir sintomas devido a sua
localizagdo retroperitoneal. Quando atingem dimensdes maiores € que ocasionam
sintomas como dor ou sangramento urinario, bem como a invasdo de estruturas
vizinhas. Alguns autores t€ém encontrado a presenga de sintomatologia ao diagndstico
como um fator de pior prognostico (HARADA et al. 2005; KARAKIEWICZ et al.
2006).

Neste presente estudo, um Unico paciente apresentou a triade classica de
hematuria, dor lombar e massa palpavel no flanco, que segundo KIRKALI e OBEK
(2003), esta presente em até 10% dos pacientes, notando-se apesar de que dor lombar
que corresponde a 30% dos sintomas, e hematuria, a 27,3%, tenham sido os sintomas
mais freqiientes. A triade, geralmente, esta relacionada a ocorréncia de tumores
avancados ao diagnostico.

HARADA et al. (2005) ¢ KARAKIEWICZ et al. (2006) demonstraram
menores taxas de sobrevida, em modelo mulitplo, para os pacientes portadores de
sintomas ao diagnéstico em relacdo aos pacientes assintomaticos ao diagnostico

inicial.
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Hoje em dia, mais de 50% das neoplasias renais sdo detectadas em fase
assintomatica e de maneira incidental (DHOTE et al. 2000; PANTUCK et al. 2001;
FICARRA et al. 2003).

Nesta série, a maioria dos pacientes (60%) eram portadores de sintomas ao
diagnostico. Esse numero reflete a influéncia de dois fatores: a casuistica deste
estudo é composta por pacientes tratados nesta instituicdo desde 1980 até o presente,
quando a maioria dos tumores renais era diagnosticada tardiamente, assim como nao
era rotineira a solicitagdo de exames de imagem por outros motivos médicos, como
se faz atualmente. Segundo CHOW et al. (1999), entre os anos de 1986 ¢ 1994 houve
uma duplicacdo na indicagdo de exames complementares como tomografias e
ressonancias, resultando em maior nimero de tumores renais diagnosticados
assintomaticos e incidentalmente.

Na analise univariada e pelo modelo de Cox, sintomatologia ao diagndstico
foi um fator que afetou significativamente a sobrevida global em analise univariada e
multipla (p=0,004 e p=0,037, respectivamente). Os pacientes com sintomas ao
diagnéstico tiveram SG em 5 anos de 60% versus 84,1% para os pacientes
assintomaticos. A sobrevida livre de doenca nao foi influenciada no modelo multiplo
por sintomatologia ao diagnostico.

Diversos autores tém demonstrado o impacto do diagnostico incidental de
tumores renais na sobrevida dos pacientes (SWEENEY et al 1996; PANTUCK et al.
2001; FICARRA et al. 2003; LEIBOVICH et al. 2004). Nos 110 pacientes
analisados, 44 (40%) apresentaram diagnostico incidental e a sobrevida global desses
pacientes foi estatisticamente maior em relagdo aos pacientes sintomaticos ao

diagnéstico (84,1% x 60%, p=0,004). De maneira semelhante a sintomatologia ao
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diagnostico, o diagnostico incidental foi uma varidvel independente na sobrevida
global dos pacientes, estando mais freqlientemente associado a presenga de tumores
de melhor progndstico, localizados e assintomaticos.

Cerca de 2% a 4% dos tumores renais diagnosticados sdo hereditarios
(MAYNARD e OHN 2004). Nesta série, trés pacientes (2,7%) apresentaram
carcinoma de células renais hereditario, diagnosticado clinicamente. Nao houve
diferencas nas taxas de sobrevidas livre de doenga e global entre os pacientes com ou
sem tumor hereditdrio, apesar da maior freqiiéncia de multifocalidade e bilateralidade
observada em tumores renais hereditarios.

LAM et al. (2005) demonstraram que metastases ao diagnostico estdo
presentes em 20% a 30% dos pacientes portadores de neoplasia renal. Segundo
MOTZER et al. (1999), a presenca de metastases ao diagnéstico determinou
sobrevida em 5 anos inferior a 10%, quando comparado a 64% dos pacientes sem
metastases ao diagndstico (LIPWORTH et al. 2006). Para SAWCZUK e POLLARD
(1999), a mortalidade chega a 50% em seis meses apos o diagnostico.

Neste presente estudo, a feqiiéncia de metéastase ao diagnostico foi inferior a
encontrada na literatura e presente em 16 pacientes (14,5%). Pode ser que a menor
freqliéncia de metastases observada neste estudo seja decorrente da maior ocorréncia
de tumores em estadio localizado e ndo associados a achados adversos como: invasdo
de gordura perirrenal, invasdo vascular ou acometimento linfonodal. A sobrevida
global em 1,3 e 5 anos foi, respectivamente, de 47,1%, 31,4% e 0%. Nos pacientes
sem metastases ao diagnodstico a SG foi de 76,2% em 5 anos. Na analise univariada,
metastase ao diagnostico foi uma varidvel significativa na sobrevida global, pois

apresentou p<0,001.
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O tratamento principal da neoplasia renal consiste na ressec¢ao completa do
tumor, que pode ser realizada através de nefrectomia radical ou parcial. Segundo
SCHLOMER et al. (2006), a nefrectomia parcial corresponde a 31% a 42% dos
procedimentos cirurgicos e estd indicada para tumores com tamanho inferior a quatro
centimetros (pT1la). Nesta série, nefrectomia parcial foi realizada em 28 pacientes
(25,5%) esta de acordo com a freqiiéncia de tumores pTla e foi observada em 24
casos (21,8%). Os quatro casos restantes em que foi realizada a nefrectomia parcial,
foram tumores com tamanho entre quatro e sete centimetros, mas sem invasdo de
sistema coletor e localizados em polo renal superior ou inferior, possibilitando a
ressec¢do parcial renal. A nefrectomia radical foi realizada em 82 pacientes (74,5%),
e continua sendo a principal e mais freqliente modalidade terapéutica no tratamento
do CCR.

Nao houve diferengas estatisticamente significativas nas sobrevidas global e
livre de doenga em relagdo ao procedimento cirirgico, embora tenha sido observada
uma tendéncia para maior SG nos pacientes submetidos a nefrectomia parcial em
relagdo a nefrectomia radical (78,1% versus 66%, p=0,294). Essa tendéncia
observada ¢ decorrente do fato de nefrectomia parcial estar indicada no tratamento de
tumores menores e localizados sem linfonodomegalia no intraoperatério.

Complicagdes cirurgicas precoces ¢ tardias ocorreram com freqiiéncias
semelhantes, sendo insuficiéncia renal a complicagdo mais freqiientemente
observada. As taxas de sobrevida global e livre de doenga dos pacientes ndo foram
afetadas pela presenga de complicagdes cirtrgicas precoces ou tardias (p=0,637 e

0,670; 0,587 e 0,926, respectivamente).
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Diversos autores tém demonstrado que insuficiéncia renal cronica (IRC)
ocorre mais frequentemente apo6s nefrectomia radical quando comparada a
nefrectomia parcial (LEIBOVICH et al. 2004; LESAGE et al. 2007). Neste estudo,
nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os dois tipos de cirurgia em
relacdo as complicagdes cirargicas precoces (p=0,084) ou tardias (p=0,341).
Portanto, a nefrectomia radical ndo determinou maior ocorréncia de IRC em relagao
ao procedimento parcial.

Nesta série, 31 pacientes (31,7%) apresentaram recorréncia sistémica ou
local. Para SAWCZUK e POLLARD (1999), metéstases durante o seguimento
ocorrem em de 30% a 40% dos pacientes portadores de tumores renais tratados com
intengdo curativa. Segundo MEJEAN et al. (2003); SENGUPTA et al. (2005) e
TOYODA et al. (2006), pulmdo e osso sdo os sitios metastaticos mais freqiientes,
sendo cirurgia, radioterapia ¢ imunoterapia as principais modalidades terapéuticas
empregadas na doenca metastatica.

Neste estudo, os sitios mais freqiientes foram: pulmao (22,6%), osso (22,6%)
e local (9,7%). Em 29% dos casos havia mais de um sitio metastatico. Radioterapia,
cirurgia ¢ imunoterapia foram os principais tratamentos empregados na recorréncia e
que, no futuro, podem vir a ser modificados pela recente incorporacio das terapias
baseadas em alvos moleculares no tratamento da doenca metastatica e que tém
produzido taxas de resposta superiores aos tratamentos oncoldgicos convencionais
(SCHOFFSKI et al. 2006).

A sobrevida global dos pacientes portadores de doenca recorrente foi
significativamente inferior a sobrevida dos pacientes que ndo apresentaram

recorréncia (76,2% versus 34,8%, p=<0,001). A presenga de recorréncia tumoral
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ap6s tratamento cirargico radical curativo foi um fator independente de pior
progndstico na sobrevida global (p=0,029). A pior sobrevida para os pacientes com
recorréncia tumoral é explicada pela falta de tratamento eficaz da recidiva, ja que, em
muitas vezes, a cirurgia de resgate nao ¢ possivel e a neoplasia renal ¢ resistente a
tratamentos oncoldgicos convencionais.

Nao foram encontrados estudos que demonstrassem a importancia da
topografia da neoplasia renal nas sobrevidas global e livre de doenga de pacientes
portadores de CCR. Nos 110 pacientes analisados, a topografia da lesdo renal foi um
fator significativo nas sobrevidas global (p=0,001) e livre de doenga (p=0,048), pela
analise univariada. Em modelo multiplo, ap6s o ajuste com o estadiamento clinico
patoldgico, ndo foi uma varidvel significativa. A topografia renal estd relacionada
com o tamanho tumoral, sendo que as menores sobrevidas foram observadas nos
tumores que acometiam mais de um poélo renal e, conseqiientemente, apresentavam
maior tamanho em relacdo aos tumores que acometiam um unico pélo.

A classificacdo histologica proposta por FURHMAN et al. (1982) ¢ a mais
utilizada nos Estados Unidos e na Europa (FICARRA et al. 2005). Ela faz uma
avaliacdo do tamanho, formato e conteudo do nucleo e nucléolo. Varia de grau 1 a 4
conforme aumentam as desproporcdes entre célula e nicleo e surgem irregularidades
no formato e contetido celular (FURHMAN et al. 1982).

Apesar de a graduacdo de Fuhrman estar sujeita as variagdes intra e inter
observadores e também a grande heterogeneidade das neoplasias renais, ¢ um dos
principais fatores prognosticos no CCR, em conjunto com o estadiamento clinico e

anatomopatoldgico.
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Atualmente, os tumores malignos renais sdo classificados em baixo grau,
graus 1 e 2, e alto grau, graus 3 e 4 com a finalidade de reduzir a variancia
intraobservadores. Segundo AL-AYNATI et al. (2003) houve reducdo de 53% na
variancia intraobservadores com a classificacdo dos tumores renais em alto e baixo
grau (HSU et al. 2004; FICARRA et al. 2005).

Neste estudo, predominaram os tumores de baixo grau: presentes em 65
pacientes (59,1%), enquanto 45 pacientes (40,5%) eram portadores de tumores de
alto grau. O predominio de tumores de baixo grau nesta série pode ser explicado pela
maior ocorréncia de tumores localizados e de dimensdes menores (EC I e II), pois
segundo GUDBJARTSSON et al. (2005), tumores de alto grau estdo associados
freqlientemente a tumores maiores ¢ metastaticos (EC III e IV). As sobrevidas foram
de 77,9% e 56,6%, respectivamente, para os pacientes com tumores de baixo grau e
alto grau (p=0,010). Em modelo multiplo, o grau 4 de Fuhrman foi um fator
independente de pior prognostico na sobrevida global (p=0,057), pois atingiu o limite
da significancia.

FUHRMAN et al. (1982) demonstraram diferentes taxas de sobrevida entre
os graus 1, 2, 3 e 4 sendo, respectivamente, de 64%, 34%, 31% e 10%.
GUDBJARTSSON et al. (2005) confirmaram a importancia prognostica do grau de
Fuhrman na sobrevida livre de doenga de 629 pacientes portadores de CCR tratados
por cirurgia. As sobrevidas em cinco anos para os graus 1, 2, 3 e 4 foram,
respectivamente, de 87,3%, 70,5%, 49,5% e 14,5%. O grau 4 de Fuhrman foi um
fator independente de pior progndstico na SLD desses pacientes.

Apesar de os tumores solidos renais terem sofrido modificagdes em sua

classificagdo histologica em 2004 pelo melhor conhecimento histologico, citologico
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e molecular das neoplasias renais (BRUDER et al. 2004), o impacto do subtipo
histologico nas sobrevidas dos pacientes portadores de CCR ¢é controverso.

O subtipo de células claras é o mais freqliente, correspondendo a 70% - 80%
dos subtipos, o papilifero é o segundo subtipo mais freqiiente com 10 - 20%, o
cromofobo com 5%, inclassificavel com 5% e o carcinoma dos ductos coletores
corresponde a 1% (AMIN et al. 2002; CINDOLO et al. 2005; LAM et al. 2005).
Diversos autores tém demonstrado pior progndstico para a variante de células claras
em relagdo aos demais subtipos (CHEVILLE et al. 2003; KONTAK ¢ CAMPBELL.
2003; FICARRA et al. 2006).

Nesta série, a freqiiéncia entre os diferentes subtipos foi diferente das
encontradas na literatura, ja que tumores cromo6fobos foram mais freqlientes que
papiliferos. Essa diferenga observada deve-se ao acaso e em alguns casos o
patologista dispunha de uma unica lamina para a revisdo ndo possibilitando que
outros cortes fossem feitos para a confirmacdo histologica. O subtipo de células
claras esteve presente em 71 pacientes (64,5%), papilifero em 12 pacientes (10,9%),
cromé6fobo em 14 pacientes (12,7%), inclassificavel em 10 pacientes (9,1%), TFE3
gene em dois pacientes (1,8%) e ductos coletores em 1 paciente (0,9%).

As taxas de sobrevida global em cinco anos foram respectivamente para os
subtipos: 67,5%, 73,3%, 100%, 50%, 45% e 0%. O subtipo histologico foi uma
variavel significativa na sobrevida global dos 110 pacientes, ndo sendo confirmada
no modelo de Cox apos o ajuste com o estadio clinico patologico. Em casuisticas de
377, 628 e 4.053 pacientes tratados -cirurgicamente, AMIN et al. (2002),
GUDBJARTSSON et al. (2005) e PATARD et al. (2005), respectivamente, nao

encontraram associagao entre subtipo histologico e sobrevida no modelo multiplo.
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Entre os subtipos histologicos, os pacientes portadores de tumores
cromo6fobos tiveram as maiores sobrevidas atingindo 100% em 5 anos, iguais as
demonstradas por AMIN et al. (2002) e FICARRA et al. (2006). Para muitos autores,
o subtipo cromo6fobo apresenta o melhor prognostico em relagdo aos demais subtipos
(MOCH et al. 2000; AMIN et al. 2002; CINDOLO et al. 2005).

Para VAN POPPEL et al. (1997), a invasdo venosa microscopica ¢ um dos
principais fatores prognosticos e determinantes da sobrevida de pacientes submetidos
a nefrectomia radical curativa e estd presente em 25% - 28% das neoplasias renais
(VAN POPPEL et al. 1997).

GONCALVES et al. (2004) analisaram a influéncia da invasdo venosa
microscopica na sobrevida de 95 pacientes portadores de neoplasia renal localizada,
tratados cirurgicamente. Em 24 pacientes (25%) havia invasdo venosa microscopica.
Recorréncia tumoral foi observada em 12 pacientes (50%) que apresentavam invasao
venosa microscopica € em quatro pacientes (6%) que ndo a apresentavam. No
modelo multiplo, invasdo venosa microscopica foi uma variavel independente na
sobrevida livre de doencga dos pacientes analisados.

No grupo de 110 pacientes analisados, invasdo venosa microscopica esteve
presente em 27 pacientes (24,5%), com freqiiéncia semelhante a encontrada por
VAN POPPEL et al. (1997) e GONCALVES et al. (2004). Os pacientes com invasao
venosa microscopica tiveram sobrevida global em 5 anos de 49% versus 76,8% entre
aqueles que ndo a apresentavam. A sobrevida livre de doenga em 5 anos foi de 44,6%
para os pacientes com invasao venosa microscopica e 73,6% para os pacientes sem

invasdo venosa microscopica. A analise univariada mostrou que a presenca de
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invasdo venosa microscopica foi determinante de menor sobrevida livre de doenca
(p=0,002) e global (p=0,001).

A pesquisa de invasdo venosa microscopica ¢ um procedimento simples e nao
¢ influenciada por fatores subjetivos como a gradugdo de Fuhrman e performance
status. A hematoxilina-eosina €, na maioria das vezes, suficiente para determinar a
presenga ou a auséncia de invasdo. Em casos de divida, a imunoistoquimica ajuda a
esclarecer através de anticorpos anti-VIII ou anti-CD34 (LANG et al. 2004).

Ha duas classificagdes utilizadas no estadiamento do CCR: o TNM
modificado em 2004 (SOBIN e WITTEKIND 2004), e a classificagdo de Robson
proposta inicialmente em 1969 (ROBSON et al. 1969) (Anexo 3). Apesar de a
classificagdo de Robson ter como vantagem a sua praticidade, ela apresenta
limitagdes por incluir no mesmo estadio tumores de progndsticos e condutas
diferentes. Por esse motivo ndo foi selecionada para o modelo multiplo.

A classificagdo TNM ¢ mais utilizada e faz uma avaliagdo do tamanho do
tumor primario (T), extensdo de doenga linfonodal (N) e presenca ou auséncia de
metastases (M). Pacientes com mesmo tamanho tumoral podem apresentar variagdes
das classificagdes N e M, diferenciando-os de acordo com o prognéstico. Em 2002
ela sofreu modificagdes, quando promoveu principalmente a subdivisdo do estadio I
em Tla (tumores de até 4cm) e Tlb (tumores de 4cm a 7cm), e os tumores T3
reclassificados em T3a e T3b.

Nesta série, cerca de 50% dos tumores tratados apresentavam tamanho de até
sete centimetros, e taxas de sobrevida global em cinco anos de 95,8% e 86,3%, para
tumores pTla e pTlb, respectivamente. Essas taxas foram significativamente

maiores em relacdo aos tumores pT2, pT3a, pT3b e pT4, sendo, 71,5%, 57,1%,
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46,3% e 0%, respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com os achados de
UNO et al. (2004) ¢ ISHIMURA et al. (2004b), nos quais, o tamanho tumoral
patologogico foi uma variavel significativa nas sobrevidas global e livre de doenga
dos pacientes em analise univariada (p<0,001), mas ndo confirmando sua
significancia no modelo multiplo.

Semelhante aos resultados de PANTUCK et al. (2001) ¢ HYUNG et al.
(2005), os tumores renais menores (at¢ 7 cm) e localizados (pTla, pTlb,),
apresentaram maior sobrevida em relagdo aos tumores maiores € com achados
adversos como invasdo direta de glandula adrenal, invasdo venosa ou metastase
linfonodal.

A importancia do tamanho tumoral nas taxas de sobrevida é controversa e
deve ser considerada mais nos tumores localizados (EC I e II TNM) em que ndo ha
outros fatores de pior progndstico. O tamanho tumoral estd fortemente associado ao
estadio patologico.

A presenca de doenca linfonodal histologicamente positiva (pN+) ou
metastatica (M1) € determinante de pior prognostico (PANTUCK et al. 2003b).
Linfonodos histologicamente positivos estdo presentes em 2% a 10% dos carcinomas
renais e a sobrevida em cinco anos destes pacientes varia de 11 a 35% (PANTUCK
2003b; LAM et al. 2005; KARAKIEWICZ et al. 2007).

Entre os 110 pacientes analisados neste estudo, 65 pacientes (59,1%) eram
pNO, 33 pacientes (30,0%) pNx e 12 pacientes (10,9%) apresentavam pN-+.
KARAKIEWICZ et al. (2007) identificaram 241 pacientes (9,4%) com linfonodos
histologimente positivos entre 2570 pacientes tratados e com freqiiéncia semelhante

a encontrada no presente estudo.
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A freqiiéncia elevada de pNx ¢ justificada pela linfadenectomia nao ser um
procedimento padrao no tratamento do CCR, pois um unico estudo prospectivo e
randomizado com 772 pacientes portadores de neoplasia renal localizada ndo
demonstrou aumento nas sobrevidas global e livre de doenga em 5 anos nos pacientes
tratados com linfadenectomia retroperitoneal além da nefrectomia (BLOM et al.
1999). A freqiiéncia de pNx pode chegar até 40% dos pacientes (CHEVILLE et al.
2003).

As taxas de sobrevida global em 5 anos para os pacientes pNO, pNx ¢ pN+
foram de 78,9%, 68,1% e 28,1%, respectivamente. Na analise univariada, o status
linfonodal patoldgico foi um fator significativo nas taxas de sobrevida global, ndo
confirmando sua significancia através do modelo multiplo. Analisando somente os
pacientes pNO e pNx, ndo houve diferenca significatica entre as taxas de sobrevida
global (p=0,485), e isso reflete a capacidade do cirurgido em julgar corretamente a
necessidade de realizar ou ndo a linfadenectomia no intra-operatorio a partir da
identificagdo de tumores de maior risco para metastase linfonodal, que correspondem
aqueles maiores de cinco centimetros, necroticos e ndo incidentais ao diagnostico.

Em 2385 pacientes avaliados, CHEVILLE et al. (2003) encontraram 800
pacientes (40,3%) pNx, 1082 pacientes (54,5%) pNO e 103 pacientes (5,2%)
portadores de linfonodos histologicamente positivos. Em andlise univariada, a
presenga de pN+ foi fator de pior progndstico na sobrevida livre de doenca dos
pacientes (HR=3,34; p<0,001).

No presente estudo, 54 pacientes (49,1%) foram estadiados como estadio
clinico I (EC I), 14 pacientes (12,7%) como EC II, 26 pacientes (23,6%) EC Il e 16

pacientes (14,5%) como EC IV. O estadiamento TNM (SOBIN e WITTEKIND
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2004) foi uma varidvel estatisticamente significativa nas sobrevidas livre de doenca e
global, na analise univariada e multipla. O maior risco de morte foi observado entre
os pacientes portadores de estadios III e IV. Certamente, o estadio TNM ¢ a variavel
de maior valor progndstico no CCR, assim como em outras neoplasias.

GUDBJARTSSON et al. (2005) encontraram taxas de sobrevida livre de
doenca de 92,9%, 79,8%, 54,6% e 11,4% para os estadios I, II, III e IV,
respectivamente. O estadio clinico TNM 2004 foi uma varidvel independente na SLD
dos 628 pacientes analisados.

A imunoistoquimica faz uma avaliagdo da proteina mediante uma reagao
antigeno-anticorpo. Para a andlise dos resultados, ¢ importante a padronizacao das
reacdes ¢ da leitura das laminas, como também dos escores que sdo atribuidos aos
resultados, para reduzir variagdes interobservadores e permitir a comparacao dos
resultados entre diferentes instituigdes.

PALLARES et al. (2005) também demonstraram a importancia da escolha
correta do anticorpo no estudo I11Q. Em 95 amostras de neoplasia de endométrio
presentes no TMA, um Unico anticorpo anti-PTEN demonstrou maior correlagdo com
as alteragdes moleculares do mesmo gene detectadas através de reacdo de polimerase
em cadeia entre quatro anticorpos testados.

Neste presente estudo, hipoexpressio do PTEN foi encontrada em 97
amostras (88,2%) dos 110 analisados, com freqiiéncia superior a encontrada na
literatura. Somente 13 pacientes (11,8%) apresentaram expressao positiva e normal
para o PTEN. Essa freqiiéncia de hipoexpressao 11Q do PTEN em CCR ¢ observada
em neoplasias endometriais, em que alteracdoes do PTEN sdo encontradas em até

80% dos casos (PALLARES et al. 2005).
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Perda de antigenicidade do material deve ser considerada como um potencial
fator de prejuizo a reagdo, pois o formol tamponado a 10% que melhor preserva as
caracteristicas antigénicas teciduais foi incorporado como rotina na instituicdo na
fixagdo das pegas cirurgicas a partir de 1996, sendo esse estudo constituido por
pacientes tratados desde 1980.

Neste presente estudo, houve correlagdo baixa e ndo significativa entre a 11Q
e hibridizagao in situ para o PTEN (kappa=0,146, p=0,235). Nesta analise, a falta de
correlacdo entre os métodos testados deve ser interpretada com cautela, pois a reagdo
de hibridizacao foi passivel de leitura em cerca de metade dos 110 casos inicialmente
testados. Houve concordancia bruta em 32 casos, pois, em 25 em que havia deleg¢ao
do PTEN, havia hipoexpressao a IIQ, e em 7 casos sem delecdo a expressao 11Q do
PTEN estava normal. Delecdo do PTEN ndo ocasionou a maior hipoexpressao
imunoistoquimica observada.

A hipoexpressao I1Q do PTEN pode ser explicada parcialmente, pois o gene
PTEN também ndo foi investigado quanto a presenca de mutagdo e de eventos
epigenéticos, principalmente a metilagdo que sdo importantes mecanismos de
inativagdo. Além disso, a imunoistoquimica do PTEN ndo ¢ influenciada por um
pseudogene localizado no cromossomo 9p21 e que apresenta 98% de mesma
seqiiéncia nucleotidica ao verdadeiro PTEN, diferentemente da pesquisa de mutacao
e metilacdo em que o pseudogene pode interferir na andlise dos resultados
(SALVENSEN et al. 2004).

Alguns estudos demonstram correlagdo entre a  hipoexpressao
imunoistoquimica do PTEN e a a¢do do TGFp1 e da quinase CK2. Segundo EBERT

et al. (2002), o PTEN ¢ controlado pelo TGFp1, e, em carcinoma de pancreas, houve
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correlagao entre hipoexpressao IIQ do PTEN e hiperexpressao do TGFB1. Pode ser
que a elevada freqiiéncia de hipoexpressio do PTEN observada em CCR seja
decorrente da maior atividade do TGFB1 comocidentificado em cancer de pancreas.
Para VAZQUEZ et al. (2000), a proteina PTEN ¢ regulada por quinases,
principalmente a quinase CK2. A maior atividade dessa quinase pode causar maior
fosforilagdo da por¢ao terminal da proteina e conseqiiente reducao de sua atividade,
podendo resultar em maior hipoexpressao I1Q.

Em relacdo as taxas de sobrevida, a hipoexpressdo do PTEN ndo afetou com
significancia estatistica a SG e a SLD, embora tenha sido identificada uma tendéncia
para menor sobrevida entre os pacientes portadores de hipoexpressao I1Q. A
sobrevida global em 5 anos dos pacientes com hipoexpressdo foi de 69,1%,
comparados a 74,6% dos pacientes com hiperexpressdao (p=0,816). Em relagdo a
sobrevida livre de doenga, apesar dos resultados ndo serem significativos, nao
ocorreram recidivas nos pacientes com expressao positiva (p=0,272) e a sobrevida
foi de 86%, enquanto nos pacientes com expressao negativa a SLD foi de 73,3%
(p=0,272).

Apesar de contar com uma casuistica inferior ¢ composta por 67 pacientes,
LEE et al. (2003) demonstraram em analise univariada menor sobrevida para os
pacientes portadores de hipoexpresao imunoistoquimica do PTEN. A metodologia de
analise I11Q foi semelhante a empregada nesta série. Somente o estadio TNM foi
significante no modelo de Cox (p<0,001).

O Akt ¢ uma das proteinas controladas pelo PTEN, e sua hiperexpressdo

imunoistoquimica nas neoplasias pode ser decorrente de acdo de diferentes
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estimulos, entre eles, alteragdes do gene PTEN (HILL ¢ HEMMINGS 2002;
ATHKINS et al. 2004; BEUVINK et al. 2005; LAM et al. 2005).

HORIGUCHI et al. (2003) avaliaram a expressao da proteina Akt fosforilada
em 48 amostras tumorais de pacientes portadores de CCR. Hiperexpressao de Akt foi
identificada em 18 amostras (37,5%) e hipoexpressaio em 30 (62,5%). A
hiperexpressdo do Akt correlacionou-se com tumores metastaticos e alto grau
histologico (p=0,004 e p=0,03, respectivamente). Em andlise univariada, a sobrevida
cancer especifica foi influenciada negativamente pela hiperexpressao da proteina Akt
(p=0,01). Neste estudo, ndo foi verificado o status do gene PTEN.

Neste presente estudo, das 110 amostras de CCR analisadas, 77 amostras
(60%) apresentavam o Akt hipoexpresso e em 33 (40%) o Akt estava hiperexpresso a
imunoistoquimica. A freqiiéncia de Akt hiperexpresso foi semelhante a encontrada
por HORIGUCHI et al. (2003) e proxima dos 40%.

Ha diferentes formas de ativagdo da proteina Akt, e por esse motivo utilizam-
se dois anticorpos para sua analise (HORIGUCHI et al. 2003; HARA et al. 2005). O
anticorpo anti-Akt total faz uma avaliagdo da proteina Akt total ativa e inativa,
enquanto o anticorpo anti-Akt fosforilado avalia somente se a hiperexpressdo da
proteina ¢ decorrente de sua fosforilacdo. Nos casos com a proteina Akt
hiperexpressa, a positividade pode ser decorrente da maior quantidade de proteina
Akt total, assim como por aumento da fosforilagdo, que ¢é importante na
carcinogénese. No presente estudo, o Akt total apresentou a mesma freqiiéncia que o
Akt fosforilado, demonstrando que os casos hiperexpressos nao foram conseqiientes

do aumento total de Akt, mas sim de sua fosforilagao.



80

A expressdo da proteina Akt fosforilada ndo foi um fator significativo nas
sobrevidas global e livre de doenga, na analise univariada, apesar de os pacientes
com proteina Akt fosforilada hiperexpressa terem apresentado sobrevida livre de
doenca em 5 anos de 66,3% comparados aos pacientes com Akt hipoexpresso de
76,8% em 5 anos (p=0,705).

HARA et al. (2005), em 45 neoplasias renais analisadas através de Western
Blot, encontraram maior freqiiéncia de proteina Akt fosforilada e maior freqiiéncia
de hipoexpressio do PTEN em relagdo ao tecido normal (p<0,001 e p=0,0360,
respectivamente). A proteina Akt estava hiperexpressa nas amostras com
hipoexpresdo do PTEN, sendo significante esse achado somente para o subtipo de
células claras. Nao foram correlacionados os resultados obtidos com as sobrevidas
global e livre de doenga.

Em neoplasias de endométrio e pulmao ndo de pequenas células, houve
associagdo significativa entre a hipoexpressao I1Q do PTEN com a hiperexpressao do
Akt (PALLARES et al. 2005; TANG et al. 2006).

Nesta série ndo houve associagdo significativa entre hiperexpressdo da
proteina Akt e hipoexpressdo do PTEN a imunoistoquimica, apesar de que, dos 33
pacientes com proteina Akt hiperexpressa, 32 apresentavam PTEN hipoexpresso
(p=0,053). Observou-se maior probabilidade dos pacientes com PTEN hipoexpresso
a 11Q apresentarem Akt hiperexpresso. Neste estudo, a hipoexpressao do PTEN nao
foi uma possivel causa para a maior ativagao do Akt.

A CTPM (carboxy terminal modulator protein) ¢ uma das proteinas que
regulam normalmente a atividade do Akt, por reduzir a fosforilagdo do sitio 473

junto & membrana plasmatica. Uma menor atividade dessa proteina pode resultar em
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maior atividade da proteina Akt, assim como a menor atividade das proteinas SHIP
(SH2 containing inositol phosphatase) que atuam de maneira semelhante 8 CTMP no
controle normal do Akt (OSAKI et al. 2004).

O gene PI3KCA, localizado no cromossomo 3, codifica uma proteina com
atividade quinase e chamada PI3K, que estimula a agdo de outras proteinas
efetoras/sinalizadoras do ciclo celular, através de seu segundo mensageiro PIP3.

Segundo SHAYESTEH et al. (1999), o ganho alélico do PI3KCA,
identificado através de hibridizag¢do in situ em carcinoma de ovario, resultou em
maior atividade transcricional do gene PI3KCA e em maior expressao do PI3K
avaliada por meio de western blot. SAMUELS et al. (2004) demonstraram em
carcinoma colorretal a presenca de 32% de mutagdo do PI3KCA em 74 amostras
analisadas através de reacdo de polimerase em cadeia. Em carcinoma de ovario,
SCHRAMI et al. (2003) identificaram o ganho alélico no cromossomo 3 (PI3KCA)
como a alteragdo genética mais freqiiente e pesquisada através de CGH (comparative
genomic hybridization). Para MA et al. (2000), a maior atividade do PI3K pode ser
decorrente do estimulo da interleucina 4 através da ag¢do da proteina quinase p85.

Assim, a presen¢a de mutagdo, amplificagdo ou ganho alélico do PI3KCA
pode resultar em maior atividade do PI3K e conseqiiente amplificacdo ou ativa¢ao do
Akt, ocasionando maior atividade proliferativa celular e resisténcia a apoptose
(SHAYESTEH et al. 1999). Pode ser que alteragdes do gene PI3KCA e a maior
atividade do PI3K sejam os mecanismos causadores da hiperexpressdao de Akt
observada no CCR.

A técnica de hibridizagdo in situ, permite a avaliacdo do gene através da

adi¢ao de sondas especificas, identificando alteragdes numéricas ou estruturais. E um
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método mais sensivel que a IIQ (JAMBHEKAR et al. 2006; LAMBROS et al. 2007).
IQBAL et al. (1999) e BAROCAS et al. (2006) demonstraram a importancia da
técnica de hibridizag@o in situ no diagnoéstico dos diferentes subtipos histologicos no
CCR.

Nesta série, dos 110 casos selecionados para a reagao de hibridizagdo in situ,
a leitura dos resultados foi possivel em 53 casos (48,2%) por diferentes motivos
técnicos. Um dos maiores problemas observados neste estudo e referente ao FISH,
foi a distingdo entre o sinal especifico e a coloracdo de fundo, j4 que fatores como
concentragdo da sonda, digestdo enzimatica, ¢ lavagem poés-hibridizacdo podem
determinar sua ligagdo com outros componentes teciduais. Para o sucesso da reagao,
¢ importante que sejam seguidos critérios rigorosos relativos a preservagao do tecido,
preparacdo da sonda e reagentes ¢ otimizacdo das condi¢des da reacdo. Essas
medidas permitem reduzir a interferéncia de fatores técnicos na andlise dos
resultados (VALENZUELA et al. 20006).

Nos 53 casos, delecdo hemizigotica foi a alteracdo mais freqiiente e presente
em 18 casos (34,0%), seguido de monossomia em nove casos (17,0%), delegdo
homozigotica em trés casos (5,7%) e trissomia em dois casos (3,8%). Em 21 casos
(39,6%) a reacao de hibridizacdo foi normal. Dele¢ao e trissomia do PTEN foram
menos freqiientes em relagdo as freqiiéncias descritas na literatura e foram de 45% e
3%, respectivamente (GESK et al. 2000). Monossomia esteve presente em nove
amostras (17%), diferentemente dos achados de GESK et al. (2000) que ndo
encontraram nenhum caso de monossomia em 23 carcinomas de células claras,

analisados através de reagado de hibridizagao in situ.
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DAL CLIN et al. (1992) analisaram, através de reacdo de hibridizagdo in situ,
a freqiiéncia de trissomia do PTEN em 17 amostras de CCR provenientes de 17
pacientes submetidos a nefrectomia. Trissomia foi encontrada em cinco pacientes
(30%). Tanto DAL CLIN et al. (1992), quanto GESK et al. (2000) nao
correlacionaram os achados ao FISH com a sobrevida ou fatores progndsticos em
CCR.

Em gliobastoma multiforme delecdo do PTEN foi determinante de menor
sobrevida global no modelo multiplo em 44 casos analisados (KORSHUNOV et al.
2005). Este presente estudo contou com mesma metodologia e tipo de sonda utilizada
para o PTEN (centrémero e locus especifica) a empregada por KORRSHUNOV et
al. (2005). Embora os pacientes portadores de delecdo apresentassem menores taxas
de sobrevida global e livre de doenca em relagdo aos pacientes ndo portadores de
delecdo, essas diferencas observadas nao foram estatisticamente significativas.

MOCH et al. (1996) encontraram 12% de monossomia em 41 amostras de
CCR analisadas. As alteragdes cromossOmicas detectadas nas 41 amostras de
carcinoma renal de células claras e ndo metastaticos foram mais freqiientes nos
cromossomos 3p (56%), 9p e 13q (24% cada). Alteragdes do cromossomo 9p
estiveram associadas a recorréncia tumoral (p=0,04). Neste estudo, ndo foram
detectadas alteracdes cromossdmicas do PTEN.

VELICKOVIC et al. (2002) nao identificaram nenhum caso de mutag¢do do
PTEN em 80 amostras de carcinoma renal de células claras, 27 papiliferos ¢ 16
cromoéfobos. Perda de heterozigose foi a anormalidade mais freqliente e presente em

37,5% do subtipo de células claras, 29,6% papiliferos e 87,5% dos cromo6fobos.
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KONDO et al. (2001) encontraram cinco casos de mutagao do gene PTEN em
68 amostras de carcinoma de células renais analisados através de seqlienciamento
direto. Quatro amostras eram tumores de alto grau histoldgico e metastaticos ou com
invasdo da veia renal, sugerindo que mutagdes do gene PTEN seja, um evento raro ¢
quando presente ocorra em uma fase tardia da carcinogénese renal. SUKOSD et al.
(2001) ndo encontraram mutagdes do PTEN em 50 amostras de carcinoma renal de
células claras pesquisadas através de reagdo de polimerase em cadeia.

Segundo ZYSMAN et al. (2002), mutagdes do PTEN estdo presentes em até
85% dos adenocarcinomas de endométrio e em 55% das hiperplasias, sendo que a
maioria das mutagdes ocorre em apenas um alelo. No entanto, 61% das neoplasias
endometriais apresentam perda completa da expressdo do PTEN a IIQ e, em 97%, ha
algum grau de perda parcial, sugerindo que outros mecanismos como a regulagdo
epigenética através da metilagdo possam ser causadores da elevada hipoexpressdo
imunoistoquimica.

CHEUNG et al. (2003) pesquisaram em amostras de neoplasia intraepitelial
cervical de alto grau (NIC-H) e carcinoma da cérvix, o status do gene PTEN quanto
a presenca de mutagdo, metilagdo, LOH e imunoexpressao. Em 62 amostras, nenhum
caso de mutagdo foi encontrado, assim como ndo houve casos positivos para LOH
com os trés marcadores testados. Metilagao foi encontrada em 40% (4/10) das NIC-H
e em 58% (36/62) dos carcinomas da cérvix. A imunoistoquimica de dez casos
positivos para metilacio do PTEN demonstrou auséncia de expressdo protéica do
gene, enquanto, entre dez casos negativos para metilagdo, sete apresentam expressao
positiva para o PTEN (p<0,05). Embora a amostra tenha sido pequena, metilagdo foi

0 mecanismo causador dos casos com auséncia de expressao protéica.
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No carcinoma de células renais, o PTEN pode ser inativado por mutagao,
dele¢do ou hipermetilagdo. Como nem sempre estdo presentes mutagdes na auséncia
da atividade transcricional de um gene ¢ mutagdo do PTEN é um evento raro no
CCR, detectada com freqliéncias que variam de 0% a 7%, € importante que
alteracdes epigenéticas também sejam pesquisadas para justificar a freqiiéncia
elevada de hipoexpressao I1Q observada. A hipermetilagdo génica é considerada uma
via alternativa de inativacdo as mutacdes ¢ perdas cromossdmicas (dele¢des, perda
de heterozigose). Até o presente, a freqiiéncia de hipermetilagio da regido promotora
do gene PTEN em CCR ¢ desconhecida.

O proximo passo sera avaliar o gene PTEN quanto a presenga de
hipermetilacdo e correlacionar os achados encontrados com a imunoistoquimica,
assim como aumentar os casos a serem analisados através de hibridizagao in situ para
confirmar a auséncia de correlagio de delecdo com hipoexpressio a
imunoistoquimica. Apesar de ndo ter encontrado correlagdo entre a analise do gene ¢
da proteina proposta com as sobrevidas global e livre de doenga, acreditamos que
este estudo tenha sido importante por demonstrar que os pacientes portadores de
dele¢do ou hipoexpressao do PTEN, assim como hiperexpressdo do Akt, tiveram
tendéncia a menores taxas de sobrevida em relacdo aos pacientes sem essas

alteragoes.
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CONCLUSAO

Houve concordancia baixa e ndo significativa entre delecao do gene PTEN a
reacdo de hibridizacdo in situ com a baixa expressdo imunoistoquimica do
mesmo gene, assim como auséncia de dele¢ao ao FISH e expressao positiva
a IIQ. Nao houve associagdo imunoistoquimica entre hiperexpressao da

proteina Akt com hipoexpressao do gene PTEN.

Foram fatores independentes para a sobrevida global em 5 anos:
sintomatologia ao diagnoéstico, performance status (Ecog 1 e 2, Karnofski
60/70, 80 e 90), estddio clinico IV, alto grau de Fuhrman e recorréncia
tumoral. No modelo multiplo, a sobrevida livre de doenga foi influenciada

unicamente pelos estadios clinicos II e III.

Embora tenham sido demonstradas diferencas nas sobrevidas dos pacientes
com dele¢ao ou auséncia de delecdo ao FISH, clas nao foram estatisticamente

significativas.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas as taxas de sobrevida
livre de doenga e global em relagdo as reagdes imunoistoquimicas para o
PTEN e proteina Akt de modo que pacientes com reagcdo IHQ negativa para o
PTEN ou positiva para a proteina Akt ndo tiveram sobrevidas

estatisticamente menores em relagdo aos demais.
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Anexo 1 — Formulario de coleta de dados

—_—

A A A

(O)nao
10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

21.
22.
23.

Nome

RGH

Data de admissao

Idade

Raca (1) branca (2) ndo branca

Sexo (1) masculino  (2) feminino

Karnofski

Ecog

Sintomatologia ao diagnostico

(1)hematuria (2)dor lombar (3)perda de peso (4) febre (5) massa (6)outros

Tempo de evolugao em meses

Tumor incidental (0) ndo (1) sim

Metastase ao diagnostico (0) ndo  (2) sim

Tumor familiar (0) ndo (1) sim

Tipo de cirurgia (1) nefrectomia radical (2) nefrectomia parcial

Margens cirargicas  (0) negativas (1) positivas

Data da cirurgia

Tempo de cirurgia

Tempo de internamento

Complicagdes cirurgicas precoces  (0) ndo (1) insuficiéncia renal

aguda (2) ileo prolongado (3) infeccao de parede (4) cardiorespiratoria(5)

tromboembodlicas (6) fistulas urinarias (7) sangramento (8) outras

Complicagdes cirtrgicas tardias (0)ndao (1) insuficiéncia renal cronica
(2) suboclusao intestinal (3) afecccdes de parede (4)

hipertensdo arterial (5) outras

Tamanho tumoral em centimetros

Lateralidade (1) rim direito (2) esquerdo (3) bilateral

Topografia (1) polo superior (2) polo medial (3) polo inferior

(4) mais de um polo renal



24.

25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.

32.
33.
34.
35.

36.
37.

38.
39.

Subtipo histologico (1) células claras (2) pailifero  (3) cromo6fobo (4)

ductos coletores (5) TTE3 gene (6) inclassificavel

Grau de Fuhrman M1 22 3)3 44 (5 ignorado

Invasdo venosa microscopica (1) ndo (2) sim

Infiltracdo: (1) capsula  (2) gordura  (3) seio renal (3)  pélvis/ureter
(4) artéria renal (5) veiarenal (6) veia cava inferior infrad. (7)

veia cava inferior suprad.  (8) adrenal

Numero de linfonodos dissecados

Numero de linfonodos comprometidos

Numero da lamina

Estadio tamanho tumoral patolégico (1) Tla (2) T1b (3) T2 (4) T3a (5) T3b

(6) T3¢ (7) T4

Estadio linfonodal patolégico (1) NO (2) N1 (3) N2 (4) Nx

Estadio clinico TNM (1) EC 1 2)ECII (3) EC 111 4)ECIV

Estadio de Robson (1)I (2)II (3) IIla (4) IIIb (5) Illc (6) IV

Recidiva tumoral (0) ndo (1) local (2) pulmao (3) ossos (4) figado (5)

cérebro (6) rim contralateral (7) outros

Data da recidiva

Tratamento da recidiva (0) ndo(1) cirurgia (2 ) radioterapia (3) cirurgia

+ radioterapia (4) imunoterapia (5) imunoterapia + quimioterapia (6) outros

Data do ultimo seguimento

Status: (1) vivo sem cancer (2) vivo com cancer (3) morte por cancer (

(4)morte por outras causas (5)perdido de vista



Anexo 2 — Performance status

KARNOFSKI

100 — Normal, sem queixas

90 — Normal, queixas menores

80 — Normal, alguns sintomas

70 — Cuida-se sozinho, incapacitado

60 — Requer assisténcia

50 — Assisténcia consideravel, freqiientes cuidados médicos
40 — Incapacitado requer assisténcia especial

30 — Incapacitado, hospitaliza¢ao

20 — Muito doente, requer assisténcia permanente
10 — Moribundo

0 — Morto

ECOG

0 — Ativo, Karnofski 90-100

1 —Restrigdes, cuida-se sozinho, Karnofski 70-80

2 — Incapacitado, deambula, cuida-se sozinho, Karnofski 50-60

3 — Somente cuidados pessoais, sentado, deitado >50%, Karnofski 30-40

4 — Inativo, dependente, acamado, Karnofski 10-20.



Anexo 3 — Estadiamento

TNM (UICC/AJCC) -2002 (CID-O 64)
Tx — Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO — Nao hé evidéncia de tumor primario
T1 — Tumor menor que 7 cm no seu maior eixo, limitado ao rim
T1A — Tumor de até 4 cm
T1B — Tumor de tamanho entre 4 cm e 7cm em sua maior dimensao
T2 — Tumor maior que 7 cm no seu maior eixo, mas limitado ao rim
T3 — Tumor extende-se as veias maiores ou invade adrenal ou gordura peri-

renal sem ultrapassar a fascia de Gerota

T3a — Adrenal, seio renal e tecidos peri-nefréticos
T3b — Trombo na v. renal ou v. cava inferior abaixo do diafragma
T3¢ — Trombo na v. cava inferior acima do diafragma

T4 — Tumor ultrapassa a fascia de Gerota

NO — Auséncia de acometimento linfonodal regional
N1 — Acometimento de um linfonodo regional
N2 — Acometimento de mais de um linfonodo regional

Nx- Linfonos regionais ndo avaliaveis

M1 — Metastase a distancia

Grupamento por estadios:
Estadio I T1 NO MO
Estadio 11 T2 NO MO
Estadio III T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 NO,N1 MO
T3a NO,N1 MO
T3b NO,N1 MO



T3¢  NO,NI1 MO

EstadioIV. T4  NO,N1 MO

Qualquer T N2 MO
Qualquer T Qualquer N M1

ESTADIAMENTO DE ROBSON

I: Tumor restrito ao rim, sem ultrapassar a capsula renal
II: Tumor acometendo a gordura perirrenal sem ultrapassar a capsula de gerota
III:  Presenga de trombo venoso tumoral envolvendo macroscopicamente a veia

renal ou a veia cava inferior ou linfonodos regionais
IITa:  Acometimento da veia renal ou veia cava infradiafragmatica
IIIb:  Acometimento de linfonodos regionais
Ilc:  Acometimento de veia renal ou veia cava inferior e de linfonodos regionais
concomitantemente
IV: Invasdo de oOrgdos adjacentes, exceto adrenal ipsilateral ou metastases a

distancia.



