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RESUMO

Ferreira DB. Analise da expressdo imuno-histoquimica e valor
prognostico da eritropoetina (EPO) e do seu receptor (EPO-R) em
carcinoma de células renais. Sao Paulo; 2014. [Dissertacdo de Mestrado-
Fundacdo Anténio Prudente].

Introducé&o: O carcinoma de células renais (CCR) corresponde a 3% das
neoplasias malignas em adultos e sua incidéncia esta aumentando nos
ultimos 20 anos, apesar dos recentes avangos no diagnostico e tratamento
dessa neoplasia. A evolucdo do CCR apresenta natureza imprevisivel e a
busca de novos marcadores moleculares para o melhor entendimento da
biologia tumoral sdo necessarios. Nesse estudo, foram avaliadas as
expressdes imuno-histoquimicas de EPO e EPO-R de 220 pacientes
portadores de CCR e no tecido benigno adjacente, as associagées com os
fatores clinicos e patologicos principais e o seu impacto prognostico na SG,
SCE e SLD. Casuistica e métodos: Dados epidemioldgicos, clinicos e
patolégicos foram coletados. As reagbes imuno-histoquimicas de EPO e
EPO-R foram avaliadas pelo método de tissue microarray. A leitura das
reacdes foi manual e os pacientes foram classificados em baixa e alta
expressao dos marcadores analisados. De forma qualitativa, as reacdes
foram também estratificadas como ausentes ou presentes. Resultados: A
expressao imuno-histoquimica de EPO e EPO-R foi maior no tecido renal
nao neoplasico (benigno) em comparagao ao CCR. Observou-se associagao
da expressdo desses marcadores com critérios de pior progndstico.
Auséncia de expressao de EPO e EPO-R estava presente em 21,8% e
41,7% dos casos, respectivamente. A expressdo de EPO influenciou as
taxas de SG e SCE nas analises univariadas e multivariadas. A expressao
de EPO-R n&o apresentou impacto nas taxas de sobrevida estudadas.
Conclusao: A perda de expressdo de EPO pela analise qualitativa, foi fator
prognéstico independente desfavoravel para SG e SCE. A expressao de
EPO-R néo influenciou as taxas de sobrevida avaliadas.



SUMMARY

Ferreira DB. [Immunohistochemical analysis and evaluation of
prognostic value of the expression of erythropoietin (EPO) and its
receptor (EPO-R) in renal cell carcinoma]. S&o Paulo; 2014. [Dissertacéo

de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Introduction: Renal cell carcinoma (RCC) accounts for 3% of malignant
neoplasms in adults, and its incidence has increased over the last 20 years,
despite recent advances in the diagnosis and treatment of this malignancy.
The RCC evolution is unpredictable. New studies for molecular markers
evaliation are needed to better understanding of tumor biology. In this study,
the immunohistochemical expression of EPO and EPO-R of 220 patients with
RCC and adjacent benign tissue were evaluated. Furthermore, we evaluated
the associations with the main clinical and pathological prognostic factors
and their impact on survival rates. Methods: Epidemiological, clinical and
pathological data were collected. The immunohistochemical reactions of
EPO and EPO-R were evaluated by tissue microarray method. Reading
reactions was manual and the patients were classified into low and high
expression of markers analyzed. Qualitatively, the reactions were also
stratified as absent or present. Results: The immunohistochemical
expression of EPO and EPO-R was higher in non-neoplastic renal tissue
(benign) compared to RCC. An association of the expression of these
markers with criteria of poor prognosis was observed. Lack of expression of
EPO and EPO-R was detected in 21.8% and 41.7% of the cases,
respectively. The expression of EPO influenced rates of SG and SCE in
univariate and multivariate analyzes. The expression of EPO-R showed no
impact on survival rates studied. Conclusion: The loss of EPO expression
by qualitative analysis, was an independent prognostic factor for unfavorable
OS and DES. The expression of EPO-R did not influence survival rates

evaluated.
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1  INTRODUCAO

1.1 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O carcinoma de células renais (CCR) corresponde a 3% das
neoplasias malignas do adulto, muitas vezes com apresentacao
heterogénea e evolucdo imprevisivel (WALLEN et al. 2007).
Aproximadamente 30% dos pacientes se apresentam com metastases ao
diagndstico e até metade dos pacientes podem desenvolver metastases
durante o seguimento, mesmo apos tratamento de doenga localizada
(KONTAK e CAMPBELL 2003; JEMAL et al. 2007).

Notadamente, a maioria das informagbes sobre prognostico séo
baseadas em variaveis clinicopatolégicas como estadiamento TNM, grau,
tipo histologico, arranjo arquitetural e acometimento linfonodal. No entanto,
tumores com as mesmas caracteristicas e tratamento podem apresentar
evolugdes distintas (UNO et al. 2004; LAM et al. 2005). A despeito desses
fatores, nenhum fator prognéstico isolado é capaz de predizer com acuracia
os desfechos clinicopatoldgicos. A associagédo de fatores em modelos como
nomogramas podem auxiliar no manejo desses pacientes, embora ainda
com limitagdes (KATTAN et al. 2001; MOTZER et al. 2004).

Recentemente, muitos estudos estdo avaliando os aspectos

biomoleculares em busca de novos marcadores que, somados aos fatores



prognosticos classicos, podem predizer com maior acuracia a evolugao dos
portadores de CCR (NOGUEIRA e KIM 2008; VICKERS e HENG 2010).

Recentemente, a eritropoetina (EPO) e seu receptor (EPO-R) foram
localizados em inumeros tecidos ndo hematopoiéticoscomo figado, utero,
sistema nervoso central, células endoteliais e diversos tumores sdlidos
malignos(FARRELL e LEE 2004; JELKMANN e WAGNER 2004). Os efeitos
da EPO na estimulacdo da eritropoiese sdo conhecidos, no entanto, nos
tecidos ndo hematopoiéticos e nos tumores acredita-se que esse horménio
possa estimular a angiogénese, promover a proliferagao celular e inibir a
apoptose (RIBATTI et al. 1999; MICHAEL et al. 2007).

O rim pode ser considerado um 6rgao endocrino pela produgao de
eritropoetina (EPO). A maioria dos CCR séao originarios dos tubulos
contorcidos proximais, local em que a maioria dos autores descrevem como
o sitio de produgao desse horménio (ECKARDT 1996; WESTENFELDER et
al. 1999). Portanto, entender o papel da eritropoietina nessas neoplasias se
constitui um tema importante.

Em tese, a descoberta de fatores progndsticos seguros pode ser util
no diagndstico, prognéstico e planejamento terapéutico desses pacientes.
Fatores progndsticos biomoleculares poderao permitir avangos significativos
nos aspectos progndsticos e, eventualmente, na individualizagao

terapéutica.



1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 Epidemiologia

O carcinoma de células renais (CCR) corresponde a 2-3% das
neoplasias malignas em adultos e tem apresentado uma incidéncia
crescente ao longo das ultimas décadas (JEMAL et al. 2009). Estimativas
norte-americanas revelam que cerca de 65.150 novos casos serao
diagnosticados em 2013 com cerca de 13.680 mortes (American Cancer
Society-ACS 2013). A notificacdo de novos casos de CCR no Brasil € muito
deficiente, no entanto, a Organizacdo Mundial de Saude, por meio do
Projeto Globocan, estima que cerca de 4.176 casos foram diagnosticados
em 2008 com cerca de 2316 mortes (FERLAY et al. 2008). A incidéncia no
Brasil varia de 7 a 10 casos por 100.000 habitantes / ano, principalmente
nas regides mais industrializadas (WUNSCH-FILHO 2002). Trata-se de
tumor mais frequente em homens numa propor¢cdo de 2:1 em relagdo ao
sexo feminino, sendo mais prevalente entre os 50 e 70 anos de idade
(HOWLADER et al. 2012).

Existem diversos fatores de risco reconhecidos para o CCR com
impacto e relevancia variaveis. Tabagismo e obesidade s&o os fatores de
risco com associagao positiva mais bem estabelecidos. Outros fatores de
risco descritos sao hipertensao arterial, uso de diuréticos e medicag¢des anti-
hipertensivas, historia familiar de CCR, dieta pobre em frutas e vegetais,
insuficiéncia renal crénica terminal, esclerose tuberosa, doencga renal cistica

adquirida e fatores ocupacionais como exposi¢ao ao asbesto, gasolina ou



tricloroetileno. (LIPWORTH et al. 2006; CHOW et al. 2010). Os exercicios
fisicos e o consumo de alcool podem oferecer um efeito protetor para o
desenvolvimento de CCR, embora essa associagao seja discutivel (LEE et
al. 2007; MOORE et al. 2008). O CCR pode apresentar incidéncia do tipo
esporadica em até 95% dos casos ou estar associado a sindromes
familiares de CCR, como as caracterizadas pelas altera¢gdes do gene VHL
(Von Hippel-Lindau), a Sindrome de Birt-Hogg-Dube (BHD) e a Sindrome do

Carcinoma Renal Papilifero Hereditario (EDGE et al. 2009).

1.2.2 Aspectos Clinicopatolégicos

O termo carcinoma de células renais (CCR) designa as neoplasias
renais de origem epitelial com potencial maligno. A classificagao atual de
CCR foi proposta em 2004 pela World Health Organization (WHO) e divide o
CCR em diversos subtipos histolégicos padronizados devido a diferengas
citogenéticas, fenotipicas e clinicas. Essa classificagdo morfolégica em
categorias implica em diferengas importantes no progndstico e manejo
desses pacientes. Cerca de 85% dos tumores renais sdo adenocarcinomas
e a maioria derivados dos tubulos proximais (LOPEZ-BELTRAN et al. 2009).
O Quadro 1 apresenta os tipos histolégicos e suas respectivas alteragdes
citogenéticas e prevaléncias.

Os sinais e sintomas mais comuns sao dor lombar ou no flanco,
massa palpavel e hematuria, associado ou ndo a emagrecimento, febre,
sudorese noturna, varicocele e hipertensdo. As sindromes paraneoplasicas

podem acometer 20% dos pacientes portadores de CCR e sao



caracterizadas por anemia, hipertensdo, disfuncdo hepatica, caquexia,
hipercalcemia, febre, perda de peso e policitemia (CHISHOLM 1974; GELB

1997).

Quadro 1 - Tipos histolégicos e respectivas alteragdes citogenéticas de
carcinomas de células renais.

Tipo histol6gico Prevaléncia Alteracdes citogenéticas
Células claras 75% -3p, +5022, -6q, -8p, -9p, -14q
Papilifero 10% +3q, +7, +8, +12, +16, +17, +20, -Y
Cromofobo 5% -1,-2, -6, -10, -17, -21, hipoploidia
Ductos coletores (Bellini) 1% -1q, -6p, -8p, -13q, -21q, -3p

Nao classificados 4% - 6% Desconhecido

Multilocular Cistico Raro Mutag&o do gene VHL
Medular Raro Perda do cromossomo 22
Carcinoma Tubulocistico Raro Trissomia do cromossomo 17
Translocagdo Xp11 Raro t%;1)(p11.2,g21), t(X;17)(p11.2;425)
Mucinoso tubular Raro 1,-4, -6, -8, -13, -14 +7, +11, +16, +17
Pos-neuroblastoma Raro Desequilibrio alélico 20913
Tireoide folicular carcinoma-

e Raro + 7936, +8q24, +12, +16,+17p11-q11, 17
Doenca renal terminal Raro Ganhos de cromossomos 7 e 17

Fonte: LOPEZ-BELTRAN et al. (2009)

Em estudo epidemioldgico recente no Brasil, a triade classica
(hematuria, dor em flanco e massa palpavel) esteve presente em apenas
4,5%, predominando o diagndstico incidental (NARDI et al. 2010). Sabe-se
que a presencga de sintomas esta associado a pior prognostico. A sobrevida

cancer especifica em 5 anos de pacientes sintomaticos foi de 64,1%, em



contrapartida, os pacientes assintomaticos apresentaram sobrevida de

85,2% (DALL'OGLIO et al. 2007).

1.2.3 Diagnastico

Atualmente, o diagndstico do CCR é achado incidental em mais da
metade dos casos (LANDIS et al 1999). A maioria dos pacientes portadores
de CCR néo apresentam sintomas especificos que possam orientar o
diagndstico clinicamente. Desse modo, os métodos de imagem se tornam
ferramentas fundamentais para o diagndstico precoce e planejamento
terapéutico.

A radiografia simples e a urografia excretora apresentam acuracia
limitada na investigagdo dos tumores renais (WARSHAUER et al. 1988). O
ultra-som (US) constitui o método mais utilizado para o rastreamento de
lesbes parenquimatosas localizadas (CHARBONEAU et al. 1983). As
alteragdes altamente suspeitas a esse método (cistos renais septados,
abaulamentos e ndédulos sdlidos) devem ser investigadas com tomografia
computadorizada (TC) (SHETH et al. 2001). Em casos selecionados, como
em pequenos cistos hiperdensos < 2 cm, pacientes com insuficiéncia renal
cronica ou alergia ao meio de contraste ou na avaliagao de lesdes cisticas
complexas de dificil caracterizacdo pel TC, a Ressonancia Nuclear
Magnética (RNM) pode ser uma alternativa.

Algumas imagens sugestivas de cistos renais septados,
angiomiolipomas de dificil caracterizacdo (pobres em gordura) e lesdes

nodulares pequenas sao mais facilmente avaliadas através da TC. Os cistos



renais sao divididos criteriosamente segundo a classificagdo de BOSNIAK
(1997) em cistos renais simples e cistos renais complexos em diversos
graus. Os cistos renais complexos normalmente estdo associados a CCR.
Dessa forma, a TC representa o exame de maior importancia na
investigacao, diferenciagdo e planejamento terapéutico dos tumores renais
(SHETH et al. 2001)

A ressonancia magnética (RM) é considerada um método alternativo
a TC e pode ser utilizada na avaliagao de lesdes cisticas complexas de dificil
caracterizacdo e de pequenos cistos hiperdensos menores que 2 cm
(ZHANG et al. 2003).

As indicagcbes da biopsia renal percutdnea estdo aumentando
gradativamente devido, principalmente, ao desenvolvimento de novas
técnicas com maior seguranga e baixa morbidade. O aumento do
diagndstico de tumores incidentais, a descoberta de novas terapias alvo no
tratamento de doencas metastaticas e o desenvolvimento de tratamentos
minimamente invasivos tornam a bidpsia renal uma ferramenta de grande
importancia, evitando cirurgias desnecessarias sobretudo em pacientes de
alto risco, idosos portadores de pequenas massas renais e candidatos a
protocolos de vigilancia ativa (VOLPE et al. 2012). Em centros de grande
experiéncia a acuracia desse método pode chegar até 90%, principalmente
com o uso de técnicas imuno-histoquimicas e biomoleculares (VOLPE et al.

2007).



1.2.4 Tratamento

O tratamento do CCR com intengdo curativa é cirurgico. Durante
muitos anos, a nefrectomia radical (NR), normatizada por ROBSON et al.
(1969), foi considerada o padrao-ouro no tratamento do carcinoma renal. No
entanto, verificou-se que muitos pacientes submetidos a resseccdo completa
do rim evoluiam com insuficiéncia renal crénica (IRC) e aumento do risco de
complicagbes cardiovasculares e morte (HUANG et al. 2009).Desse modo, o
conceito de cirurgia preservadora de néfrons, por meio da nefrectomia
parcial (NP), se tornou alternativa para o tratamento do CCR (MILLER et al.
2006; OAKLEY et al. 2006).

Inicialmente, a NP era indicada apenas para os tumores menores que
3 cm, presenca de tumores bilaterais, portadores de rim unico e pacientes
com insuficiéncia renal instalada ou iminente. Atualmente, mesmo alguns
tumores selecionados maiores que 4 cm podem ser tratados com NP, com
bons resultados (BECKER et al. 2006). Em estudo multicéntrico recente com
mais de 1400 pacientes nao foi observado diferengas na mortalidade cancer
especifica para pacientes T1b submetidos a nefrectomia parcial comparado
com a nefrectomia radical (6% vs 9%, p=0,6), demonstrando a segurancga
oncoldgica e eficacia da técnica (PATARD et al. 2004b).

No tratamento cirurgico dos tumores renais, a adrenalectomia
ipsilateral deve ser realizada em tumores de alto risco como os do polo
superior, tumores multifocais e de estadiamento elevado (tumores de grande
volume) (TSUI et al. 2000). A linfadenectomia hilar e retroperitoneal deve ser

revervada apenas para o0s pacientes com evidéncias clinicas de



acometimento linfonodal estando associado com melhora da sobrevida e
provavelmente,com melhora da resposta a imunoterapia adjuvante quando
indicada (PANTUCK et al. 2003).

A cirurgia pode ser realizada por via aberta ou via laparoscopica.
Técnicas ablativas e pouco invasivas como crioablacdo e radiofrequéncia
vem sendo empregadas como alternativa para pacientes portadores de
pequenas massas renais (< 3 cm de didmetro) e sobretudo nos pacientes
com baixa expectativa de vida, alto risco cirurgico, portadores de multiplas
comorbidades, lesdes multiplas e em pacientes com fungao renal
comprometida (KAOUK et al. 2006).

A observagédo de que alguns tumores renais apresentam pouca
agressividade, com crescimento lento e muitas vezes baixa mortalidade
durante o curso da doenga tornou a vigilancia ativa uma alternativa de
conduta. CHAWLA et al (2006) observaram crescimento de cerca de 0,28
cm ao ano de pequenas massas renais (diametro médio de 2,60 cm)
submetidas a vigilancia ativa e apenas 1% de progressdo para doenca
metastatica.

Historicamente, no tratamento de doenga metastatica renal a
imunoterapia com interferon-alfa (IFN) ou interleucina-2 (IL-2) foram
consideradas como alternativas embora com resultados ainda modestos
(FLANIGAN et al. 2001; MCDERMOTT et al. 2005). Em revisdo de 58
estudos envolvendo imunoterapia realizado pela Cochrane foram
demostrados taxas de resposta objetivas em torno de 12% e respostas

completas em apenas 4% dos pacientes (COPPIN et al. 2005). Nos ultimos
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anos, a denominada terapia de alvo molecular, caracterizada pelo uso dos
inibidores da tirosina quinase, os inibidores da serina/treonina quinases e os
inibidores da via do mTOR (mammalian target of rapamycin) proporcionam
algum controle da doenga, porém com ganho ainda limitado na sobrevida
(MOTZER et al. 2008; RINI 2009). Novas drogas ainda em investigacao
conhecidas como inibidores da via do checkpoint imunolégico (Anti-PD1,
Anti-PDL1, AntiCTLA4) apresentam resultados bastante promissores
(TOPALIAN et al. 2012). Embora sendo amplamente avaliados em
protocolos de pesquisa, na pratica clinica ainda nido dispomos de
medicagbes adjuvantes ou neoadjuvantes realmente efetivas no tratamento

do CCR localmente avangado ou metastatico (PIRROTTA et al. 2011).

1.3 FATORES PROGNOSTICOS

1.3.1 Fatores clinicos, anatdmicos e histopatolégicos

O prognostico associado ao CCR pode variar amplamente. A maioria
dos tumores renais € diagnosticado de forma incidental, no entanto, cerca de
30% dos pacientes se apresentam com doenga metastatica ao diagndstico e
sobrevida em 3 anos menor que 5% (JEMAL et al. 2007). A doencga
responde mal a quimioterapia e radioterapia convencional e as respostas as
novas drogas sdo ainda muito modestas. Portanto, fatores prognosticos
precisos sao extremamente importantes para discernir pacientes com lesdes

de bom progndstico, elegiveis aos tratamentos convencionais, daqueles
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pacientes portadores de doengca de alta agressividade que requeiram
tratamento multimodal associado a cirurgia.

A sobrevida destes pacientes depende da extensdo da doencga no
momento do diagndstico, do performance status (PS) e de outros fatores
prognésticos bem definidos na evolugdo do CCR, como arquitetura
sarcomatoide, grau histolégico nuclear, o tamanho do tumor, acometimento
linfonodal e a presenca de invasdo microvascular intratumoral. A
degeneragao sarcomatodide pode estar associada a qualquer tipo histolégico
e invariavelmente, caracteriza doenga de maior agressividade e pior
prognéstico. Nos pacientes com metastases, a imunoterapia e, mais
recentemente, os agentes inibidores de tirosina-quinase ou da mTOR
(mammalian Target Rapamicin) sdo opgdes para o tratamento sistémico
embora apresentem ainda, resultados insatisfatérios (KONTAK e
CAMPBELL 2003; FICARRA et al. 2004; GONCALVES et al. 2004).

A maioria das informagdes sobre progndstico de pacientes portadores
de CCR sao baseadas em variaveis clinicas e patolégicas. Os fatores
prognésticos clinicos sdo aqueles relacionados ao proprio paciente como
estadio clinico, estado geral, variaveis de performance status, presenca de
sinais e sintomas e parametros laboratoriais como dados hematimétricos,
provas inflamatorias e calcemia. Os fatores patolégicos estdo relacionados
ao préprio tumor e sao representados por estadio patologico, tipo
histolégico, grau nuclear de Fuhrman, tamanho tumoral, arranjo arquitetural,
invasdo microvascular e/ou linfatica microscopica, presenca de necrose

entre outros achados anatomopatoldgicos (DELAHUNT et al. 2013).
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O primeiro sistema de classificagcdo progndstica utilizando fatores
clinicos e anatbmicos foi publicado por ROBSON et al. em 1969. Esse
sistema foi amplamente utilizado e se popularizou principalmente pela
facilidade de utilizagao, no entanto, apds novos estudos, o papel prognéstico
do sistema de Robson foi extensamente criticado. A principal falha desse
sistema ocorre por agrupar na categoria lll pacientes reconhecidamente com
evolugdo distinta, ou seja, pacientes com acometimento linfonodal, pacientes
com trombos tumorais vasculares e pacientes com acometimento da veia
cava inferior (PANTUCK et al. 2001).

O sistema de classificagcdo prognostica mais importante e mais
utiizado para avaliagdto do CCR é o TNM (Tumor-Node-Metastasis)
desenvolvido por Pierre Denoix (Franga) entre os anos de 1943 e 1962. Os
tumores renais foram categorizados pelo sistema TNM primeiramente em
1974 sendo submetido a inumeras revisbes ao longo dos anos pela
American Joint Comitte on Cancer (AJCC). Atualmente, encontra-se na
sétima edicdo e constitue ferramenta validada pelo tempo de grande
importancia na classificagado de pacientes portadores de CCR (FICARRA et
al. 2007). As principais modificacbes em relagdo a versado anterior (TNM
2002) sao representadas pela subdivisao do T2 em T2a (tumores entre 7,1 e
10 cm) e T2b (tumores > 10 cm), pela alteracdo de categoria da invasao da
veia renal que se tornou T3a, o envolvimento linfonodal foi simplificado para
NO (ausente) e N1 (presente) e o acometimento da glandula adrenal por
contiguidade passa a ser classificado como T4 (EDGE et al. 2009). O

Quadro 2 demonstra as principais modificagdes da ultima versdo do TNM.
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Quadro 2 - Estadiamento TNM para cancer renal.

Tumor primério (T)

T Tumor limitado ao rim, até 7,0 cm no maior didmetro

T1a Tumor até 4 cm, limitado ao rim

T1b Tumor entre 4,1 e 7,0 cm, limitado ao rim

T2 Tumor limitado ao rim, maior que 7,0 cm no maior didmetro

T2a Tumor entre 7,1 e 10 cm, limitado ao rim

T2b Tumor maior que 10,1 cm, limitado ao rim

T3 Tumor invade veias maiores ou tecido perirrenal, porém limitado a fascia
de Gerota
Tumor invade veia renal, gordura perirrenal ou do seio renal, limitado a

T3a fascia de Gerota

T3b Tumor se estende a veia cava, abaixo do diafragma

T3b Tumor se estende a veia cava, acima do diafragma ou invade a sua
parede
Tumor se estende além da fascia de Gerota, incluindo extensao por

T4 contiguidade da adrenal ipsilateral

Linfonodos regionais (N)

NXx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastases linfonodais regionais

N1 Presenca de metastases em linfonodos regionais

Metastases a distancia
MO Auséncia de metastases
M1 Presenca de metastases

Fonte: Adaptado de EDGE et al. (2009)

O tamanho tumoral € o componente principal do sistema TNM e o
mais importante fator prognéstico para o CCR. RUSSO et al. (2008)
analisaram as taxas de sobrevida de pacientes submetidos a tratamento

cirargico por CCR localizado de 1989 e 2004 demonstrando sobrevida livre
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de progressao de 98%, 95%, 90% e 70% para pacientes com tumores < 2
cm, 2-4 cm, 4-7 cm e > 7 cm, respectivamente.

Um estudo recente e multicéntrico envolvendo 706 pacientes
portadores de CCR demonstrou que tumores > 11 cm estavam associados
com maior presencga de metastases se comparado com tumores entre 7 a 11
cm de didametro (KLATTE et al. 2007). Pacientes portadores de metastases
ao diagnodstico apresentam progndstico reservado com sobrevida em dois
anos variando de 10 a 20% (FLANIGAN et al. 2004).

Alguns autores descrevem a associagao dos principais tipos
histolégicos de CCR com a sobrevida cancer especifica em analises
univariadas, no entanto, na maioria dos estudos, o impacto dessa variavel
nao é reproduzida em analises multivariadas. Os tumores de células claras
normalmente sdo os mais agressivos € com pior progndéstico, seguido dos
tumores papiliferos e cromo6fobos (PATARD et al. 2004a). Os tumores
papiliferos sédo divididos em dois grupos com evolugdes distintas: tipo | e tipo
[I. Os tumores papiliferos do tipo | geralmente apresentam melhor
prognéstico. Os tumores papiliferos do tipo Il usualmente sao de alto grau e
com grande potencial metastatico (PIGNOT et al. 2007). O tumor derivado
de translocagdo cromossémica do gene TFE3 no cromossoma Xp11 foi
recentemente descoberto e apresenta caracteristicas histolégicas peculiares
tanto de carcinoma de células renais quanto de tumores papiliferos. Esse
tumor raro pode acometer criangcas e quando ocorre em adultos apresentam

maior agressividade e pior prognéstico (ROSS e ARGANI 2010).
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O acometimento linfonodal é reconhecido em varios estudos como
fator prognodstico independente, no entanto, ndo existe até o momento
consenso da indicacao de linfadenectomia para doenca localizada e o seu
beneficio terapéutico é ainda incerto. A SCE em 5 anos dos pacientes com
acometimento linfonodal pode variar de 11% a 35% e metastases a distancia
podem estar presentes em mais da metade dos casos. Dados recentes
sugerem que a linfadenectomia extendida poderia estar indicada em casos
selecionados como tumores localmente avancgados (T3-T4), alto grau
nuclear de Fuhrman, presenga de necrose tumoral, linfonodos palpaveis
durante a cirurgia e presenca de diferenciagdo sarcomatoide (CAPITANIO et
al. 2011).

A classificacdo de Fuhrman, descrita por Susan Fuhrman em 1982,
representa outro fator prognéstico de grande importancia no CCR. O
tamanho nuclear, sua morfologia e as caracteristicas do nucléolo séo
utilizados para classificagdo dos tumores renais em 4 graus. Essa
classificagcdo esta associada com tamanho tumoral, estadio, presenca de
metastases, acometimento linfonodal, invasdo vascular e da gordura
perirrenal. As taxas de sobrevida cancer especifica em 5 anos dos pacientes
com tumores estratificados como grau 1, 2, 3 ou 4 foram 76%, 72%, 51% e
35%, respectivamente (BRETHEAU et al. 1995). A classificagdo de Fuhrman
foi inicialmente validada para a variante histoldgica de células claras e ainda
nao ha consenso para o seu uso em outros tipos histolégicos de CCR

(DELAHUNT et al. 2001).
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Outros achados histolégicos como a presenca de padrao
sarcomatoide e o achado de necrose tumoral apresentam importancia
prognéstica distinta. O padrdo sarcomatdide se apresenta como uma
transformacdo de alto grau caracterizada pela presenca de elementos
fusiformes difusos. Trata-se de uma condi¢ao rara, encontrada em apenas
5% dos casos, podendo ocorrer em qualquer tipo histolégico de CCR. A
sobrevida cancer especifica em 5 anos dos pacientes com e sem padrao
sarcomatoide pode variar de 22% a 79%, respectivamente (DE PERALTA-
VENTURINA et al. 2001). A presenga de necrose tumoral é outro achado
histolégico com impacto progndstico negativo. Em estudo retrospectivo
recente com mais de 2300 pacientes submetidos a tratamento cirurgico, a
presenca de necrose tumoral foi considerada em analise multivariada como
fator preditivo independente de pior sobrevida e maior incidéncia de
metastases, tanto em carcinoma de células claras como em tumores
papiliferos (PICHLER et al. 2012).

LEE et al. (2002) avaliaram 721 portadores de CCR e 57% desses
pacientes se apresentaram de forma incidental. A presenca de sintomas ao
diagndstico esta associada a tumores mais agressivos e doenga avangada,
sendo mais prevalente em pacientes jovens, tumores maiores e em
carcinoma de células claras convencional (LEE et al. 2002). Em estudo com
mais de 2200 pacientes, PATARD et al. (2004b) descreveram que o risco de
morte por CCR em pacientes com sintomas locais e sintomas sistémicos era
respectivamente, 2,8 e 8,8 vezes maior se comparado aos pacientes

assintomaticos.
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Tumores que invadem a gordura tanto perirrenal ou adjacente ao seio
renal sdo considerados T3a pela classificacdgo TNM. Em contrapartida,
parece haver diferengas progndsticas significativas quando ocorre a invasao
da gordura do seio renal se comparado ao acometimento da gordura
perirrenal. conferindo pior evolucdo e maior associagdo com metastases
linfonodais, tumores de alto grau e maior incidéncia de diferenciagcao
sarcomatoide (THOMPSON et al. 2005).

A incidéncia de invasdo microvascular €& outro parametro
histopatolégico reconhecido como fator progndstico independente.
GONCALVES et al. (2004) descreveram a presenga de invasao
microvascular em 25% dos 95 pacientes operados por CCR. Associa-se a
tumores maiores, alto grau de Fuhrman, estadios mais avangados e
presenca de acometimento linfonodal sendo fator preditivo também para o
desenvolvimento de metastases (KROEGER et al. 2012).

A invasdo da glandula supra-renal ipsilateral por contiguidade
constitui fator de pior prognéstico demonstrado em muitos estudos, o que
resultou na sua reclassificacdo no TNM de T3a para T4. As taxas de
sobrevida cancer especifica em 2 anos e 5 anos relatada por JUNG et al.
(2008) foram de 31% e 21%, respectivamente. Assim, a invasao direta da
adrenal ipsilateral apresenta pior prognéstico se comparado com o
acometimento da gordura perirrenal ou do seio renal (THOMPSON et al.
2005).

Ainda como fatores progndsticos, diversos mecanismos de avaliagao

e estratificagcao de performance clinica podem ser utilizados na avaliagéo de
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portadores de CCR como o Karnofsky’'s Performance Status (KPS), o
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) e o indice de comorbidade de
Charlson (Anexos 1, 2 e 3). Essas classificagdes avaliam principalmente o
impacto das neoplasias nas condigdes gerais de saude do individuo, ndo
considerando as comorbidades e o seu impacto no desfecho desses
tumores (KARNOFSKY e BURCHENAL 1950; SHVARTS et al. 2004). A
presenca de multiplas comorbidades deve ser considerada em portadores
de CCR com efeitos significativos na sobrevida, principalmente em pacientes
mais idosos. ATHER e NAZIM (2010) demonstraram que além de fatores
preditivos classicos de sobrevida para o CCR como estadio, grau de
Fuhrman e tamanho tumoral, diferengas no indice de comorbidades de
Charlson também apresentaram impacto significativo SG em analise
multivariada.

Em estudo recente de nosso grupo, DE CASSIO ZEQUI et al. (2010)
avaliaram o uso da classificagdo pré-operatoria da American Society of
Anesthesiology (ASA) como fator prognéstico em 141 pacientes portadores
de CCR submetidos a tratamento cirurgico. Nesse estudo, os pacientes
estratificados por ASA apresentaram impacto nas taxas de SG, SCE e de
sobrevida livre de doenca, bem como no risco de desenvolvimento de
metastases. Nesse estudo, os pacientes ASA 3 apresentaram menos
tumores incidentais ao diagndstico e configuraram um grupo de alto risco de
morte e de progressdo da doenga em comparagao aos classificados como

ASA 1e?2.
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Marcadores inflamatérios como proteina C reativa (PCR), taxa de
sedimentacao de eritrocitos e presenga de trombocitose também podem
apresentar impacto negativo na sobrevida (NEGRIER et al. 2002; SUPPIAH
et al. 2006).

A despeito desses estudos, nenhum fator prognéstico isolado é capaz
de predizer com acuracia os desfechos clinicopatolégicos. Desse modo, a
associagao de fatores prognosticos em modelos como nomogramas podem
auxiliar no manejo desses pacientes, embora ainda com limitagbes
(KATTAN et al. 2001; MOTZER et al. 2004). RAJ et al. (2008)
desenvolveram um modelo de nomograma pré-operatério para tumores
renais localizados considerando inumeros fatores como a presenca de
acometimento linfonodal, tamanho do tumor, sinais sugestivos de necrose
em exames de imagem, modo de apresentacao e presenga de metastases.
Posteriormente, diversos nomogramas foram desenvolvidos somando-se os
dados patoldgicos pds-operatdrios, com caracteristicas peculiares e melhor
acuracia na predicao de resultados (CINDOLO et al. 2005).

O nomograma mais utilizado e de maior importancia foi desenvolvido
por KATTAN et al. (2001) do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
(MSKCC) considerando o tipo histolégico, presenga de sintomas ao
diagndstico, tamanho tumoral e estadiamento pela versdo do TNM de 1997.
A acuracia em predizer recorréncia apos tratamento de doencga localizada
nesse estudo foi de 74%. Em 2005, SORBELLINI et al. atualizaram o
nomograma de Kattan para uso somente para o subtipo histoldégico de

células claras, determinando uma acuracia de 85%.
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Em 2002, foi publicado pelo grupo da Universidade da Califérnia em
Los Angeles (UCLA), um sistema prognéstico integrado denominado UCLA
Integrated Staging System (UISS). Esse nomograma considerou além do
estadio e grau, a classificagdo de performance status do ECOG,
estratificando os pacientes portadores de CCR em cinco grupos com
diferencas significativas na SG. Em seguida, essa classificacdo foi
simplificada em apenas trés grupos e validada em estudo multicéntrico
internacional envolvendo mais de 4000 pacientes com acuracia preditiva de
81% (PATARD et al. 2004b).

Outro sistema progndstico de grande importancia foi elaborado pela
Mayo Clinic é indicado para pacientes com diagnostico de CCR de células
claras localizado e metastatico. Esse nomograma, denominado SSIGN,
apresenta dez escores de risco considerando apenas fatores
histopatolégicos como estadio (TNM 1997), tamanho tumoral, grau nuclear e
presenca de necrose tumoral. A SCE em 5 anos para pacientes graduados
pelo SSIGN com escore 0-1, escore 5 e > 10 foi de 99,7%, 65,4% e 7,4%,

respectivamente (FRANK et al. 2002).

1.3.2 Fatores biomoleculares e genéticos

O desenvolvimento de modelos progndsticos baseados em variaveis
clinicas, anatdbmicas e histopatologicas, como descritos anteriormente,
apresentam importancia historica reconhecida na abordagem do CCR. No
entanto, fatores progndsticos mais precisos podem melhorar a acuracia para

predizer resultados e auxiliar na individualizacdo terapéutica desses
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pacientes. O avancgo da tecnologia para o estudo da gendmica e protedmica
permitiu a identificacdo das principais vias moleculares envolvidas no
crescimento e desenvolvimento de metastases do CCR. Assim, nos ultimos
anos, inumeros marcadores moleculares e genéticos tem sido estudados
como fatores prognésticos com melhor compreensdo da biologia tumoral
(KLATTE et al. 2009).

O carcinoma de células renais do tipo células claras (CCRCC) pode
ocorrer de forma esporadica ou como sindromes hereditarias como a
Sindrome de Von Hippel Lindau. O principal gene associado ao CCRCC € o
gene de Von Hippel Lindau (VHL), um gene supressor de tumor localizado
no cromossoma 3p. Além de condigdes de hipoxemia tecidual, as mutagoes,
delecbes e a hipermetilagcdo desse gene constituem os principais fatores
responsaveis pelo acumulo de HIF-1a (Hypoxia Induced Factor 1) no
citoplasma, estimulando o crescimento tumoral por meio da ativacao de uma
série de genes relacionados a angiogénese. No entanto, o papel progndstico
das mutagbes desse gene ainda ndo esta claro. PATARD et al. (2008)
avaliaram o papel prognéstico da mutagédo do gene VHL e da expresséo
imuno-histoquimica da anidrase carbbnica do tipo IX (CAIX) em 100
pacientes submetidos a tratamento cirurgico. Nesse estudo, a auséncia de
mutacgdes do VHL e a baixa expressdo de CAIX estavam associados com
doenca avancada e presenca de metastases. Em analise multivariada,
apenas a expressao de CAIX se caracterizou como fator progndstico
independente. Em contrapartida, outro estudo envolvendo 240 casos de

CCR esporadicos nao demonstrou qualquer associacdo de alteracbes do
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VHL com tamanho tumoral, estadio, acometimento linfonodal e presencga de
metastases. BALDEWIJNS et al. (2009), estudando 150 casos de CCR
também nao demonstraram impacto de alteragbes do gene VHL na

angiogénese e progressao tumoral.

1.3.3 O papel da hip6éxia no CCR (avia VHL-HIF-EPO)

A hipoxemia tecidual é caracterizada por um estado de redugdo da
pressao parcial de oxigénio ofertada aos tecidos de forma aguda ou crdnica,
interferindo nas principais vias metabdlicas celulares (ZANDER e VAUPEL
1985). Como em outros tumores, a hipoxemia no CCR é decorrente da
deficiéncia de suprimento sanguineo tecidual, notadamente por proliferagéo
celular descontrolada e formacéao de vasos aberrantes (HARRIS 2002).

Essa condicdo de baixa oferta de oxigénio aos tecidos, frequente no
microambiente tumoral, atua como um fator regulador inibindo ou
estimulando a expressdo de determinados genes especificos (HOCKEL e
VAUPEL 2001). A ativacédo da via do VHL-HIF-EPO caracteriza o principal
mecanismo adaptativo celular em resposta a condicdes de hipdxia. O HIF
(hypoxia inducible factor) € um heterodimero composto por duas unidades, o
HIF-a (constituido por trés subunidades, HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a) e o HIF-
,no entanto, apenas o HIF-1a/p é descrito como regulador dos genes
relacionados a hipoxia (WANG et al. 1995). O HIF- é expresso
continuamente, enquanto a sintese de HIF-1a é controlada por mecanismos
pos-translacionais determinados pela concentragdo intracelular de oxigénio

(HARRIS 2002).
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Em condi¢des de normais de oxigénio, o HIF-1a é hidroxilado em dois
residuos de prolina e um residuo de asparginase. Esse composto proli-
hidroxilado do HIF-1a se liga a proteina de VHL (pVHL) e a E3 ubiquitina-
ligase, para depois, ser degradado gradualmente nos proteossomos (OHH et
al. 2000; BRUICK e MCKNIGHT 2001).

No entanto, em condi¢des de hipdxia, o HIF-1a ndo é hidroxilado e
nao se liga ao complexo pVHL-E3 ubiquitina-ligase, escapando assim, dos
mecanismos de degradacédo proteossémica (SALCEDA e CARO 1997).
Como resultado, o HIF-1a se acumula no citoplasma e se dirige ao nucleo,
formando um complexo funcionalmente ativo com HIF-B, responsavel pela
ativagdo e transcricdo de inumeros fatores angiogénicos como o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento transformador alfa (TGF-
a) e a eritropoetina (EPO) (OHH 2006) (Figura 1)

Ademais, no CCR, a estabilizacdo e acumulo de HIF-1a no citoplasma
nao € somente consequéncia das condi¢gdes de hipdxia. As mutacgoes,
delegbes e a hipermetilacdo do gene VHL impedem a degradacdo normal
desse fator, estimulando o crescimento e o desenvolvimento dos tumores
renais (MAXWELL et al. 1999). Na literatura as dele¢des do gene VHL
podem ocorrer de 33% a 56% e a hipermetilagcdo em até 19% dos casos de
CCR esporadicos (KIM e KAELIN 2004). Desse modo, os tumores renais
frequentemente apresentam expressao aumentada de HIF-1a, do contrario,

raramente isso ocorre nos tecidos normais (ZHONG et al. 1999).
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Fonte: Adaptado de MORAIS et al. (2013)

Figura 1 - A via VHL-HIF-EPO na progressao do CCR.

1.3.4 A eritropoetina (EPO) e o seu receptor (EPO-R)

A eritropoetina (EPO) € uma glicoproteina de 30,4 KDa, pertencente a
familia das citocinas de classe | (WEN et al. 1994). A principal fungdo dessa
citocina é o controle da proliferacdo e a diferenciacdo dos eritrocitos na
medula éssea (LACOMBE e MAYEUX 1999). Durante a embriogénese, a
EPO é produzida pelo figado, mas apds o nascimento a sua produgao é
realizada pelas células endoteliais peritubulares do cortex renal (ECKARDT
1996). O gene da EPO esta localizado no brago longo do cromossomo 7,
constituido por cinco exdns e quatro introns e considerado o unico fator de

crescimento hematopoiético regulado por hipdxia local (SASAKI et al. 2000).
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Notadamente, a anemia € uma complicagdo comum de muitos
tumores (DESAI e DEMETRI 2005). Cerca de 35% dos pacientes com
cancer renal se apresentam com anemia ao diagnostico e somente 5% com
policitemia (NSEYO et al. 1986; MOTZER et al. 1996).

Esta bem documentado que a anemia e a hipdxia tecidual influenciam
de forma negativa a qualidade de vida dos pacientes portadores de cancer,
bem como a resposta ao tratamento (NORDSMARK et al. 1996;
LITTLEWOOD et al. 2003). Acredita-se que a presengca de anemia em
diversos tumores aumenta o risco de morte pela doenga em até 65% e pode
alterar, significativamente, a resposta a quimioterapia e radioterapia (CARO
et al. 2001; VAUPEL et al. 2001).

Dessa forma, o controle da anemia e da hipoxemia tecidual sao
importantes para melhorar a qualidade de vida e a sobrevida dos pacientes,
potencializando a resposta ao tratamento complementar (VAUPEL et al.
2001).

Durante os ultimos 20 anos, grandes progressos foram feitos no
estudo da EPO, das moléculas relacionadas com a sua expressao génica e,
finalmente, com a sintese da eritropoetina recombinante humana (rhEPO)
para uso clinico. Assim, os agentes estimulantes da eritropoiese (ESA) tem
sido utilizados no tratamento dos quadros de anemia refrataria decorrentes
de insuficiéncia renal crénica e de muitos tumores. Persiste porém, duvidas
sobre os possiveis efeitos desse tipo de tratamento na biologia das

neoplasias tratadas (FARRELL e LEE 2004).
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Recentemente, a EPO e seu receptor (EPO-R) foram localizados em
inumeros tecidos nao hematopoiéticos como figado, utero, sistema nervoso
central, células endoteliais e diversos tumores sélidos malignos, embora
sem efeito na eritropoiese (FARRELL e LEE 2004; JELKMANN e WAGNER
2004). A maioria dos tumores renais sao derivados de células dos tubulos
proximais e expressam receptores funcionantes de EPO (WESTENFELDER
et al. 1999).

A EPO-R é um receptor de superficie celular é caracterizado por uma
proteina glicosilada de 484 aminoacidos de cadeia simples, membro das
citocinas de classe | (LAPPIN 2003). Uma molécula de EPO se liga de forma
cruzada a dois receptores de membrana de eritropoetina, formando um
dimero funcionalmente ativo, que induz a alteragdes conformacionais
ativando a tirosina quinase intracitoplasmatica, a Janus quinase 2 (JAK2)
(WITTHUHN et al. 1993; FRANK 2002). Como resultado, a JAK2 fosforila
inumeros residuos de tirosina da porgao citoplasmatica da EPO-R que
funcionam como sitios de ligagao para proteinas que contém dominios tipo
Src-homology 2 (SH2), representadas por STAT1, STAT3 e STATS5. A
interacao de JAK2/STATS é o principal complexo responsavel pela ativagao
de varias vias de transducgao de sinais intracitoplasmaticos como: PI3K/AKkt,
Grb2/Ras/MAPK, proteina quinase C, Src homoly fosfatases (SHP1,2) e
STATS (BAO et al. 1999; WOJCHOWSKI et al. 1999). A Figura 2 representa
a interacdo da EPO com o seu receptor de membrana e a cascata de

sinalizacao intracelular.
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Fonte: TOVARI et al. (2008)
Figura 2 - A via de sinalizagao da EPO-R.

O efeito sinalizador da EPO é fortemente reconhecido como um
mecanismo relevante na biologia do tumor (WIESENER et al. 2007). Em
tecidos ndo hematopoiéticos, a EPO atua na inibicido da apoptose, na
promog¢ao da proliferagdo celular, na resisténcia a determinadas drogas e na
estimulacao da angiogénese (RIBATTI et al. 1999). No entanto, o significado
prognéstico da expressdo de EPO e EPO-R no cancer renal e seu o efeito
no crescimento tumoral e angiogénese ainda ¢ incerto.

GONG et al. (2006), estudaram a expressdo imuno-histoquimica da
EPO e EPO-R em 54 pacientes portadores de CCR evidenciando forte
marcacgao em mais de 90% das amostras.

Em estudo in vitro, a administracdo exdégena de EPO aumenta a

proliferacao celular de células de cancer de mama, rim e tumores de cabeca
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e pescogo (WESTENFELDER e BARANOWSKI 2000; ACS et al. 2001; LAl
et al. 2005). Esses resultados questionam se a administracdo de EPO pode
promover crescimento tumoral através da estimulacdo dos receptores de
eritropoetina. No entanto, BERDEL et al. (1991), ndo confirmaram qualquer
e feito modulador da EPO em 22 tipos de tumores ndo hematopoiéticos.

LJUNGBERG et al. (1992), demonstraram em estudo com 165
pacientes portadores de CCR que a elevagao sérica de EPO estava
associada a pior prognéstico e indicava risco aumentado de doenca
metastatica.

MICHAEL et al. (2007), avaliaram a expressao imuno-histoquimica da
EPO em amostras de 113 pacientes submetidos a nefrectomia radical por
CCR (periodo de 1990 a 2000), demonstrando 33% de positividade. Nesse
estudo, os pacientes com forte expressdo de EPO apresentaram
probabilidade dobrada de morrer pela doenca.

Em contraste, em estudo prospectivo com 49 pacientes, os resultados
demonstraram que o aumento sérico de EPO ndo era claramente um
marcador para cancer renal (GROSS et al. 1994). PAPWORTH et al. (2009),
confirmaram que a expressao de EPO e EPO-R nao se correlacionava com
a sobrevida, ndo sendo considerado fator prognéstico independente.

A expressdo desses marcadores no CCR e nos diversos tipos
histolégicos ndo sdao bem conhecidas. Ademais, ndo sabemos se as
expressdoes de EPO e EPO-R se apresentam de formas diferentes nos
tecidos neoplasicos e tecidos normais adjacentes. Outra duvida é se ha

diferencas na expressao de tumores localizados e de tumores metastaticos



29

e se ha diferencas na expressao intratumoral entre portadores de rim
contralateral normal e portadores de rim unico.

Dessa forma, existem poucos estudos na literatura avaliando os
potenciais efeitos da expressdao da EPO e EPO-R no cancer renal, na
maioria deles com casuistica modesta e com resultados conflitantes.

Os autores desse estudo propdem investigar a expressdo imuno-
histoquimica da EPO e EPO-R nos diversos tipos histolégicos de CCR, nos
tecidos renais ndo neoplasicos e avaliar o valor prognéstico desse marcador

com maior casuistica e com cooperacao de centro internacional.

1.3.5 O Tissue Microarray (TMA)

O estudo dos genes, vias de sinalizagao e de inumeros marcadores
teciduais pode ser util no entendimento das interagcdes moleculares dos
fendmenos oncoldgicos. Porém a quantidade de material disponivel para
estudo é finita e 0 desgaste a cada sec¢ao para confec¢ao de laminas para
processos de imuno-histoquimica tradicionais € intenso.

A técnica do TMA foi descrita inicialmente por BATTIFORA (1986) e
permite, de forma mais pratica e rapida, o estudo simultdneo de marcadores
e proteinas em multiplas amostras de tecido. Desse modo, se torna
metodologia atraente por promover economia de reagentes, submissao de
todas as amostras as mesmas condi¢des fisico-quimicas das reacdes e
permitir economia de material para estudo. Posteriormente, a técnica foi

aperfeicoada aos moldes atuais por KONONEN et al. (1998).
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Para confec¢cdo do TMA, os blocos de parafina e as suas respectivas
laminas devem ser recuperados. As |laminas sdo analisadas ao microscopio
comum e as areas mais representativas do tumor sdo demarcadas. A seguir,
por justaposicdo das laminas marcadas com os respectivos blocos de
parafina sao selecionadas as areas de interesse formando um bloco doador
para cada caso. Assim, essas areas de interesse demarcadas no bloco
doador sdo puncionadas com um instrumento em forma de agulha para
obtengcdo de fragmentos cilindricos microscopicos. Esses pequenos
fragmentos, com a area de interesse de cada caso, sao posteriormente
transferidos para um unico bloco receptor, constituindo o TMA. A partir deste
bloco receptor, procede-se a sec¢cao de multiplas laminas de 3 a 5 ym para o
estudo. Cada lamina contém amostras de cada caso e, sempre sao
amostras em duplicata, obtidas de secc¢des a diferentes profundidades dos
blocos doadores. Deste modo, é possivel a analise de diversas quantidades
teciduais e de diferentes regides tumorais sem comprometer a
representatividade do material obtido em comparacdo as secgbes em

laminas tradicionais (KONONEN et al. 1998; RIMM et al. 2001).
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Fonte: SAUTER et al. (2003).

Figura 3 - Demonstragdo esquematica do método de TMA. A. Amostras
cilindricas de tecido sdo removidas de bloco de parafina doador e depositadas em bloco
receptor. B. Aspecto da secgédo corada com hematoxilina-eosina (HE). C-E. Magnificagao
Optica de secgdes de neoplasia de mama, utilizando-se métodos de HE, imunohistoquimica
e FISH.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Analisar a expressao imuno-histoquimica da EPO e EPO-R no tumor
primario de pacientes portadores de CCR submetidos a nefrectomia e

correlacionar com os fatores progndsticos convencionais.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

o Estudar a expressédo de EPO e EPO-R através de imuno-histoquimica
no tumor primario dos diversos tipos histologicos;

o Estudar a expressao da EPO e EPO-R no tumor primario e comparar
com a expressao no tecido renal ndo neoplasico;

o Analisar o impacto dos niveis de expressao da EPO e EPO-R nas
taxas de sobrevida global (SG), sobrevida cancer especifica (SCE) e
sobrevida livre de doenga (SLD);

o Correlacionar a expressdao de EPO e EPO-R com diversas variaveis

demograficas, clinicas e anatomopatologicas.
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CASUISTICA E METODOS

POPULACAO DO ESTUDO

Critérios de Inclusao

CCR comprovado histologicamente;

Tratamento cirurgico exclusivo do tumor primario;

Auséncia de comorbidades que reduzam a expectativa de vida a

menos de seis meses.

Critérios de excluséo

Pacientes submetidos a outros tratamentos para o CCR além da
cirurgia ou com comorbidades que possam comprometer a sobrevida;
Pacientes com sarcomas renais, neoplasias renais nao corticais ou
com tumor de Wilms;

Prontuarios com dados incompletos ou faltantes;

Material arquivado em parafina (blocos) em mas condi¢des;

TMA com descolamento de hotspot, presenga de necrose ou fibrose

excessiva ou material inadequado.
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3.2 METODOLOGIA

A populacado do estudo é caracterizada por individuos portadores de
carcinoma de células renais (CCR) submetidos inicialmente a tratamento
cirargico no Nucleo de Urologia do A.C. Camargo Cancer Center, entre 1980
e 2009, num total de 216 pacientes. O estudo apresentou coparticipagao de
instituicdo estrangeira (Hospital Pasteur, Uruguai) contribuindo com mais
104 casos do mesmo periodo, constituindo uma amostra inicial de 320
pacientes. Inicialmente, foram revisados os prontuarios médicos arquivados
no Servigo de Arquivo Médico e Estatistico (SAME) de ambas instituigbes e
os dados coletados foram registrados em uma ficha de levantamento
previamente definida (Anexo 3). Os dados epidemiologicos, demograficos e
clinicopatolégicos coletados foram armazenados em base simples (Excel),
constituindo o banco de dados final. As variaveis consideradas foram idade,
sexo, raca, indice de performance status pela classificacdo de ECOG e
Karnofsky (KPS), sintomatologia ao diagndstico, tabagismo, tempo de
evolugdo, lateralidade da lesdo, multifocalidade, hemoglobina pré-
tratamento, tipo de cirurgia, data da cirurgia, complicagbes cirurgicas
precoces e tardias, necessidade de transfus&o, estadiamento pelo TNM
AJCC/UICC 2010, grau de Furhman, tamanho da lesdo (maior diametro no
exame anatomopatoldgico), tipo histologico, presenca de metastases ao
diagndstico, invas&do venosa microscopica, acometimento linfonodal, invasao
linfatica microscopica, presengca de necrose tumoral, evolugdo péds-

operatoria, tempo de seguimento, desenvolvimento de metastases,
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tratamento das metastases e situacdo clinica ao final do estudo. Apds
analise imuno-histoquimica também foram incluidas as expressées de EPO
e EPO-R de forma qualitativa e quantitativa.

As laminas e os dados anatomopatolégicos de todos os pacientes do
estudo, arquivados no Departamento de Anatomia Patolégica do A.C.
Camargo Cancer Center e os provenientes do Uruguai, foram revisados por
trés patologistas experientes (Dra. Isabela Werneck da Cunha, Dra.
Stephania Martins Bezerra e Dra. Luciana Schultz) sem conhecimento dos
desfechos clinicos e das caracteristicas de cada caso. Todos os casos
foram reclassificados de modo uniforme e as areas mais representativas de
cada caso foram selecionadas para confecgao do tissue microarrray (TMA).
Concomitantemente, foi realizada analise de tecido ndo neoplasico (distando
pelo menos 1,0 cm do tumor) obtido das pegas cirurgicas (blocos de
parafina) para comparagcdo entre os graus de expressao dos referidos

marcadores em CCR e do tecido ndo neoplasico adjacente.

3.2.1 Diagnéstico e Estadiamento

Todos os pacientes foram avaliados inicialmente por exame clinico
geral. Os pacientes foram indagados quanto a presenga de sinais e
sintomas relacionados a neoplasia renal. Utilizou-se a Tomografia
Computadorizada de Abdémen como método de imagem padrao para
confirmacgéao diagndstica.

O estadiamento clinico foi realizado pelo sistema TNM (Anexos 4 e 5).

As metastases pulmonares foram investigadas através de radiografias de
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térax realizadas nas incidéncias postero-anterior e perfil. Quando se
observou lesbes pulmonares suspeitas ou duvidosas, utilizou-se a
Tomografia Computadorizada de Térax para confirmagéo de possiveis focos
tumorais metastaticos. Cintilografia 6ssea foi solicitada apenas nos casos de
suspeita clinica de metastases 6sseas (sintomatologia, alteragao laboratorial

sugestiva ou doenga metastatica em multiplos sitios).

3.2.2 Procedimento Cirurgico

Todos os pacientes foram submetidos a tratamento cirurgico. O tipo
de cirurgia realizada variou de acordo com a extensdo do tumor e
preferéncia do cirurgido. Os procedimentos realizados foram: nefrectomia
radical convencional ou por técnica video-laparoscopica, nefrectomia parcial
convencional ou por técnica videolaparoscopica e nodulectomia. Nos casos
submetidos a ressecgbes parciais, foi observada margem cirurgica
macroscopica minima e em casos selecionados, utilizou-se técnica

anatomopatoldgica de congelagao para exclusao de neoplasia residual.

3.2.3 Seguimento
O acompanhamento dos pacientes foi realizado em consultas
ambulatoriais. As consultas foram realizadas trimestralmente no primeiro e
segundo anos. Do segundo ao terceiro ano de seguimento estas consultas
passaram a ser semestrais, e apos o terceiro ano, realizadas anualmente.
Em todas as consultas, foi realizado exame fisico sistematico.

Exames laboratoriais e de imagem foram utilizados rotineiramente durante o
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acompanhamento clinico. Em casos suspeitos de recidiva local ou sistémica,

foi utilizado a tomografia computadorizada para confirmagéao diagnéstica.

3.3

Ao final do seguimento, os pacientes foram classificados como:

vivos sem cancer: pacientes tratados do CCR e sem evidéncia clinica,
radiolégica ou laboratorial da neoplasia;

vivos com cancer: pacientes que apds o tratamento cirurgico primario
permaneceram com evidéncia clinica, radiolégica ou laboratorial da
doencga ou que apresentaram recidiva durante o seguimento;

mortos pelo cancer: pacientes que morreram decorrentes do CCR ou
por complicagao do tratamento, incluindo ébito pds-operatério (até 30
dias pos-cirurgia);

mortos por outras causas: pacientes que morreram por causas nao
relacionadas a neoplasia ou complicagdes do seu tratamento;

perda de seguimento: pacientes que nao retornaram nas consultas de
seguimento num periodo de tempo igual ao dobro do estipulado e que

nao foram localizados.

CONFECCAO DO TMA

ApoOs revisao das laminas pelo Departamento de Patologia foram

selecionadas as areas mais representativas dos tumores renais para

elaboragcdo do tissue microarray (TMA). Quando presentes e viaveis,

também foram selecionadas areas de tecido renal ndo neoplasico distando

pelo menos 1,0 cm do tumor principal. Os respectivos blocos de parafina
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foram resgatados e obtidos cilindros de material de 1,0 mm de didmetro
correspondente as areas selecionadas para elaboracdo do TMA, conforme
padronizacao de KONONEN et al. (1998). Assim, cada cilindro retirado do
bloco doador foi introduzido em um novo bloco de parafina (receptor) em
duplicata para cada caso. Ao todo, 314 casos foram elegiveis e preparados
com a técnica e as referidas laminas submetidas a realizagdo de imuno-

histoquimica com os marcadores propostos (EPO e EPO-R).

3.4 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os blocos de parafina contendo o TMA foram submetidos a cortes
convencionais de 3 um de espessura por microtomia mecanica (Leica
RN2255, LEICA). As reacgdes imuno-histoquimicas foram realizadas de
forma automatizada com a utilizacdo do equipamento Ventana Benchmark
XT (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Os marcadores empregados
e as suas especificagcdes e respectivas diluicbes estdo representados no
Quadro 3. O sistema de visualizagdo utilizado nas reagdes imuno-
histoquimicas para os marcadores avaliados foi o iVIEW DAB Detection, que
exibe uma coloragdo marrom-acastanhada.

As reagbes de imuno-histoquimicas automatizadas seguiram um
protocolo estabelecido de acordo com os resultados obtidos na
padronizagcao da técnica. A desparafinizacdo das laminas foi realizada
aplicando-se EZPrep (ROCHE) e aquecidas a 75°C por 8 minutos. Para

recuperacao antigénica foi aplicado Cell Conditioner (ROCHE) por 8 minutos
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a 95°C e depois, 64 minutos a 100°C. As laminas foram lavadas com
Reaction Buffer (ROCHE) e incubadas por 4 minutos nessa solugdo. Em
seguida, foi aplicado UV INHIBITOR (ROCHE) nas laminas por 4 minutos e
depois lavadas com Reaction Buffer. O bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado aplicando-se UV DAB H202 (agua oxigenada a 10 vol.). As
ldminas foram incubadas com os anticorpos primarios estudados por 32
minutos e depois lavadas novamente com Reaction Buffer. Foi realizado
outra lavagem com Reaction Buffer e as laminas foram incubadas por 8 min
com UV DAB (ROCHE) e UV DAB H202 (ROCHE), lavadas com Reaction
Buffer e aplicado UV COPPER (ROCHE) por 4 minutos e novamente
lavadas com Reaction Buffer. Apds esse processo as laminas foram
retiradas do equipamento e submetidas a processos de desidratacdo com
banhos sucessivos de Etanol a 80%, a 95%, a 100%, por 30 segundos cada
um, e em quatro banhos de Xilol de 30 segundos cada. Tecidos
sabidamente positivos para os marcadores foram utilizados como controles
positivos e o0s controles negativos foram obtidos pela omissdo dos

anticorpos primarios.

Quadro 3 - Lista de anticorpos primarios utilizados no estudo imuno-
histoquimico.

Anticorpos Clones Titulos Fabricante

EPO Policlonal de coelho 1:200 Abcam (Cambridge, MA, EUA)

Monoclonal de
EPO-R camundongos 1:25 Abcam (Cambridge, MA, EUA)
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3.5 ANALISE DAS REACOES (PADRONIZACAO)

Apo6s as reagdes imuno-histoquimicas, as laminas de TMA foram
analisadas em microscépio comum por patologista experiente. Vale ressaltar
que, por tratar-se de anticorpos pouco estudados e com grande amplitude
de padronizagao na literatura, a qualidade das reagdes foi rigorosamente
analisada e casos duvidosos foram excluidos. Dessa forma, os casos com
hotspots com grandes areas de descolamento, presenca de artefatos
diversos, representacdo com muita necrose, auséncia de tumor e pacientes
com dados incompletos foram excluidos. Assim, restaram 220 casos validos
para EPO e 213 casos validos para EPO-R.

A anadlise das reagdes foi feita de forma manual, utilizando algoritmo
pré-estabelecido e modificado de PAPWORTH (2011), baseado no método
de escore. Cada hotspot foi analisado e classificado de acordo com o grau
de intensidade da marcacao e o padrao de distribuicdo. A intensidade da
reacao foi estratificada em ausente, baixa, média ou alta, sendo pontuadas
em 0, 1, 2 e 3, respectivamente. Na analise da distribuicdo, quando focal, foi
pontuada como 1 e quando difusa, pontuada como 2. O escore de cada
hotspot foi calculado pela multiplicagdo da intensidade pela distribuicdo,
podendo variar de 0 a 6. Como os casos representados no TMA estavam em
duplicata, o escore final foi considerado como a meédia aritmética dos
hotspots de cada caso. Para melhor interpretagdo, o grau de expressao
imuno-histoquimica foi estratificado como “baixa expressao” (0 a 1) ou “alta

expressao” (> 1 a 6), definindo a analise quantitativa.
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Em nosso estudo, considerando a dificuldade para definicdo do grau
de intensidade das reagdes e para evitar a subjetividade inerente ao método,
foi optado pela realizagao de analise complementar qualitativa, estratificando

a expressao de EPO e EPO-R como “ ausente” (0) ou “presente” (>0 a 6).

3.6 ESTATISTICA

Para a andlise estatistica foi utilizado o software Windows Statistical
Package for Social Science (SPSS), versdo 21.0. As distribuicbes das
variaveis clinicas, demograficas, anatomopatolégicas e referentes ao
tratamento foram apresentadas na forma de tabelas de contingéncia. A
mensuragdo das variaveis quantitativas (numéricas) foi expressa pelas
médias, medianas e seus respectivos desvios-padrdao. A avaliacdo da
associagado do grau de expressao de EPO e EPO-R e as demais variaveis
foi realizada com o teste do Qui Quadrado de Pearson (MORETTIN e
BUSSAB 2005). Para os casos em que os valores esperados foram
inferiores a 5 em mais de 20% das caselas ou que tinham valores esperados
< 1 foram utilizados o teste exato de Fisher. O nivel de significancia adotado
foi o de 5%. A comparagao entre os graus de expressao dos marcadores em
tecido ndo neoplasico e CCR foi realizada através do teste estatistico de
Mann-Whitney, ja que se tratou de grupos nao pareados.

A identificacdo dos fatores independentes relacionados a SG, SCE e
SLD foi realizada pela regressédo logistica multipla de Cox. As variaveis

selecionadas para o estudo multiplo foram as que atingiram significancia
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estatistica na analise univariada, bem como aquelas que atingiram valores
de p de até 0,20. O resultado final para os modelos multivariados, regressao
logistica e de COX (1972), foi obtido pela estratégia stepwise forward
selection, onde a partir da variavel de maior significancia na analise
univariada foram acrescentadas as outras, uma a uma, em ordem crescente.

Para estudar as andlises de SG, SCE e SLD utilizou-se o estimador
de KAPLAN e MEIER (1958) como ferramenta para estimar a probabilidade
de um paciente com CCR estar vivo ou nado apresentar recidiva até o
instante de tempo considerado. Através da representagdo grafica desse
estimador, conseguimos visualizar, para uma determinada variavel, qual
categoria de pacientes apresenta maior probabilidade de nao morrer por
CCR ou néao apresentar recidiva de CCR ao longo do tempo. Quanto mais
superior for a curva referente a uma determinada categoria, maior sera a
probabilidade de os pacientes dessa categoria estarem vivos 45 ou sem
recidiva do CCR até o instante de tempo considerado. Para a comparagao
das curvas estimadas para cada categoria dentro de uma determinada
variavel utilizou-se o teste nao-paramétrico de LogRank. Os valores p
correspondentes aos testes estdo apresentados no canto inferior direito de
cada gréafico. O nivel de significAncia adotado foi o de 5%. Pacientes
considerados perdidos de seguimento na data da ultima informacéao
contribuiram para a curva de sobrevida até tal data, sendo entdo
considerados sob censura. Os valores referentes a dados de frequéncia e

taxas de sobrevida foram simplificados com técnicas de arredondamento
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padronizadas com eliminagao de casas decimais. A significancia estatistica

foi determinada para um valor de p<0,05.

3.7 ANALISE DE RISCOS E ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de estudo retrospectivo, ndo houve a participacao direta
de pacientes, nem a alteracdo da estratégia de seguimento pds-operatorio
ou a introdugdo de qualquer modificacdo terapéutica, ou aplicacido de
qualquer medicagcdo ou método que tenha gerado danos, beneficios, ou
outras consequéncias a qualquer paciente. Desta forma, néo foi necessaria
a adogao de consentimento pos-informado.

Foram utilizados dados de prontuarios e material arquivado em blocos
de parafina no Servico de Anatomia Patologica do A.C. Camargo Cancer
Center e do Hospital Pasteur, Uruguai. O uso do material parafinado nao
acarretou prejuizo aos pacientes, pois, a terapéutica julgada necessaria para
0s mesmos ja havia sido instituida e sempre foi mantido material residual no
bloco.

O projeto foi inscrito no CEP do A.C. Camargo Cancer Center (n°.
1577/11), foi aprovado sem restricdes em 14/06/2011. A pesquisa apresenta
cooperacgao estrangeira (Hospital Pasteur, Uruguai) e foi inscrita para
avaliacdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) seguindo
orientagdes regimentares. A CONEP aprovou o projeto sem restrigbes por

meio do parecer n°. 549/2011. (Anexos 6 e 7)
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3.8 CASUISTICA

Da populagéo estudada, um total de 134 (60,9%) eram do sexo
masculino e 86 (39,1) eram do sexo feminino. A maioria dos pacientes eram
brancos e 20 (9,0%) de outras ragas. A idade de apresentagéo variou de14 a
86 anos, com média de 57,1 anos. Do total, mais da metade dos pacientes
(56,4%) tinham entre 39 e 62 anos e 18 (8,2%) pacientes tinham menos que
38 anos ao diagnostico. A maioria dos pacientes ndo fumavam (60,5%) e a
histéria familiar de CCR estava presente em apenas seis pacientes (3,0%).
O diagndstico incidental ocorreu em 116 pacientes (50,5%).

Cento e quatro (49.5%) apresentavam algum sintoma relacionado a
neoplasia, sendo os mais comuns dor lombar e hematuria. Apenas dois
pacientes (0,9%) apresentavam a triade classica de sintomas (hematuria,
dor lombar e massa palpavel) e 27 pacientes (12,3%) se apresentaram com
doenga metastatica ao diagndstico. O tempo de evolugédo entre as queixas
iniciais e o diagnostico variou de 1 a 48 meses, com média de 2,1 meses
(Tabela 1).

Cerda de 30% dos pacientes se apresentaram com anemia (Hb < 12
g/dl) no pré-operatério, com meédia 13,34 g/dl e mediana de 13.5 g/dl. Na
avaliacdo de performance status (P/S), a maioria (93%) apresentavam KPS
280 e 105 pacientes (66,4%) foram classificados como ECOG 0. Os
pacientes classificados como ECOG 1 ou 2 (agrupados) corresponderam a
33,6%. O risco anestésico foi avaliado pela classificagdo de ASA,

caracterizando 167 pacientes (76%) como ASA 1 ou 2 e 53 (24%) pacientes
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como ASA 3 ou 4. A maioria apresentava alguma comorbidade ao
diagnéstico, ja que apenas 11,8% dos avaliados eram ASA 1 (Tabela 2).

Quanto a abordagem cirurgica, a nefrectomia radical foi realizada em
171 (77,7 %) pacientes, enquanto que 49 (22,3%) foram submetidos a
nefrectomia parcial. O tempo médio de cirurgia foi de 198 minutos e a taxa
de transfusao de 21,4%. As complicagdes pos-operatodrias precoces (até 30
dias) ocorreram em 30 (14%) casos destacando-se a insuficiéncia renal
aguda e as complicagbes cardiovasculares. A taxa de complicagdes tardias
foi de quase 10%, caracterizada principalmente por insuficiéncia renal
cronica ocorrida em 11 (5,1%) pacientes (Tabela 3).

Quanto ao maior didmetro tumoral, cerca de 30% dos tumores eram<
4,0 cm, com variagao de 1 a 24 cm e média de 6,7 cm. Observou-se invasao
da gordura e/ou seio renal em 57 (26%) pacientes, invasdo da pelve ou
ureter em 16 (7,3%) e acometimento da adrenal ipsilateral em 14 (6,4%)
casos. Quanto a invasdo de grandes vasos, a veia renal estava acometida
em 24 (10,8%) dos pacientes e a invasédo da veia cava inferior ocorreu em 5
(2,3%) pacientes.

O tipo histolégico mais comum foi carcinoma de células claras
presente em 176 (80%) dos casos, seguidos pelos tumores papiliferos do
tipo 1 (2,7%), tumores papiliferos do tipo 2 (6,8%) e cromofobos (6,8%).
Quatro pacientes (1,8%) foram considerados como inclassificaveis.Na
analise do grau nuclear de Fuhrman, 22% dos tumores foram considerados

como baixo grau (graus 1 e 2 ) e 78 % como alto grau (graus 3 e 4).
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Cerca de 42% dos pacientes apresentavam necrose tumoral na
analise microscopica. A invasao venosa e a invasao linfatica microscopica
estava presente em 33 (20,8%) e 17 (10,7%) dos pacientes,
respectivamente. Dezoito pacientes (8,2%) apresentavam linfonodos
acometidos (pN1). Os pacientes submetidos a nefrectomia parcial (49
pacientes) foram considerados, por principio, como pNO (Tabela 4).

Quanto ao estadiamento clinico, 95 (43,2%) foram considerados
como estadio |, 41 (18,6%) como estadio I, 46 (21%) estadio Il e 38
(17,2%) pacientes foram considerados como estadio V.

Ocorreram 58 (26,4%) Obitos, dos quais 41 (70,6% destes) em
decorréncia do cancer. Dos 220 pacientes validos, 128 (58,2%) estavam
vivos e sem doencga ao término do estudo, 22 (10%) estavam vivos com
doenca e perda de seguimento ocorreu em 12 (5,5%) pacientes.

Falha ao tratamento foi observada em 40 (21%) pacientes e os
principais locais de recorréncia foram pulmdes e ossos. Cerca de 73% dos
pacientes com recidiva da doenca receberam tratamento complementar,

sobretudo com cirurgia em 33% dos casos (Tabela 8).
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Tabela 1 - Variaveis epidemiologicas dos pacientes portadores de CCR

(n=220).
Variavel Categoria N %
Idade 14 a 38 anos 18 8,2
39 a 62 anos 124 56,4
63 a 86 anos 78 35,4
Sexo Masculino 134 60,9
Feminino 86 39,1
Raca Brancos 200 91,0
Nao brancos 20 9,0
Diagnéstico Incidental Nao 116 50,5
Sim 104 49,5
Sintomas Nao 116 50,5
Dor lombar 27 12,7
Hematuria 36 17,0
Emagrecimento 8 3,8
Massa palpavel 4 1,9
Febre 2 0,9
Dois sintomas 22 10,4
Triade 2 0,9
Outros 3 1,9
Historia familiar Sim 6 3,0
Nao 214 97,0
Tabagismo Sim 77 39,5
Nao 118 60,5
Metastase ao diagnoéstico Sim 27 12,3
Nao 193 87,7
Total - 220 100,0




Tabela 2 - Variaveis clinicas dos pacientes portadores de CCR (n=220).
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Variavel Categoria N %
Hemoglobina <12,0 65 29,5
(pré-operatorio) 212,0 155 70,5
KPS <80 11 7,0
280 146 93,0
ECOG 0 105 66,4
Performance Status 1+2 53 33,6
ASA 1 26 11,8
2 141 64,0
3 51 23,2
4 2 0,9
Lateralidade Direito 101 46,0
Esquerdo 113 51,3
Bilateral 6 2,7
Diametro tumoral <4cm 66 30,0
>41a7cm 71 32,3
>7,1¢cm 83 37,7
Topografia renal Pdlo superior 51 26,6
Pdlo médio 29 15,1
Pdélo inferior 41 21,4
Mais de um pélo 71 37,0
Total - 220 100,0
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Tabela 3 - Variaveis terapéuticas dos pacientes portadores de CCR (n=220).

Variavel Categoria N %
Tipo de cirurgia Nefrectomia radical 171 77,7
Nefrectomia parcial 49 22,3
Transfusdo sanguinea Sim 47 21,4
Nao 173 78,6
Tempo cirargico Até 3 horas 107 48,6
Acima de 3 horas 113 514
Margens cirurgicas Livres 209 95,0
microscoépicas Comprometidas 11 5,0
Tempo de internagao <4 dias 122 55,7
> 4 dias 98 443
Complicagdes precoces Nao 184 85,8
IRA 10 4,5

ileo paralitico 2 0,8

Cardiovasculares 5 2,3

Hemorragia 2 0,9

Outras 11 5,7

Complicagdes tardias Nao 193 90,1
IRC 11 5,1

Suboclusao intestinal 1 0,5

Hernia incisional 2 0,9

HAS 2 1,0

Outras 5 24

Total - 220 100,0
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Tabela 4 - Variaveis anatompatolégicas dos pacientes portadores de CCR

(n=220).

Variavel Categoria N %
Tipo histolégico Células claras 176 80,0

Papilifero tipo 1 6 2,7

Papilifero tipo 2 15 6,8

Cromdfobo 15 6,8

Inclassificavel 4 1,8

Sarcomatoide 3 1,4

Ductos coletores 1 0,5

Grau de Fuhrman 1 3 1,6
2 38 20,4
3 107 57,5
4 38 19,9

Acometimento Sim 18 8,2
linfonodal * Nao 202 91,8
Necrose tumoral Sim 93 42,3
Nao 127 57,7
Invasdo da gordura e/ou Sim 57 26,0
seio renal Nao 163 74,0

Invasdo da pelve e/ou Sim 16 7,3
ureter Nao 204 92,7

Invasdo de adrenal Sim 14 6,4
Nao 206 93,6
Invasdo venosa Sim 33 20,8
microscopica (IVM) Nao 126 79,2
Invaséo linfatica Sim 17 10,7
microscopica (ILM) Nao 142 89,3
Invasdo da veia renal Sim 24 10,8
Nao 198 89,2

Invasdo da veia Sim 5 2,3
cava inferior Nao 215 97,7
Total - 220 100,0

* Pacientes submetidos a nefrectomia parcial considerados como NO.
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Tabela 5 - Variaveis relacionadas do estadiamento dos pacientes portadores

de CCR (n=220).

Variavel Categoria N %
Estadiamento patoldgico (T) pT1la 38 17,5
pT1b 54 24,9
pT2a 32 14,7
pT2b 18 8,3
pT3a 55 25,3
pT3b 4 1,8
pT3c 0 0,0
pT4 16 7.4
Estadiamento patoldgico (N) pNx 57 26,3
pNO 142 65,4
pN1 18 8,3
Agrupamento por | 95 43,2
estadios Il 41 18,6
11 46 21
v 38 17,2
Total - 220 100,0

Tabela 6 - Desfechos clinicos apés o tratamento do tumor primario e
situacao clinica aos 10 anos do estudo dos pacientes portadores de CCR

(n=220).

Variavel Categoria N %
Falhas* Nao 153 79,0
Sim 40 21,0
Situagao clinica Vivos sem doenca 128 58,2
ao término do estudo Vivos com doencga 22 10,0
Morte por CCR 41 18,6

Morte por outras causas 17 7,7

Perda de seguimento 12 5,5
Total - 220 100,0

* excluidos os pacientes com metastase ao diagndstico
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4 RESULTADOS

4.1 REACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DA EPO

A avaliacdo da média do escore de expressdo da EPO nos casos de
CCR e nos tecidos benignos (ndo neoplasicos) adjacentes revelou maior
grau de expressao nos tecidos benignos (p<0,001). A média de expressao
de EPO nos casos de CCR foi de 2,01 (dp=1,64 e mediana=2,0). Nos
tecidos benignos, a meédia foi de 3,65 (dp=1,35 e mediana de 4,0) (Figura
4).
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Figura 4 - Grafico descritivo de Boxplot demonstrando grau de expressao de
EPO em tecido ndo neoplasico (n=51) e em CCR (n=220). | p<0,001

Dos 220 pacientes portadores de CCR avaliados por imuno-
histoquimica, 77 (35%) apresentaram baixa expressao de EPO e 143 (65%)
pacientes apresentaram alta expressao. A EPO apresentou um padrao de

expressao citoplasmatico predominantemente homogéneo.
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Figura 5 - Fotomicrografias dos padrées de expressao imuno-histoquimica

de EPO nos diferentes tecidos considerados (aumento original 400x).
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As associagbes dos graus de expressao imuno-histoquimica de EPO
e as principais variaveis clinicas e demograficas foram avaliadas, conforme
descrito na Tabela 7. A idade ao diagnéstico categorizada, a necessidade
de transfusdo sanguinea, a presenga de sintomas ao diagndstico e o
tabagismo estavam associados ao grau de expressdao de EPO. Quanto
menor a idade ao diagndstico, maior foi o grau de expressao de EPO. A alta
expressdao de EPO foi proporcionalmente maior entre os pacientes
assintomaticos ao diagnéstico quando comparados aos individuos
sintomaticos, 72,4% versus 57,7%.Dos 118 pacientes ndo fumantes, a
maioria (78%) apresentava alta expressdo de EPO.Quanto a transfuséo
sanguinea durante o tratamento do CCR, a alta expressédo de EPO foi
observada em 25 (53,2%) dos pacientes transfundidos e em 123 (71%)

daqueles nao transfundidos.
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Tabela 7 - Expressdo quantitativa de EPO segundo variaveis clinicas e

demograficas de 220 pacientes portadores de CCR.

Variavel Categoria Baixa expressao Alta expresséao p
n (%) n (%)
Idade 14 a 38 anos 4 (22,2) 14 (77,8)
39 a 62 anos 39 (31,5) 85 (68,5)
63 a 86 anos 35 (44,9) 43 (55,1) 0,039
Sexo Masculino 43 (32,1) 91 (67,9)
Feminino 34 (39,5) 52 (60,5) 0,259
Raca Brancos 70 (35) 130 (65)
Nao brancos 7 (35) 13 (65) 0,589
Sintomas Sim 44 (42,3) 60 (57,7)
ao diagnostico Nao 32 (27,5) 84 (72,4) 0,010
Tabagismo Sim 33 (42,9) 44 (57,1)
Nao 26 (22) 92 (78) 0,002
Missing=25
Metastase ao Sim 12 (44,4) 15 (55,6)
ao diagnostico Nao 66 (34,1) 127 (65,9) 0,289
KPS <80 4 (36,4) 7 (62,6)
280 25 (17,1) 121 (82,9) 0,121
Missing=63
ECOG 0 20 (19) 85 (81)
Performance Status 1+2 9 (17) 44 (83) 0,751
Missing=62
ASA 1 4 (15,4) 22 (84,6)
2 55 (39) 86 (61)
3 18 (35,3) 33 (64,7)
4 0(0) 2 (100) 0,079
Hemoglobina <12 27 (41,5) 38 (58,5)
(pré-operatorio) 212 50 (32,3) 105 (67,7) 0,216
Transfusdo sanguinea Sim 22 (46,8) 25 (53,2)
Nao 50(29) 123 (71) 0,016
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Na avaliacdo das variaveis anatomopatolégicas, foi observada
associagao entre o grau de expressao de EPO e o tipo histolégico (p=0,001),
o grau de Fuhrman (p=0,006) e a presenga de acometimento da adrenal
(p=0,023). A alta expressdo de EPO foi proporcionalmente menor nos
tumores de células claras quando comparado aos outros tipos histoldgicos,
58% versus 93,2%. Dos 38 pacientes com grau de Fuhrman 4, 81,6%
apresentaram alta expresséo de EPO. Quanto ao acometimento da adrenal,
a baixa expresséao foi observada em 7,1% dos pacientes e a grande maioria

(92,9%) apresentava alta expressao de EPO (Tabela 8).



Tabela 8 -

Expressao quantitativa de

EPO
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segundo variaveis
anatomopatologicas dos 220 pacientes portadores de CCR.

Variavel Categoria Baixa expressdo Alta expresséao p
n (%) n (%)
Tipo histologico Células claras 74 (42) 102 (58)
Papilifero tipo 1 0 (0) 6 (100)
Papilifero tipo 2 1(6,7) 14 (93,3)
Cromofobo 2(13,3) 13 (86,7)
Inclassificavel 0(0) 4 (100)
Sarcomatoide 0 (0) 3 (100)
Ductos coletores 0 (0) 1 (100) 0,001
Tipo histologico Células claras 74 (42) 102 (58)
Nao Células claras 3(6,8) 41 (93,2) <0,001
Grau de Fuhrman 1 1(33) 2 (67)
2 14 (36,8) 24 (63,2)
3 52 (48,6) 55 (51,4)
4 7(18,4) 31 (81,6) 0,006
Necrose tumoral Sim 34 (36,6) 59 (63,4)
Nao 43 (33,8) 84 (66,2) 0,669
Invasao da gordura Sim 25 (43,9) 32 (56,1)
el/ou seio renal Nao 53 (32,5) 110 (67,5) 0,110
Invasao da pelve Sim 4 (25) 12 (75)
e/ou ureter Nao 74 (36,2) 130 (63,8) 0,430
Invasao de adrenal Sim 1(7,1) 13 (92,9)
Nao 77 (37,1) 129 (62,9) 0,023
Invasao venosa Sim 7 (21,2) 26 (78,8)
microscopica (IVM) Nao 22 (17,7) 102 (82,3) 0,622
Missing=63
Acometimento Sim 5(27,8) 13 (72,2)
linfonodal* Nao 75 (37,1) 127 (62,9) 0,449
Estadiamento pTia 9 (24,3) 28 (75,7)
patoldgico (pT) pT1b 15 (28,3) 38 (33,9)
pT2a 13 (40,6) 19 (59,4)
pT2b 8 (47,1) 9 (52,9)
pT3a 27 (49,1) 28 (50,9)
pT3b 2 (50) 2 (50)
pT3c 0 (0) 0
pT4 3(18,8) 13 (81,3) 0,072
Estadiamento Nx 14 (25,5) 41 (74,5)
patolégico (pN) NO 58 (41,1) 83 (58,9)
N1 5(27,8) 13 (72,2) 0,097

* Pacientes submetidos a nefrectomia parcial considerados como NO
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4.1.1 Analise qualitativa da expresséo de EPO

Em nossa casuistica, dos 220 pacientes portadores de CCR avaliados
por imuno-histoquimica, 49 (22,3%) nao expressaram EPO e 171 (76,7%)
apresentaram algum grau de expressdo desse marcador, sendo
considerados positivos.

Da mesma forma, foram avaliadas as associagdes com as principais
variaveis clinicas e demograficas (Tabela 9). A presenca de expressao de
EPO foi proporcionalmente maior entre os pacientes mais jovens. Além
disso, entre os pacientes assintomaticos ao diagndstico, a expressao de
EPO foi de 91,4% versus 86,9% entre os pacientes com sintomas. Do
mesmo modo, a presenca de expressdo de EPO foi proporcionalmente
maior entre os pacientes nao transfundidos. Outras variaveis como KPS =80
e valor de hemoglobina no pré-operatério 212 também estavam associadas
a presenca de expressao de EPO. Dos pacientes classificados como KPS
=280, a grande maioria (95,2%) expressaram EPO. De forma semelhante,
82,6% dos pacientes com hemoglobina no pré-operatério 212 também
expressaram EPO.

No estudo das associagdes com as variaveis anatomopatoldgicas foi
também observado que a expressdo de EPO foi proporcionalmente menor
entre os tumores de células claras quando comparados aos outros tipos
histolégicos, 73,3% versus 95,5%. O grau de Fuhrman ndo se associou a
presenca de expressdo de EPO nessa nova anadlise (p=0,177). Dos 14
pacientes com acometimento da adrenal, 100% expressaram EPO. (Tabela

10).
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Tabela 9 - Expressdo qualitativa de EPO segundo variaveis clinicas e

demograficas dos 220 pacientes portadores de CCR.

Variavel Categoria Ausente Presente p
n (%) n (%)
Idade 14 a 38 anos 2(11,1) 16 (88,9)
39 a 62 anos 19 (15,3) 105 (84,7)
63 a 86 anos 27 (34,6) 51 (65,4) 0,003
Sexo Masculino 27 (20,1) 107 (79,9)
Feminino 22 (25,6) 64 (74,4) 0,345
Raca Brancos 46 (23) 154 (77)
Nao brancos 3 (15) 17 (85) 0.576
Sintomas Sim 29 (13,1) 75 (86,9)
ao diagndstico Nao 19 (8,6) 97 (91,4) 0,013
Tabagismo Sim 18 (23,4) 59 (76,6)
Néo 16 (13,6) 102 (86,4) 0,077
Missing=25
Metéastase ao Sim 8 (29,6) 19 (70,4)
ao diagndstico Nao 41 (21,4) 152 (78,6) 0,334
KPS <80 3(27,3) 8 (72,7)
=80 7 (4,8) 139 (95,2) 0,024
Missing=63
ECOG 0 4 (3,8) 101 (96,2)
Performance Status 1+2 6 (11,3) 47(88,7) 0,086
Missing=62
ASA 1 2(7,7) 24 (92,3)
2 32 (22,7) 109 (77,3)
3 15(29,4) 36 (70,2)
4 0(0) 2 (100) 0,152
Hemoglobina <12 22 (33,8) 43 (66,2)
(pré-operatorio) 212 27 (17,4) 128 (82,6) 0,008
Transfusao sanguinea Sim 17 (36,2) 30 (63,8)
Nao 32 (14,5) 141 (85,4) 0,003




Tabela 10 -
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Expressdao qualitativa de EPO segundo variaveis
anatomopatologicas dos 220 pacientes portadores de CCR.
Variavel Categoria Ausente Presente p
n (%) n (%)
Tipo histologico Células claras 47 (26,7) 129 (73,3)
Papilifero tipo 1 0 (0) 6 (100)
Papilifero tipo 2 0(0) 15 (100)
Cromofobo 2(13,3) 13 (86,7)
Inclassificavel 0 (0) 4 (100)
Sarcomatoide 0 (0) 3 (100)
Ductos coletores 0 (0) 1 (100) 0,090
Tipo histologico Células claras 47 (26,7) 129 (73,3)
Nao Células claras 2 (4,5) 42 (95,5) 0,002
Grau de Fuhrman 1 1(33,3) 2 (66,7)
2 9(23,7) 29 (76,3)
3 32 (29,9) 75 (70,1)
4 5(13,2) 33(86,8) 0,177
Necrose tumoral Sim 23 (24,7) 70 (75,3)
Nao 25 (20) 102 (80) 0,404
Invasao da gordura Sim 17 (29,8) 40 (70,2)
el/ou seio renal Nao 32 (19,9) 130 (80,2) 0,117
Invasao da pelve Sim 3(18,8) 13 (81,3)
e/ou ureter Nao 46 (22,7) 157 (77,3) 0,773
Invasao de adrenal Sim 0 (0) 14 (100)
Nao 49 (23,9) 157 (76,1) 0,038
Invasao venosa Sim 2(6,1) 31 (93,9)
microscopica (IVM) Nao 8 (6,5) 116 ,5) 0,935
Missing=63
Acometimento Sim 5(27,8) 13 (72,2)
linfonodal* Nao 47 (23,2) 155 (76,7) 0,568
Estadiamento pTia 5(13,5) 32 (86,5)
patolégico (pT) pT1b 10 (18,9) 43 (81,1)
pT2a 6(18,8) 26 (81,3)
pT2b 7(41,2) 10 (58,8)
pT3a 18 (32,7) 37 (67,3)
pT3b 1(25) 3 (75)
pT3c 0 (0) 0 (0)
pT4 2(12,5) 14 (87,5) 0,133
Estadiamento Nx 4(7,3) 51 (92,7)
patoldgico (pN) NO 40 (28,4) 101 (71,6)
N1 5(27,8) 13(72,2) 0,006

* Pacientes submetidos a nefrectomia parcial considerados como NO
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4.2 REACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DO EPO-R

Na comparagdo das médias do grau de expressdo de EPO-R dos
casos de CCR e dos tecidos benignos adjacentes (ndo neoplasicos)foi
observado menor expressdo nos tecidos malignos (p=0,002). A média de
expressdo imuno-histoquimica no CCR foi de 1,03 (dp=1,16 e mediana=1,0).
Nos tecidos benignos, a média de expressdo foi de 1,42 (dp=0,83 e

mediana=1,75).
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Figura 6 — Grafico descritivo de Boxplot demonstrando o grau de expressao
de EPO-R em tecido n&o neoplasico (n=50) e em CCR (n=213).

Dos pacientes portadores de CCR submetidos a imuno- 0=0,002 ca

para EPO-R, 132 (62%) apresentaram baixo grau de expressao e 81 (38%)
alto grau. O EPO-R também apresentou padréao de expressao citoplasmatico
predominante. A Figura 7 representa os padrbes de expressao imuno-

histoquimica de EPO-R nos diferentes tecidos considerados.
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Figura 7 - Fotomicrografias dos padrdes de expressao imuno-histoquimica

de EPO-R nos diferentes tecidos considerados (aumento original 400x).

Observou-se associacao estatisticamente significante entre a idade
categorizada e o grau de expressao de EPO-R (p=0,050). Dos 77 pacientes

com idade de 63 a 86 anos, 71,4% apresentavam baixo grau de expressao e
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28,6% alto grau. Nao foram observadas outras associagdes do grau de
expressdo de EPO-R com as demais variaveis clinicas e demograficas

(Tabela 11).

Tabela 11 - Expressédo quantitativa de EPO-R segundo variaveis clinicas e
demograficas de 213 pacientes portadores de CCR.

Variavel Categoria Baixa expresséo Alta expresséo p
n (%) n (%)
Idade 14 a38 anos 8 (43,8) 10 (56,2)
39a62anos 69 (58,4) 49 (41,6)
63 a86 anos 55 (71,4) 22 (28,6) 0,050
Sexo Masculino 81 (63,3) 47 (36,7)
Feminino 51 (60) 34 (40) 0,629
Raca Brancos 117 (60,9) 75(39,1)
Nao brancos 15 (71,4) 6 (28,6) 0,347
Sintomas Sim 62 (63,9) 35 (36,1)
ao diagnostico Nao 68 (58,6) 48 (41,7) 0,567
Tabagismo Sim 43 (59,7) 29 (40,3)
Nao 71 (60,2) 47 (39,8) 0,535
Missing=23
Metastase ao Sim 16 (59,3) 11 (40,7)
ao diagndstico Nao 116 (62,7) 69 (37,3) 0,730
KPS <80 4 (36,4) 7 (63,6)
=80 84 (57,9) 61 (42,1) 0,164
Missing=57
ECOG 0 58 (55,2) 47 (44,8)
Performance Status 142 30 (57,7) 22 (42,3) 0,771
Missing=56
ASA 1 13 (50) 13 (50)
2 88 (65,2) 47 (51,3)
3 31 (62) 19 (38)
4 0 (0) 2 (100) 0,146
Hemoglobina <12 37 (61,7) 23 (38,3)
(pré-operatério) 212 95 (62,1) 58 (37,9) 0,537
Transfusao sanguinea Sim 31 (67,4) 15 (32,6)

N&o 98 (58,6) 69 (41,4) 0,210
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Na analise das variaveis anatomopatologicas foi observada
associagdo entre o grau de expressao de EPO-R e o tipo histolégico
estratificado (p=0,023), o grau de Fuhrman (p=0,003), a presenga de
acometimento da pelve e/ou ureter (p=0,034) e a presenga de invaséao
venosa microscopica (IVM) (p=0,026). Da mesma forma que a EPO, a alta
expressao de EPO-R foi proporcionalmente menor nos tumores de células
claras quando comparado aos outros tipos histolégicos agrupados, 34,3%
versus 52,3%. Quanto ao grau de Fuhrman, os tumores classificados como
1 a 3 apresentaram maior incidéncia de baixa expressdao de EPO-R. Do
contrario, a maioria dos tumores Fuhrman 4 (61,8%) apresentaram alta
expressao de EPO-R. A alta expressdo de EPO-R também foi
proporcionalmente maior nos pacientes com acometimento da pelve e/ou
ureter e naqueles com invasao venosa microscopica, 64,3% e 60,6%,

respectivamente (Tabela 12).
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Tabela 12 - Expressdo quantitativa de EPO-R segundo variaveis
anatomopatologicas dos 213 pacientes portadores de CCR.

Variavel Categoria Baixa expressdo Alta expresséao p
n (%) n (%)
Tipo histologico Células claras 111 (65,7) 58 (34,3)
Papilifero tipo 1 2 (33,3) 4 (66,7)
Papilifero tipo 2 6 (40) 9 (60)
Cromofobo 10 (62,5) 6 (37,5)
Inclassificavel 3 (75) 1(25)
Sarcomatoide 0 (0) 2 (100)
Ductos coletores 0 (0) 1 (100) 0,058
Tipo histolégico Células claras 111 (65,7) 58 (34,3)
Nao Células claras 21 (47,7) 23 (52,3) 0,023
Grau de Fuhrman 1 2 (66,7) 1(33,3)
2 27 (71,1) 11 (28,9)
3 74 (71,8) 29 (28,2)
4 13 (38,2) 21 (61,8) 0,003
Necrose tumoral Sim 53 (60,9) 34 (39,1)
Nao 79 (62,3) 47 (37,7) 0,770
Invasao da gordura Sim 36 (65,5) 19 (34,5)
e/ou seio renal Nao 97 (61,4) 61 (38,6) 0,571
Invasao da pelve Sim 5(35,7) 9 (64,3)
elou ureter Nao 128 (64,3) 71 (35,7) 0,034
Invasdo de adrenal Sim 9 (64,3) 5 (35,7)
Nao 124 (62,3) 75 (37,7) 0,872
Invaséo venosa Sim 13 (39,4) 20 (60,6)
microscopica (IVM) Nao 75 (61) 48 (39) 0,026
Missing=57
Acometimento Sim 9(52,9) 8 (47,1)
linfonodal* Nao 123 (62,7) 73 (37,3) 0,405
Estadiamento pT1a 23 (52,2) 21 (47,8)
patoldgico (pT) pT1b 29 (55,8) 23 (44,2)
pT2a 19 (70,4) 8 (29,6)
pT2b 12 (70,6) 5(29,4)
pT3a 37 (69,8) 16 (30,2)
pT3b 3 (75) 1(25)
pT3c 0 (0) 0 (0)
pT4 9 (56,3) 7 (43,8) 0,493
Estadiamento Nx 36 (64,3) 20 (35,7)
patolégico (pN) NO 87 (62,1) 53 (37,9)
N1 9(52,9) 8 (47,1) 0,692

* Pacientes submetidos a nefrectomia parcial considerados como NO



66

4.2.1 Analise qualitativa da expressao de EPO-R

Considerando a nova estratificacdo conforme descrito anteriormente,
um total de 90 pacientes (42,3%) nao expressaram EPO-R e 123 (57,7%)
expressaram esse marcador.

Das variaveis clinicas analisadas, a EPO-R se associou com a idade
categorizada (p=0,015) e necessidade de transfusdo sanguinea (p=0,004).
Do mesmo modo, a presenca de expressao de EPO-R foi proporcionalmente
maior entre os pacientes mais jovens. Além disso, a presenca de expressao
de EPO-R foi maior entre os pacientes nao transfundidos quando
comparados aos transfundidos, 65,2% versus 41,3%. (Tabela 13).

Na avaliagdo das variaveis anatomopatoldgicas foi observado
associagdao de EPO-R com o tipo histolégico estratificado (p=0,024) e a
presenca de acometimento da pelve e/ou ureter (p=0,027). Os pacientes
portadores de CCR tipo células claras apresentaram expressao de EPO-R
em 53,8% dos casos, enquanto que nos portadores de outros tipos
histoldgicos agrupados a expressao de EPO-R foi de 72,7% dos casos. Dos
pacientes com invasao da pelve e/ou ureter, a maioria (85,7%) apresentou
expressao de EPO-R.A expressdo de EPO-R ndo se associou com o grau
de Fuhrman nessa nova estratificacdo (p=0,129), bem como nao se
associou com a presencga de invasdo venosa microscoépica (IVM) (p=0,616)

(Tabela 14).
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Tabela 13 - Expressado qualitativa de EPO-R segundo variaveis clinicas e
demograficas de 213 pacientes portadores de CCR.

Variavel Categoria Ausente Presente p
n (%) n (%)

Idade 14 a 38 anos 5 (25) 13 (75)

39 a 62 anos 43 (36,4) 75 (63,6)

63 a 86 anos 42 (54,5) 35 (45,5) 0,015
Sexo Masculino 53 (41,4) 75 (58,6)

Feminino 37 (43,5) 48 (56,5) 0,759
Raca Brancos 81 (42,2) 111 (57,8)

N&o brancos 9 (42,9) 12 (57,1) 0,953
Sintomas Sim 45 (46,4) 52 (53,6)
ao diagndstico Nao 44 (37,9) 72 (62,1) 0,165
Tabagismo Sim 25 (34,7) 47 (65,3)

Nao 48 (40,7) 70 (59,3) 0,413

Missing=23
Metastase ao Sim 8 (29,6) 19 (70,4)
ao diagnostico Nao 82 (44,3) 103 (55,7) 0,149
KPS <80 4 (36,4) 7 (63,6)

280 49 (33,8) 96 (66,2) 0,862

Missing=57
ECOG 0 35 (33,3) 70 (66,7)
Performance Status 1+2 18 (34,6) 34 (65,4) 0,873

Missing=56
ASA 1 8 (30,8) 18 (69,2)

2 62(45,9) 73 (54,1)

3 20 (40) 30 (60)

4 0(0) 2 (100) 0,339
Hemoglobina <12 25 (41,7) 35 (58,3)
(pré-operatério) 212 65 (42,5) 88 (57,5) 0,914
Transfusao sanguinea Sim 27 (58,7) 19 (41,3)

Nao 60 (35,9) 107 (64,1) 0,004
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Tabela 14 - Expressao qualitativa de EPO-R segundo variaveis

anatomopatologicas de 213 pacientes portadores de CCR.

Variavel Categoria Ausente Presente p
n (%) n (%)
Tipo histolégico Células claras 78 (46,2) 91 (53,8)
Papilifero tipo 1 0 (0) 6 (100)3
Papilifero tipo 2 3 (20) 12 (80)
Cromofobo 7 (43,8) 9 (56,3)
Inclassificavel 2 (50) 2 (50)
Sarcomatoide 0(0) 2 (100)
Ductos coletores 0 (0) 1 (100) 0,062
Tipo histoldgico Células claras 78 (46,2) 91 (53,8)
N&o Células claras 12 (27,3) 32 (72,7) 0,024
Grau de Fuhrman 1 1(33,3) 2 (66,7)
2 18 (47,4) 20 (52,6)
3 53 (51,5) 50 (48,5)
4 10 (29,4) 24 (70,6) 0,129
Necrose tumoral Sim 34 (39,1) 53 (60,9)
Nao 55 (44,4) 69 (55,6) 0,445
Invasdo da gordura Sim 27 (49,1) 28 (50,9)
e/ou seio renal Néo 63 (40,1) 94 (59,) 0,247
Invasdo da pelve Sim 2 (14,3) 12 (85,7)
elou ureter Nao 88 (44,4) 110 (55,6) 0,027
Invaséo de adrenal Sim 6 (42,9) 8 (57,1)
Nao 84 (93,3) 115 (57,7) 0,975
Invaséo venosa Sim 10 (30,3) 23 (69,7)
microscopica (IVM) Nao 43 (35) 80 (65) 0,616
Missing=57
Acometimento Sim 6 (35,3) 11 (64,7)
linfonodal* N&o 86 (43,8) 110 (56,1) 0,503
Estadiamento pT1a 15 (33,3) 29 (66,7)
patolégico (pT) pT1b 19 (36,5) 33 (63,5)
pT2a 13 (48,1) 14 (51,9)
pT2b 8(47,1) 9 (52,9)
pT3a 29 (54,7) 24 (45,3)
pT3b 2 (50) 2 (50)
pT3c 0(0) 0(0)
pT4 6 (37,5) 10 (62,5) 0,363
Estadiamento NXx 19 (33,9) 37 (66,1)
patolégico (pN) NO 64 (47,8) 70 (52,2)
N1 6 (35,3) 11 (54,7) 0,171

* Pacientes submetidos a nefrectomia parcial considerados como NO
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4.3 ANALISE DE SOBREVIDA

4.3.1 Sobrevida global (SG)
Durante o seguimento, ocorreram 56 Obitos entre os pacientes
analisados. A taxa de SG em 5 anos e 10 anos foi de 77,5% e 74,8%,

respectivamente (Figura 12).
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Figura 8 - Curva de sobrevida global aos 120 meses para os 220 pacientes
portadores de CCR.



70

A analise univariada de SG foi realizada considerando apenas os
pacientes validos do TMA. As variaveis clinicas e demograficas que
influenciaram a SG foram idade categorizada (p=0,011), sintomas ao
diagndstico (p<0,001), metastase ao diagndstico (p<0,001), KPS (p<0,001),
ECOG (0,002), ASA (<0,001), hemoglobina no pré-operatério (<0,001),
transfusdo sanguinea (p<0,001) e estadio clinico (p<0,001), como
demonstrado na Tabela 15.

Aos 10 anos de seguimento, a maioria das variaveis patoldgicas
avaliadas apresentaram impacto estatisticamente significativo na SG
(Tabela 16). Em analise univariada dos marcadores estudados, os pacientes
com baixa expressao de EPO apresentaram pior taxa de SG quando
comparado aos pacientes com alta expressdo, com quase o dobro de
chance de morrer aos 120 meses (HR 1,95; IC 95% 1,15-3,30; p=0,010). O
grau de expressdao de EPO-R nao influenciou a SG em 5 e 10 anos

(p=0,951) (Tabela 17).
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Tabela 15 - Probabilidade acumulada de SG de portadores de CCR aos 5
anos e 10 anos de seguimento de acordo com variaveis clinicas.

Variavel Categoria SG 5 anos p SG 10 anos p
n (%) n (%)
Idade (anos) 14 a 38 14 (82,4) 14 (82,4)
39a62 103 (82,4) 102 (81,6)
63 a 86 53 (67,9) 0,027 48 (61,5) 0,030
Sexo Masculino 102 (76,6) 96 (72,1)
Feminino 70 (80,4) 0,594 67 (77) 0,302
Raca Brancos 155 (77,5) 149 (74,5)
Nao brancos 17 (85) 0,719 17 (85) 0,579
Sintomas Sim 69 (63,8) 67 (62)
ao diagndstico Nao 97 (86,6) <0,001 93 (83) <0,001
Tabagismo Sim 63 (72,4) 58 (66,6)
Nao 92 (69,1) 0,444 91 (68,4) 0,969
Metastase Sim 8 (28,6) 8 (28,6)
ao diagndstico Nao 163 (84,8) <0,001 157 (81,7)  <0,001
KPS <80 5(45,5) 5 (45,5)
=80 122 (82,4) <0,001 120 (81,1)  <0,001
ECOG 0 93 (86,9) 91 (85)
Performance Status 1+2 35 (66) <0,001 35 (66) 0,001
ASA 1ou?2 136 (80) 133 (78,2)
agrupado 3ou4 36 (69,2) 0,024 33 (63,5) 0,004
Hemoglobina <12 38 (59,4) 38 (59,4)
(pré-operatorio) 212 134 (84,8) <0,001 128 (81) <0,001
Transfusdo sanguinea Sim 26 (49) 26 (49)
Nao 139 (82,3) <0,001 133(79,6) <0,001
Agrupamento por I 82 (90,1) 79 (86,8)
estadios Il 33 (80,5) 32 (78)
1] 35 (76,1) 33 (71,7)
v 16 (42,1) 16 (42,1) <0,001
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Tabela 16 - Probabilidade acumulada de SG de portadores de CCR aos 5 e
10 anos de seguimento de acordo com variaveis anatomopatologicas.

Variavel Categoria SG 5 anos p SG 10 anos p
n (%) n (%)
Tipo histologico Células claras 137 (78,2) 133 (76)
Papilifero tipo 1 5 (83,3) 4 (66,7)
Papilifero tipo 2 12 (80) 11 (73,3)
Cromofobo 15 (93,8) 15 (93,8)
Inclassificavel 1(25) 1(25)
TTE gene 0 (0) 0 (0)
Sarcomatoide 2 (66,7) 2 (66,7)
Ductos coletores 0(0) <0,001 0 (0) <0,001
Grau de Fuhrman Tou?2 3278) 30 (73,2)
3ou4d 111 (76) 0,544 109 (74,7) 0,811
Necrose tumoral Sim 64 (68,8) 62 (66,7)
Nao 107 (84,3) 0,002 103 (81,1) 0,004
Invasao da gordura Sim 35 (61,4) 33 (57,9)
e/ou seio renal Nao 136 (83,4) <0,001 132 (81) <0,001
Invasao da pelve Sim 8 (50) 8 (80)
el/ou ureter Nao 163 (80) <0,001 157 (76,9) 0,001
Invasao de adrenal Sim 9 (64,3) 9 (64,3)
Néo 162 (78,6) 0,151 156 (75,7) 0,209
Invasao venosa Sim 20 (60,6) 20 (60,6)
microscoépica (IVM) Nao 107 (84,9) <0,001 105 (83,3) 0,001
Invaséo linfatica Sim 7(41,2) 7 (41,2)
microscoépica (ILM) Nao 120 (84,5) <0,001 118 (83,1) <0,001
Acometimento Sim 8 (44,4) 8(44,4)
lindonodal * Nao 158 (78,2)  <0,001 152 (75,2) <0,001
Diametro tumoral <4.cm 53 (84,12) 49 (77,7)
>41a7cm 65 (90,2) 64 (88,8)
>7,1cm 49 (57,5) <0,001 48 (56,4) <0,001
Estadiamento pT1 82 (90,1) 79 (86,8)
patolégico (pT) pT2 39 (78) 38 (76)
pT3 36 (61) 34 (57,6)
pT4 9 (56,3) <0,001 9 (56,3) <0,001
Estadiamento Nx 47 (82,5) 46 (80,7)
patolégico (pN) NO 111 (78,7) 106 (75,2)
N1 8 (44,4) <0,001 8 (44,4) <0,001

* Pacientes submetidos a nefrectomia parcial considerados como
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Tabela 17 - Probabilidade acumulada de SG de portadores de CCR aos 5 e
10 anos de seguimento de acordo o grau de expressado de EPO e EPO-R.

Variavel Categoria SG 5 anos p SG 10 anos p
n (%) (log rank) n (%) (log rank)
EPO Baixa expressao 53 (68,4) 49 (64,5)
Alta expressao 117 (81,8) 0,016 114 (79,7) 0,010
EPO-R  Baixa expressao 99 (75,6) 95 (72,5)
Alta expressao 63 (77,8) 0,966 61 (75,3) 0,951

As curvas de sobrevida global para EPO e EPO-R estao

representadas nas Figuras 9 e 10,
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Figura 9 - Curva de sobrevida global em 120 meses para os pacientes

portadores de CCR estratificados em baixo e alto grau de expressédo de EPO

(p=0,010).
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Figura 10 - Curva de sobrevida global em 120 meses para os pacientes
portadores de CCR estratificados em baixo e alto grau de expressao de
EPO-R (p=0,951).

Analise multivariada

Apds analise multivariada pela regressao logistica de Cox (backward),
as variaveis que permaneceram como preditores independentes para o risco
de obito global foram: presengca de metastase ao diagnostico (p<0,001),
classificagdo de ASA (p=0,006), presenca de sintomas ao diagnostico
(p=0,030), transfusdo sanguinea (p=0,017) e presenga de invasédo linfatica

microscopica (ILM) (p=0,009) (Tabela 18).
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Tabela 18 - Analise multivariada do risco de 6bito por variaveis selecionadas
em portadores de CCR.

Variavel Categoria RR IC 95% p
Metastase Nao 1 Referéncia
Sim 6,426 2,790 - 15,125 <0,001
ASA Tou?2 1 Referéncia
3ou4d 2,814 1,339 -5,915 0,006
Transfusdo Nao 1 Referéncia
sanguinea Sim 2,459 1,177 - 5,139 0,017
Sintomas Nao 1 Referéncia
ao diagndstico Sim 2,538 1,094 - 5,892 0,030
Invaséo linfatica Nao 1 Referéncia
microscopica (ILM) Sim 3,114 1,325-7,317 0,009

4.3.2 Analise de SG com estratificacdo qualitativa de EPO e EPO-R

A avaliagdo da SG também foi realizada estratificando os pacientes
como expressdo ausentes ou presente de EPO e EPO-R, conforme
justificado anteriormente. Em analise univariada, a expressdo de EPO
influenciou positivamente a SG (p>0,001). As taxas de SG ao final do
seguimento dos pacientes que expressaram e n&o expressaram EPO foram
respectivamente, 79,5% e 56,3%. A presenca de expressao de EPO-R

também nao influenciou a SG em 5 e 10 anos (p=0,222) (Tabela 19).

Tabela 19 - Probabilidade acumulada de SG de portadores de CCR aos 5 e
10 anos de seguimento de acordo com a expressao qualitativa de EPO e
EPO-R.

Variavel Categoria SG 5 anos p SG 10 anos p
n (%) (log rank) n (%) (log rank)
EPO Ausente 29 (60,4) 27 (56,3)
Presente 140 (81,9) <0,001 136 (79,5) <0,001
EPO-R Ausente 63 (70,8) 61 (68,5)

Presente 99 (80,5) 0,148 95 (77,2) 0,222
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A curva de sobrevida global para EPO de acordo com estratificagao

qualitativa esta representada na Figura 11.
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Figura 11 - Curva de sobrevida global em 120 meses para os pacientes
portadores de CCR de acordo com estratificagao qualitativa da expressao de
EPO.

Analise multivariada

Apods analise multivariada pela regresséo logistica de Cox (backward)
e considerando a expressao qualitativa de EPO, as variaveis que
permaneceram como preditores independentes para o risco de obito global
foram: presengca de metastase ao diagnéstico (p<0,001), classificagao de
ASA agrupada (p=0,029), estadiamento clinico agrupado (p=0,011) e

expressdo de EPO qualitativa (p=0,001). O risco de obito na auséncia de
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expressao de EPO foi um pouco mais que quatro vezes maior se comparado
aos pacientes que expressaram EPO (HR 4,143; IC 95% 1,536-11,170)

(Tabela 20).

Tabela 20 - Analise multivariada do risco de 6bito por variaveis selecionadas
em portadores de CCR.

Variavel Categoria RR IC 95% p
Metéstase Nao 1 Referéncia

Sim 4,014 1,405-11,469 <0,001
ASA agrupado 1e2 1 Referéncia

3e4 2,309 1,090-4,893 0,029
Estadiamento clinico lell 1 Referéncia
agrupado elVv 3,305 1,315-8,312 0,011
Expresséo de EPO Presente 1 Referéncia

qualitativa Ausente 4,143 1,536-11,170 0,001
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4.3.3 Sobrevida cancer especifica (SCE)
A SCE dos pacientes estudados em 5 anos foi de 82,4% e em 10
anos foi de 81,5%. Ao final do seguimento ocorreram 41 mortes por CCR. A

curva de SCE para todos os casos esta representada na Figura 12.
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Figura 12 - Curva de sobrevida cancer especifica em 120 meses para os

220 pacientes portadores de CCR.

Em analise univariada, as variaveis clinicas e demograficas que
influenciaram a SCE aos 120 meses de seguimento foram: sintomas ao
diagndstico, (p<0,001), KPS (p=0,029), metastase ao diagnostico (p<0,001),
ECOG (p=0,005), ASA agrupado (p=0,012), valor de hemoglobina no pré-
operatorio (p<0,001, transfusdo sanguinea (p<0,001) e estadio clinico

(p<0,001) (Tabela 21).
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Tabela 21 — Probabilidade acumulada de sobrevida SCE de portadores de
CCR aos 5 anos e 10 anos de seguimento de acordo com variaveis clinicas.

Variavel Categoria  SCE 5 anos p SCE 10 anos P
n (%) n (%)
Idade (anos) 14 a 38 14 (82,4) 14 (82,4)
39 a 62 106 (84,8) 105 (84)
63 a 86 61 (78,2) 0,320 60 (76,9) 0,245
Sexo Masculino 110 (82,1) 108 (80,6)
Feminino 73 (83) 0,880 73 (83) 0,675
Raca Brancos 166 (82,6) 164 (81,6)
Nao brancos 17 (81) 0,872 17 (81) 0,969
Sintomas Sim 77 (73,3) 75 (69,4)
ao diagnostico Nao 99 (92,5) <0,001 99 (88,4) <0,001
Tabagismo Sim 66 (85,7) 65 (74,7)
Nao 98 (81,7) 0,500 97 (72,9) 0,514
Metastase Sim 9 (32,1) 9 (32,1)
ao diagnostico Nao 173 (89,6) <0,001 171 (88,6) <0,001
KPS <80 7 (63,6) 7 (63,6)
>80 124 (83,8) 0,011 122 (82,4) 0,014
ECOG 0 94 (87,9) 92 (86)
Performance Status 1+2 38 (71,7) 0,003 38 (71,7) 0,006
)
ASA 10u?2 143 (84,1) 142 (83,5)
agrupado 3ou4 40 (76,9) 0,073 39 (75) 0,042
Hemoglobina <12 41 (64,1) 40 (62,5)
(pré-operatério) 212 142 (89,9) <0,001 141 (89,2) <0,001
Transfusao sanguinea Sim 27 (57,4) 27 (51)
Nao 148 (91,4) <0,001 146 (87,4)  <0,001
Agrupamento por I 89 (97,8) 88 (96,7)
estadios I 34 (82,9) 34 (82,9)
1l 36 (76,1) 35 (76,1)
v 18 (47,4)  <0,001 18 (47,4) <0,001
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Na avaliacdo do impacto das variaveis anatomopatoldgicas,
observou-se que quase todas as variaveis estudadas influenciaram a SCE.
Variaveis prognosticas classicas como presengca de necrose tumoral
(p<0,001), invasao vascular microscépica (IVM)(p<0,001), presenga de
acometimento linfonodal (p<0,001) e estadiamento patoldgico (pT) (p<0,001)
foram estatisticamente significantes em andlise univariada (Tabela 22).

O grau de expressao de EPO néo influenciou a SCE aos 10 anos de
seguimento, com taxas de sobrevida para baixa expressao e alta expressao
de 78,9% e 82,5%, respectivamente (p=0,334). Da mesma forma, o grau de
expressao de EPO-R também nao influenciou a SCE em 5 e 10 anos de

seguimento, conforme ilustrado na Tabela 23.



Tabela 22 - Probabilidade acumulada de SCE de portadores de CCR aos 5

e 10 anos de seguimento de acordo com variaveis anatomopatologicas.
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Variavel Categoria SG 5 anos p SG 10 anos p
n (%) n (%)
Tipo histologico Células claras 147 (83,1) 147 (83,1)
Papilifero tipo 1 5 (83,3) 4 (66,7)
Papilifero tipo 2 13 (86,7) 12 (80)
Cromdfobo 15 (93,8) 15 (93,8)
Inclassificavel 1(25) 1 (25)
TTE gene 0 (0) 0 (0)
Sarcomatdide 2 (66,7) 2 (66,7)
Ductos coletores 0 (0) <0,001 0(0) <0,001
Grau de Fuhrman 1o0u2 37 (90,2) 37 (90,2)
3ou4d 116 (79,5) 0,088 116(81,8) 0,088
Necrose tumoral Sim 67 (72) 66 (71)
Nao 114 (89,8) <0,001 113 (89) <0,001
Invasao da gordura Sim 37 (64,9) 37 (64,9)
e/ou seio renal Nao 145 (88,4) <0,001 143 (87,2) <0,001
Invasao da pelve Sim 9 (56,30 9 (56,3)
e/ou ureter Nao 173 (84,4) <0,001 171(83,4) <0,001
Invasdo de adrenal Sim 9 (64,3) 9 (64,3)
Nao 173 (83,6) 0,043 171(82,6) 0,054
Invas&o venosa Sim 20 (60,6) 20 (60,6)
microscoépica (IVM) Nao 111 (88,1) <0,001 109 (86,5) <0,001
Invasao linfatica Sim 7 (41,2) 7 (41,2)
microscépica (ILM) Nao 124 (87,3) <0,001 122(85,9) <0,001
Acometimento Sim 8 (44,4) 7 (38,9)
linfonodal * Nao 169 (83,66) <0,001 168 (83,1) <0,001
Didmetro tumoral <4cm 60 (95,2) 59 (93,6)
>41a7cm 66 (91,6) 66 (91,6)
>7,1cm 52 (61,1) <0,001 51 (60) <0,001
Estadiamento pT1 89 (97,8) 88 (96,7)
patoldgico (pT) pT2 40 (80) 39 (78)
pT3 38 (64,4) 38 (64,4)
pT4 10 (62,5) <0,001 10 (62,5) <0,001
Estadiamento Nx 49 (86) 48 (84,2)
patolégico (pN) NO 120 (85,1) 120 (85,1)
N1 8 (44,4) <0,001 7 (38,9) <0,001

* Pacientes submetidos a nefrectomia parcial considerados como NO
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Tabela 23 - Probabilidade acumulada de SCE de portadores de CCR aos 5
e 10 anos de seguimento de acordo o grau de expressao de EPO e EPO-R.

Variavel Cateqoria SCE 5 anos p SCE 10 anos p
g n (%) (log rank) n (%) (log rank)
EPO Baixa expressao 60 (78,9) 60 (78,9)
Alta expressao 120 (83,9) 0,228 118 (82,5) 0,334
EPO-R  Baixa expressao 107 (81,7) 106 (80,9)
Alta expressao 66 (81,5) 0,766 65 (80,2) 0,707

As curvas de SCE para EPO e EPO-R de acordo com o grau de
expressao imuno-histoquimica desses marcadores estdo representados nas

Figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Curva de sobrevida cancer especifica em 120 meses para os

pacientes portadores de CCR estratificados em baixo e alto grau de

expresséo de EPO (p=0,334).
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Figura 14 - Curva de sobrevida cancer especifica em 120 meses para os
pacientes portadores de CCR estratificados em baixo e alto grau de
expressao de EPO-R (p=0,707).

Analise multivariada

Na analise multivariada com as variaveis selecionadas,a presencga de
metastase ao diagnostico (p<0,001), o estadiamento clinico agrupado
(p=0,006), a presenca e necrose tumoral (p=0,044) e a necessidade de
transfusdo sanguinea (p=0,040) foram considerados fatores de risco

independentes de 6bito especifico (Tabela 24).



85

Tabela 24 - Analise multivariada do risco de 6bito especifico por variaveis
selecionadas em portadores de CCR.
Variavel Categoria RR IC 95% p
Metastase Nao 1,000 Referéncia

Sim 8,576 3,549 - 20,720 <0,001
Necrose Néo 1,000 Referéncia

Sim 2,371 1,025 - 5,484 0,044
Estadiamento clinico lell 1 Referéncia
agrupado lelv 5,505 1,646-18.415 0,006
Transfusao Nao 1 Referéncia

Sim 2,228 1,039-4,778 0,040

4.3.4 Analise de SCE com estratificacdo qualitativa de EPO e EPO-R

De acordo com a estratificacdo qualitativa foi observado que a

presenca de expressdo de EPO influenciou de forma positiva a SCE

(p=0,048). As taxas de SCE para expressao ausente e presente de

EPO aos

10 anos de seguimento foram de 75% e 83%, respectivamente. A expressao

de EPO-R nao apresentou impacto nas taxas de SCE em analise univariada

(p=0,765) (Tabela 25).

Tabela 25 - Probabilidade acumulada de SCE de portadores de CCR aos 5
e 10 anos de seguimento de acordo com a expressao qualitativa de EPO e

EPO-R.
Variavel Cateqoria SCE 5 anos p SCE 10 anos p
: n (%) (log rank) n (%) (log rank)
EPO Ausente 36 (75) 36 (75)
Presente 144 (84,2) 0,034 142 (83) 0,048
EPO-R Ausente 71 (79,8) 71 (79,8)
Presente 102 (82,9) 0,589 100 (81,3) 0,765
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A curva de SCE para EPO de acordo com a expressdao imuno-

histoquimica qualitativa esta representada na Figura 15.
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Figura 15 - Curva de sobrevida cancer especifica em 120 meses para os
pacientes portadores de CCR de acordo com estratificacdo qualitativa da
expressao de EPO (p=0,048)

Analise multivariada

Na analise multivariada com as variaveis selecionadas,a presencga de
metastase ao diagnédstico (p<0,001), o estadiamento clinico (p=0,050), a
presengca e necrose tumoral (p=0,010) e a expressdo qualitativa de EPO
(p=0,001) foram considerados fatores de risco independentes de O&bito

especifico. Pacientes que nao expressavam EPO tinham um risco quase 5,5
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vezes maior de morrer pela doenga se comparado aos que expressavam

EPO (HR 5,410; IC 95% 2,073-14,118) (Tabela 26).

Tabela 26 - Analise multivariada do risco de Obito especifico por variaveis
selecionadas em portadores de CCR.

Variavel Categoria RR IC 95% p
Metastase Nao 1 Referéncia

Sim 12,114 4,374-33,552 <0,001
Necrose Nao 1 Referéncia

Sim 3,115 1,311-7,400 0,010
Estadiamento clinico lell 1 Referéncia
agrupado lelv 3,865 1,010-14,977 0,050
Expresséo de EPO Presente 1 Referéncia
qualitativa Ausente 5,410 2,073-14,118 0,001

4.3.5 Sobrevida livre de doenca (SLD)

A analise de sobrevida livre de doenca foi realizada apenas com o0s
casos de tumores ndo metastaticos (n=193). Ao todo, foram excluidos 27
pacientes com doenga metastatica ao diagndstico. Ao final do seguimento,

40 pacientes recidivaram e a SLD em 10 anos foi de 79,3% (Figura 16).
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Figura 16 - Curva de sobrevida livre de doenga em 120 meses (n=193).

Em analise univariada, as variaveis clinicas e demograficas que
influenciaram a SLD foram a presenga de sintomas ao diagndstico
(p<0,001), a hemoglobina no pré-operatério (p=0,004), a transfuséo

sanguinea (p=0,001) e o estadio clinico (p<0,001) (Tabela 27).
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Tabela 27 - Probabilidade acumulada de SLD de portadores de CCR aos 5 e
10 anos de seguimento de acordo com variaveis clinicas e demograficas.

Variavel Categoria SLD 5 anos p SLD 10 anos p
n (%) n (%)
Idade (anos) 14 a 38 12 (70,6) 12 (70,6)
39 a 62 89 (82,4) 87 (80,6)
63 a 86 56 (83,6) 0,718 53 (79,1) 0,667
Sexo Masculino 97 (85,1) 94 (82,5)
Feminino 61 (77,2) 0,182 59 (74,7) 0,219
Raca Brancos 142 (81,1) 137 (78,3)
Nao brancos 16 (88,9) 0,381 16 (88,9) 0,269
Sintomas Sim 63 (75,9) 59 (71,1)
ao diagnostico Nao 91 (89,2) 0,007 90 (88,2) 0,003
Tabagismo Sim 52 (83) 85 (80,2)
Nao 65 (80) 0,503 51 78,5) 0,772
KPS <80 5(71,4) 5(71.4)
280 106 (80,9) 0,377 102 (77,9) 0,417
ECOG 0 81 (81,8) 78 (78,8)
Performance Status 1+2 31(77,5) 0,268 30 (75) 0,207
ASA 10u?2 127 (82,5) 122 (79,2)
agrupado 3ou4d 31(79,5) 0,351 31(79,5) 0,545
Hemoglobina <12 32 (68,1) 31 (66)
(pré-operatorio) 212 126 (86,3) 0,001 122 (83,6) 0,004
Transfusdo sanguinea Sim 19 (57,6) 17 (51,5)
Nao 131 (87,9) <0,001 128 (85,9) <0,001
Agrupamento por I 82 (90,1) 82 (90,1)
estadios Il 32 (78) 31 (75,)
1l 31 (67,4 27 (58,7)

\Y 8 (80) 0,002 8 (80) <0,001
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Dentre as variaveis anatomopatoldgicas que influenciaram a SLD ao
final do seguimento, destacam-se a invasdo da gordura e/ou seio renal
(p<0,001), a invasdao venosa microscopica (p<0,001), a invasao linfatica
miscroscopica (p=0,016), a presenga de acometimento linfonodal (p<0,001),
o diametro tumoral categorizado (p<0,001), o estadiamento patologico (pT)
(p<0,001) e o estadiamento patoldgico (pN) (p<0,004) (Tabela 28).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa das taxas de SLD
aos 5 e 10 anos de seguimento de acordo com o grau de expressao de EPO
e EPO-R. Ao final do estudo, 48 (75%) pacientes com baixa expressao de
EPO e 103 (81,1%) pacientes com alta expressao estavam vivos (p=0,228).
As taxas de SLD para baixo e alto grau de expressdo de EPO-R foram de

77,4% e 79,7%, respectivamente (p=0,849) (Tabela 29).
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Tabela 28 - Probabilidade acumulada de SLD de portadores de CCR aos 5 e
10 anos de seguimento de acordo com variaveis anatomopatologicas.

Variavel Categoria SLD 5 anos p SLD 10 anos p
n (%) n (%)
Tipo histoldgico Células claras 125 (81,2) 121 (78,6)
Nao Células claras 33 (84,5) 0,554 32 (82,1) 0,514
Grau de Fuhrman 1ou?2 33 (82,5) 32 (80)
3ou4 97 (79,5) 0,564 94 (77) 0,689
Necrose tumoral Sim 58 (80,6) 98 (82,4)
Nao 98 (82,4) 0,573 53 (73,6) 0,117
Invasdo da gordura Sim 29 (67,4) 26 (60,5)
e/ou seio renal Nao 128 (85,9) <0,001 126 (84,6) <0,001
Invasdo da pelve Sim 8 (80) 8 (80)
el/ou ureter Nao 149 (81,9) 0,675 144 (79,1) 0,789
Invasao de adrenal Sim 6 (75) 6 (75)
Nao 151 (82,1) 0,568 146 (79,3) 0,696
Invasdo venosa Sim 13 (56,5) 10 (43,5)
microscopica (IVM) Nao 98 (85,2) 0,001 97 (84,3) <0,001
Invaséo linfatica Sim 3 (42,9) 3 (42,9)
microscopica (ILM) Nao 108 (82,4) 0,006 104 (79,4) 0,016
Acometimento Sim 4 (50) 3 (37,5)
linfonodal* Nao 149 (82,8) 0,003 145 (80,6) 0,001
Diametro tumoral <4cm 56 (94,9) 56 (94,9)
>4,1a7cm 60 (88,2) 59 (86,8)
>7,1cm 38 (61,3) <0,001 34 (54,8) <0,001
Estadiamento pT1 82 (90,1) 82 (90,1)
Patolégico (pT) pT2 34 (79,1) 32 (74,4)
pT3 29 (65,9) 26 (59,1)
pT4 8 (80) 0,001 8 (80) <0,001
Estadiamento Nx 43 (82,7) 42 (80,8)
patoldgico (pN) NO 106 (82,8) 103 (80,5)
N1 4 (50) 0,011 3(37,5) 0,004

* Pacientes submetidos a nefrectomia parcial considerados como NO
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Tabela 29 - Probabilidade acumulada de SLD de portadores de CCR aos 5 e
10 anos de seguimento de acordo o grau de expressao de EPO e EPO-R.

Variavel Cateqori SCE 5 anos p SCE 10 anos p
riav ria
¢ n (%) (log rank) n (%) (log rank)
EPO Baixa expressao 50 (78,1) 48 (75)
Alta expresséo 106 (83,5) 0,203 103 (81,1) 0,228
EPO-R Baixa expressao 94 (81,7) 89 (77,4)
Alta expressao 55 (79,7) 0,692 55 (79,7) 0,849

As Figuras 17 e 18 representam as respectivas curvas de SLD de

acordo com o grau de expressado de EPO e EPO-R.
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Figura 17 - Curva de sobrevida livre de doenga em 120 meses para os
pacientes portadores de CCR estratificados em baixo e alto grau de
expressao de EPO (p=0,228).
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Figura 18 - Curva de sobrevida livre de doenga em 120 meses para os
pacientes portadores de CCR estratificados em baixo e alto grau de
expressao de EPO-R (p=0,849).

Anélise multivariada

Apds analise multivariada pela regressao logistica de Cox (backward),
as variaveis consideradas como fatores de risco independentes para recidiva
da doencga foram invasdo da gordura e/ou seio renal (p<0,001) e o didmetro
tumoral categorizado (p=0,001), com maior risco para tumores > 7,1 cm (RR

8,863; IC 95% 2,457 — 31,969) (Tabela 30).
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Tabela 30 - Analise multivariada do risco de recidiva por variaveis
selecionadas em portadores de CCR nao metastatico

Variavel Categoria RR IC 95% p
Invaséo da gordura Néo 1 Referéncia

e/ou seio renal Sim 3,722 1,795-7,719 <0001
Diametro tumoral <4cm 1 Referéncia
categorizado >41a7cm 1,775 0,439 -7,184

>7,1cm 8,863 2,457 - 31,968 0,001

4.3.6 Analise de SLD com estratificagcdo qualitativa de EPO e EPO-R

Os pacientes com doenca metastatica também foram excluidos nessa
nova analise com estratificagdo qualitativa. A presenca de expressao de
EPO néao apresentou impacto nas taxas de SLD aos 5 e 10 anos de
seguimento (p=0,291). As taxas SLD para pacientes que expressaram e nao
expressaram EPO-R foram de 83,5,% e 71,6%, respectivamente (p=0,052).

(Tabela 31).

Tabela 31 - Probabilidade acumulada de SLD de portadores de CCR aos 5 e
10 anos de seguimento de acordo com a expressao qualitativa de EPO e
EPO-R.

Variavel Cateqoria SLD 5 anos p SLD 10 anos p
g n (%) (log rank) n (%) (log rank)
EPO Ausente 31(77,5) 31(77,5)
Presente 125 (82,8) 0,147 120 (79,5) 0,291
EPO-R Ausente 62 (76,5) 58 (71,6)

Presente 87 (84,5) 0,137 86 (83,5) 0,052
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As curvas de SLD para EPO e EPO-R de acordo com a expressao

imuno-histoquimica qualitativa estao representadas na Figuras 19 e 20.
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Figura 19 - Curva de sobrevida livre de doenga em 120 meses para o0s

pacientes portadores de CCR de acordo com estratificacdo qualitativa da

expressao de EPO (p=0,291).
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Figura 20 - Curva de sobrevida livre de doenga em 120 meses para o0s
pacientes portadores de CCR de acordo com estratificacdo qualitativa da
expressao de EPO-R (p=0,052).

Anélise multivariada
Apds anadlise multivariada, a invasdo da gordura e/ou seio renal
(p<0,001) e o diametro tumoral categorizado (p=0,001), permaneceram

como fatores de risco independentes para recidiva da doenca (Tabela 32).
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Tabela 32 - Anadlise multivariada do risco de recidiva por variaveis
selecionadas em portadores de CCR ndo metastatico.

Variavel Categoria RR IC 95% p
Invasdo da gordura N&o 1 Referéncia

e/ou seio renal Sim 3,460 1,663-7,200 0,001
Diametro tumoral <4cm 1 Referéncia
categorizado >41a7cm 1,740 0,435 — 6,966

>7,1cm 7,422 2,184-25,360 <0,001
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5 DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS GERAIS

A incidéncia e mortalidade de CCR nas Uultimas décadas tem
aumentado progressivamente e mesmo com as melhorias dos métodos de
diagnostico e tratamento, a abordagem desses tumores se torna um desafio,
principalmente devido a apresentagdo heterogénea e evolugéo imprevisivel
(WALLEN et al. 2007; GARCIA et al. 2009).

Em tese, o prognédstico do CCR é baseado notadamente em variaveis
clinicas e patoldgicas, no entanto, tumores com as mesmas caracteristicas
podem apresentar evolugdes distintas (UNO et al. 2004). Nos ultimos anos,
muitos estudos estdo avaliando o papel de marcadores biomoleculares no
planejamento terapéutico e prognostico de portadores de CCR (NOGUEIRA
e KIM 2008; VICKERS e HENG 2010).

Em nossa casuistica final, mais da metade dos pacientes (56,4%)
tinham entre 39 e 62 anos ao diagnostico e 8,2% se apresentaram com
menos de 38 anos. O diagndstico incidental ocorreu em 116 pacientes
(50,5%) e quando apresentavam sintomas, dor lombar e hematuria foram os
mais comuns. Em nossa série, a triade classica (hematuria, dor lombar e
massa palpavel) esteve presente em apenas 0,9% pacientes e cerca de

12% tinham metastase ao diagnaostico.



99

A incidéncia de portadores de CCR com menos de 40 anos descrito
na literatura variou de 3,4% a 6% (ABOU EL FETTHOUH et al. 2002;
VERHOEST et al. 2007). Estudo epidemioldgico recente com mais de 500
pacientes demonstrou que a triade classica estava presente em 4,5% dos
individuos e doenca metastatica ao diagnéstico foi encontrada em 9,5% dos
casos (NARDI et al. 2010).

Nosso estudo demonstrou, em analise univariada, que os principais
fatores clinicos classicos ja relatados em estudos anteriores como
metastase ao diagnostico (FLANIGAN et al. 2004), ECOG (PATARD et al.
2004a; MOTZER et al. 2008), ASA (DE CASSIO ZEQUI et al. 2010),
sintomas ao diagndstico (DALL'OGLIO et al. 2007) e KPS (KARNOFSKY e
BURCHENAL 1950) se confirmaram como fatores prognésticos de SG e
SCE. Outros fatores que influenciaram as taxas de SG e SCE foram o valor
da hemoglobina no pré-operatério (MANOLA et al. 2011) e a necessidade de
transfusdo sanguinea. Dos 48 pacientes transfundidos, 75% tinham tumores
> 7,1 cm de maior didmetro e 90,5% eram tumores de alto grau, podendo
explicar a necessidade de transfusdo devido a maior complexidade da
cirurgia.

A idade categorizada apresentou impacto somente na avaliagao de
SG. Em nossa série, os pacientes com idade entre 63 a 86 apresentaram as
piores taxas de SG e ao final do seguimento 61,5% desses pacientes
estavam vivos. KUTIKOV et al. (2010) demonstraram que a idade avangada
de portadores de CCR localizado constitue um fator predidivo importante de

morte por outras causas. Dos pacientes com idade entre 63 e 86 anos de
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nosso estudo, 64,4% foram classificados como ECOG 1+2 e 43% eram ASA
3-4. Assim, a menor SG de pacientes mais idosos quando comparado aos
mais jovens pode ser resultado da presengca de mais comorbidades
associadas e maior impacto no seu performance status causado pela
neoplasia.

Em estudo recente de nosso grupo foram avaliados,
retrospectivamente, 318 pacientes portadores de CCR submetidos a
tratamento cirdrgico e estratificados segundo a classificagdo de ASA..
Pacientes ASA 3 apresentavam tumores mais agressivos, maior risco de
complicacdes perioperatérias e piores taxas de SG em analise univariada e
multivariada (FERREIRA et al. 2013).

As principais variaveis patolégicas que influenciaram a SG e SCE em
analise univariada foram subtipo histolégico, presenga de necrose tumoral,
invasdo da gordura e/ou seio renal, invasao da pelve e/ou ureter, invasao
vascular microscopica, invasao linfatica microscépica, estadiamento
patolégico (pN), estadiamento patolégico (pT), didmetro tumoral
categorizado, presenca de acometimento linfonodal e estadiamento clinico.

Na analise univariada de SLD, foram excluidos 27 pacientes com
metastases ao diagndstico, vistos que estes jamais estariam livre de doenca
apos a nefrectomia. Nossos resultados reproduziram a maioria dos achados
da literatura. Os fatores clinicos e demograficos que influenciaram
significativamente a SLD foram representados pela presenga de sintomas ao
diagnostico (BROOKMAN-AMISSAH et al. 2009), menores valores de

hemoglobina pré-operatdria (DU et al. 2012) e a necessidade de transfusao
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sanguinea. Dentre as variaveis anatomopatologicas com valor progndstico
na SLD podemos destacar a invasao da gordura e/ou seio renal, a invasao
venosa microscopica, a invasdo linfatica miscroscopica, a presenca de
acometimento linfonodal, o didmetro tumoral categorizado, o estadiamento
patolégico T e o estadiamento patolégico N (PANTUCK et al. 2003).

Em nosso estudo, cerca de 80% dos tumores eram carcinoma de
células claras, 9,5% foram classificados como papiliferos tipo 1 ou 2, 6,8%
croméfobos e outras variantes sabidamente de pior progndstico
representavam 8 casos (3,6%) do total. Dessa forma, para andlise de SG e
SCE foi optado por agrupar os tumores papiliferos 1 e 2 e os tumores raros
e de pior prognéstico (inclassificaveis, carcinoma de ductos coletores e
sarcomatoide) em categorias distintas. No entanto, quando analisado as
curvas de SG e SCE por estratos foi observado que apenas a categoria
caracterizada por tumores de pior prognéstico (inclassificaveis, carcinoma de
ductos coletores e sarcomatdide) influenciava as taxas de sobrevida quando
comparada as outras categorias histolégicas. A analise do impacto do
subtipo histolégico na literatura claramente ¢é fator de confuséao,
principalmente devido a grande heterogeneidade dos tumores renais, com
caracteristicas genéticas distintas e variadas (KUMMERLIN et al. 2008).
FICARRA et al. (2007) demonstraram melhor prognéstico dos subtipos
papilliferos e cromofobos se comparado aos tumores de células claras,
resultados esses nao reproduzidos em nossa série (p=0,614).

A necrose tumoral influenciou negativamente a SG e SCE em analise

univariada, resultado ndo observado na SLD. E importante lembrar que a
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exclusao dos casos inicialmente metastaticos da analise de SLD pode ter
influenciado os nossos achados, fato ja relatado previamente por FRANK et
al. (2002).

Outro fator prognéstico de grande importancia no CCR é a presenca
de invasdo venosa microscopica (IVM), presente em 20,8% da nossa
casuistica e com impacto tanto na SG como na SCE (P<0,001).
GONCALVES et al. (2004) descreveram a presenca de IVM em 25% dos
pacientes avaliados e esse achado estava associado com a presenca de
fatores de pior progndstico conferindo impacto negativo na SCE e aumento
do risco de recorréncia. Em 2007, MADBOULY et al. estudaram pacientes
com CCR localizado (T1-T2NOMO) evidenciando IVM em 16,7% dos casos.
Destes pacientes, cerca da metade desenvolveram metastases a distancia
caracterizando a IVM como fator prognéstico independente para tumores de
rim localizados. De modo semelhante, KIM et al. (2010) avaliaram o impacto
dos fatores progndsticos classicos de 93 pacientes portadores de CCR
localizado (pT1aNOMO) submetidos a tratamento cirurgico. Nesse estudo,
somente a IVM e necrose tumoral permaneceram como fatores preditivos
independentes de SCE. Nossos resultados reproduziram os achados
presentes na maioria dos estudos da literatura em analise univariada,
conferindo a IVM poder progndstico de extrema relevancia. Em nosso grupo,
em dissertacdo de mestrado avaliando 55 pacientes portadores de CCR, a
presenca de IVM se associava com importante redugéo de SCE (46,2%) em

comparacao aos casos sem IVM (82,9%, p=0,009) (ZEQUI 2000).
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No estadiamento do CCR (TNM 2010), a invasdo da gordura
perirrenal ou do seio renal sdo classificados como pT3a. No entanto,
diferencas progndsticas de acometimento dessas localizagdes tém sido
relatadas. POON et al. (2009) demonstraram em analise univariada que a
invasao da gordura do seio renal estava associado a piores taxas de SCE
quando comparado a invasao da gordura perirrenal, 62,5% versus 75%
(p=0,022). No entanto, esses achados nao se confirmaram no modelo
multivariado.

Em estudo recente, JEON et al. (2009) avaliaram retrospectivamente
o impacto da invaséo da gordura perirrenal na SCE e SLD de 946 pacientes
portadores de CCR (pT1-pT3bNOMO) submetidos a tratamento definitivo. Os
pacientes com invasdo da gordura perirrenal foram estratificados em dois
grupos de acordo com o tamanho da lesdo.0s achados demonstraram que a
invasao da gordura perirrenal foi considerado fator independente de SCE e
SLD apenas para pacientes com lesdes acima de 7,0 cm. Estudo
prospectivo envolvendo 106 pacientes realizado por BEDKE et al. (2009),
demonstrou que a combinagédo de invasdo da gordura perirrenal etambém
do seio renal se revelou fator prognéstico independente com taxa de SCE
aos 5 anos de 31% (HR 2,75, p=0,007). Em nosso estudo, as taxas de SG e
SCE na presenga de invasao da gordura perrirrenal e/ou do seio renal foram
de 57,9% e 64,9%, respectivamente. Em contrapartida, a presenca de se
achado nao permaneceu como fator progndstico independente nas analises

multivariadas.
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Ainda em nosso estudo, foi observado impacto negativo da presenca
de invasao linfatica microscopica (ILM) com taxas de SG e SCE aos 10 anos
de seguimento de 41,2% em ambos os casos (p<0,001). Apds analise
multivariada, a ILM permaneceu como fator prognéstico independente
somente na SG (HR 3,114; IC 95% 1,325-7,317;p=0,009). O papel da ILM
como fator progndéstico de CCR ainda € incerto. KATZ et al. (2011) avaliaram
o papel da ILM em 841 pacientes portadores de CCR e embora esse fator
tenha influenciado negativamente as taxas de sobrevida em analise
univariada, esses resultados ndo se mantiveram apds analise multivariada.
No entanto, em analise posterior promovida por BELSANTE et al. (2014), a
presenca de ILM foi considerada fator preditor independente de SCE e SLD
para pacientes portadores de CCR localizado tipo células claras.

Quanto ao estadiamento patoldgico (pT) em nossa série, a incidéncia
de tumores pT1a, pT1b, pT2a, pT2b, pT3a, pT3b e T4 foram
respectivamente de 17,5%, 24,9%, 14,7%, 8,3%, 25,3%, 1,8% e 7,4%. A
baixa frequéncia de tumores pT3b e pT3c se justifica baixa incidéncia desse
tipo de apresentacao e predominio dos tumores localizados. A SCE aos 10
anos de seguimento dos pacientes agrupados como pT1-pT2 e pT3-pT4 foi
de 87,5% e 64%, respectivamente (p<0,001). Analisando as curvas de
sobrevida por estrato foi observado que nao houve diferencga significativa de
sobrevida cancer especifica daqueles classificados como pT2b e pT3a
(p=,0994). Esses dados refletem que os tumores maiores do que 10 cm
(pT2b) se comportam, do ponto de vista progndstico, como os tumores pT3a

revelando um provavel subestadiamento. BONSIB et al. (2005) descreveram
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que a presenca de invasao do seio renal (pT3a) de tumores de 4,1 a 7 cm
era de 68% podendo chegar até 97% emtumores maiores que 7 cm. Esses
achados revelam a importadncia do tamanho tumoral no risco de invasao e
justifica os nossos achados.

Em nossa cauistica, 65,4% dos pacientes eram pNO, 82,3% pNx e
apenas 18 pacientes (8,3%) pN1. A incidéncia de pN1 na literatura pode
variar de 2% a 9%, o que corrobora os nossos achados (VOLPE e PATARD
2010). Em estudo epidemioldgico brasileiro recente o acometimento
linfonodal, presenca de metastases, necrose tumoral e subtipo histolégico

foram fatores de risco independentes para recorréncia (NARDI et al. 2010).

5.2 IMUNO-HISTOQUIMICA DE EPO E EPO-R

Como descrito anteriormente, a hipoxemia tecidual € uma condi¢ao
presente no microambiente de grande parte dos tumores e no CCR atua
como condigao reguladora de determinados genes principalmente por meio
da via VHL / HIF / EPO (MORAIS et al. 2013). O acumulo de HIF-1a
intracitoplasmatico mediado pela hipoxia ativa inumeros genes,
principalmente relacionados a angiogénese e proliferagdo celular, como o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento transformador alfa
(TGF-a) e a eritropoetina (EPO) (OHH 2006). Além da hipoxia, outro
mecanismo que leva a estabilizagdo do HIF-1a no citoplasma e ativacao de

toda a cascata com maior produgédo desses fatores angiogénicos ocorre por
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delegcbes e metilagbes do gene VHL. Essas alteragbes do gene VHL
ocorrem quase que exclusivamente em CCR do tipo células claras (KIM e
KAELIN 2004).

A EPO é uma glicoproteina da familia das citocinas de classe |
produzida pelas celulas endoteliais peritubulares do cortex renal em adultos
e cuja principal funcéo, é o controle da eritropoiese na medula éssea (WEN
et al. 1994). O efeito sinalizador da EPO ocorre pela interagdo com o seu
receptor de membrana, o EPO-R, uma proteina glicosilada de cadeia
simples também membro das citocinas de classe | (LAPPIN 2003).

Além dos tecidos hematopoiéticos, aEPO e o seu receptor (EPO-R)
foram localizados em inumeros outros tecidos e tumores sélidos inclusive
em CCR (WESTENFELDER e BARANOWSKI 2000). Esses achados
despertaram grande interesse pelo estudo dos efeitos da EPO nesses
tecidos, principalmente devido ao uso de eritropoetina recombinante humana
(rhEPO) no tratamento da anemia presente em muitas neoplasias. A
sinalizagdo promovida pelo complexo EPO/EPO-R pode estar relacionada
ao aumento da proliferacdo celular, angiogénese e invasao tecidual
(HARDEE et al. 2006).

Os possiveis efeitos adversos da administragdo exégena de EPO no
crescimento e proliferagao celular do CCR foram pouco explorados e se
resumem a poucos estudos na literatura. No estudo de MORERE et al.
(1997), foram avaliados 20 pacientes portadores de CCR metastatico

comprovados histologicamente submetidos a esquemas de tratamento com
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rhEPO, um total de seis pacientes apresentaram progressdo da doenga em
resposta ao tratamento.

HENKE et al. (2006), avaliaram 157 pacientes portadores de tumores
avancados de cabega e pescogco (T3, T4 ou invasao linfonodal) em
tratamento radioterapico e anémicos. Esses pacientes foram randomizados
em dois grupos para tratamento com rhEPO e placebo e os tecidos foram
analisados por imuno-histoquimica quanto a expressdo de EPO-R. Desse
modo, foi observado que a sobrevida Ilivre de progressao foi
significativamente pior nos pacientes tratados com EPO que expressavam
receptores de eritropoetina (EPO-R) quando comparado ao placebo (HR,
2,07;IC 95%, 1,27-3,36;p<0,01). Do contrario, a administragcdo de EPO n&o
impactou a sobrevida dos pacientes que nédo expressavam EPO-R (HR,
0,94; IC 95%, 0,47-1,90;p=0,86).

LI et al. (2007) estudaram, em experimento “in vitro”,a influéncia da
rhEPO na capacidade de inducdo de apoptose pela cisplatina em duas
linhagens de células de CCR. As células foram tratadas com 50 UM de
cisplastina com e sem administracao de rhEPO na dose de 200 Ul/ml. Como
objetivo, foram comparados os grupos e as taxas de apoptose, mitoses,
aexpressdo de EPO-R e de proteina quinase C (PKC). Dessa forma, os
resultados revelaram que a administracdo de rhEPO pode reduzir a
apoptose induzida por cisplatina no CCR promovendo a progressao tumoral
por meio da via PKC dependente.

MIYAKE et al. (2013), avaliaram a resposta in vitro e in vivo as

modificagdes de diferentes linhagens celulares de CCR humano (RPTEC,
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Caki-1, 786-O e 769-P) apdés administracdo de EPO em condi¢goes de
hipdxia e normoxia. Nesse estudo, foi observado que a proliferacdo celular
ap6s administracdo de EPO nas linhagens celulares estudadas foi
significativamente aumentada em ambiente com baixas concentragbes de
oxigénio.

A expressao de EPO e EPO-R foi descrita em diversos estudos em
CCR, embora com resultados conflitantes,ndo homogénios e com
casuisticas variaveis (MORAIS et al. 2013). Além disso, a avaliagdo da
expressao imuno-histoquimica e a correlagdo da EPO e EPO-R nos tecidos
neoplasicos e normais, a avaliagdo das associagdbes com as principais
variaveis clinicas e patoldgicas e principalmente o impacto desses achados
na sobrevida foram pouco explorados na literatura.

Em 1998, CLARK et al. demonstraram, em estudo inédito, a
viabilidade da analise imuno-histoquimica da expressao de EPO em CCR
em tecidos fixados em formalina a 10% e processados em parafina. Ao todo,
19 produtos de nefrectomia por CCR foram avaliados e 17 areas normais
adjacentes ao tumor. Como controle positivo das reagdes, foi utilizado figado
fetal obtido de necrdpsia. Nessa série histérica, o padrao de reacao foi
granular e citoplasmatico, ndo sendo observada expressdo glomerular. A
reacao e expressao em células musculares foi reconhecida frequentemente.
A expressao imuno-histoquimica de EPO foi identificada em 74%das
amostras de CCR.

LEE et al. (2005) investigaram a expressao imuno-histoquimica (IHQ)

de EPO e EPO-R em neoplasias associadas a mutacdo do VHL. Nesse
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estudo, foram avaliados 11 casos de CCR e tecidos adjacentes e 16 cistos
renais. As reacbes e presenca dos marcadores nos tecidos foram
confirmadas com analise de Western Blot. Os autores descreveram a
coexpressao citoplasmatica de EPO e EPO-R em todos os tumores renais
avaliados (11 casos) e em 62,5% dos cistos renais.Em 2006, BUTNOR et al.
avaliaram expressdo imuno-histoquimica de EPO em 20 metastases
pulmonares de CCR e todos os casos foram positivos para EPO.

Nosso estudo avaliou a expressdao imuno-histoquimica da EPO e
EPO-R no CCR e no tecido benigno adjacente (tecido ndo neoplasico). Os
resultados demonstram maior grau de expressao de EPO (p<0,001) e EPO-
R (p=0,002) no tecido benigno quando comparado ao CCR, considerando
todos os tipos histolégicos. De forma semelhante, quando considerados
apenas os tumores de células claras, a média do grau de expressao de EPO
(p<0,001) e EPO-R (p=0,003) nos tecidos benignos foi significativamente
maior em comparacgao ao CCR.

Recentemente, MIYAKE et al. (2013) abordaram o tema avaliando a
expressao imuno-histoquimica de EPO e EPO-R em uma variedade de
tumores malignos e tecidos benignos por meio de TMA. Assim, nesse
estudo, a expressao imuno-histoquimica de EPO foi significativamente maior
no linfoma (p=0,018) e no cancer de pulméo (p=0,003) quando comparado
aos tecidos benignos correspondentes. Da mesma forma, a expressao de
EPO-R foi comparativamente maior no carcinoma de tiredide (p=0,032),
linfoma (p=0,007), cancer de pulméo (p=0,011), cancer de utero (p=0,038) e

préostata (p=0,011). Interessante observar que do contrario ao encontrado



110

em nosso presente estudo, nao houve diferenca estatisticamente
significativa da expressao de EPO (p=0,91) e EPO-R (p=0,017) no CCR € no
tecido renal benigno, embora a expressao desses marcadores também
tenha sido maior nos tecidos renais benignos.

Vale ressaltar que na série de MIYAKE et al. (2013), os tecidos renais
ditos benignos ndo eram adjacentes ao tumor primario como em nosso
estudo (1,0 cm de distancia). Assim, a influéncia do microambiente tumoral e
das citocinas no tecido benigno adjacente poderia ativar de forma mais
exacerbada os mecanismos adaptativos a hipoxia e a expressdo de
EPO/EPO-R no tecido com fenétipo normal (benigno) quando comparado ao
CCR. Como descrito por ECKARDT (1996), as células endoteliais
peritubulares do coértex renal se tornam o principal sitio de produg¢ao de EPO
nos adultos, o que poderia explicar o maior grau de expressao de EPO e
EPO-R no rim normal. Além disso estudos anteriores de modelos de lesdo
isquémica aguda, a EPO confere efeito protetor e inibe a apoptose celular
(VESEY et al. 2004).

Em nosso estudo, foi observado associacao  significativa da
expressdo de EPO e EPO-R em CCR (p<0,001). Dos casos de CCR
estratificados como baixa expressao de EPO, 80,3% também apresentavam
baixa expressdao de EPO-R. A alta expressao de EPO-R foi observada em
19,7% dos pacientes com baixa expressdao de EPO e 46,8% dos pacientes
com alta expressao de EPO. PAPWORTH et al. (2009), também observaram
correlagao positiva na expressdao de EPO e EPO-R (p=0,028). A produgéao

de EPO é estimulada pela hipoxemia tecidual e mediada pelo acumulo do
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HIF-1a intracitoplasmatico (HOCKEL e VAUPEL 2001). Nossos resultados
demonstram que a baixa expressdo de EPO pode revelar um ambiente com
concentragbes adequadas de oxigénio e portanto, sem necessidade de
ativacao dos mecanismos contra a hipéxia mediados pela interagao da EPO
com o seu receptor de membrana, o EPO-R. No entanto, em condi¢des de
hipoxemia tecidual a via VHL / HIF / EPO é ativada, explicando a maior
expressao de EPO-R (upregulation) de nossa série.

As associagbes dos principais fatores progndsticos do CCR e o grau
de expressdo de EPO também foram avaliadas em nosso estudo. Dos 220
pacientes portadores de CCR avaliados, 77 (35%) apresentaram baixa
expressao de EPO e 143 (65%) pacientes apresentaram alta expressao. O
grau de expressao de EPO foi proporcionalmente maior entre os pacientes
mais jovens (p=0,039) e nos assintomaticos ao diagnéstico (p=0,010). Além
disso, a alta expressao de EPO foi maior entre os ndo fumantes(p=0,002) e
naqueles que nao foram transfundidos na ocasido da nefrectomia (p=0,016).

Os pacientes classificados como baixa expressao em nosso estudo
consideravam o0s pacientes com expressdo ausente ou minima expressao
tanto para EPO como EPO-R. Expressao realmente ausente de EPO e
EPO-R estavam presentes em 21,8% e 41,7% dos casos, respectivamente.
Como citado anteriormente na padronizagao das reagdes e considerando a
dificuldade e subjetividade de leitura e interpretacao inerente ao método, foi
optado pela realizagao de analise complementar qualitativa, estratificando os
casos como expressao ausente ou presente de EPO. Nessa nova analise

qualitativa, outras variaveis como KPS =80 e valor de hemoglobina no pré-



112

operatério 212 também estavam associadas a presenga de expressao de
EPO. Nossos achados revelam que a presenca de expressdao de EPO se
associa de forma significativa com fatores paciente dependentes conhecidos
e de bom prognéstico.

Quanto as variaveis anatomopatoldgicas, o grau de expressédo de
EPO estava associado ao tipo histolégico (p<0,001), o grau de Fuhrman
(p=0,006) e a presengca de acometimento da adrenal (p=0,023).
Comparativamente, a alta expressao de EPO nos tumores de células claras
foi menor que os outros tipos histolégicos agrupados, 58% versus 93,2%
(p<0,001). Nos tumores papiliferos tipo 1 e tipo 2 e tumores cromdfobos,
usualmente de bom progndstico, a alta expressao foi encontrada em 95,2%
86,7%, respectivamente. Além disso, notamos que entre os tumores
sabidamente de pior progndstico (inclassificaveis, ductos coletores e
sarcomatoides) a alta expressdo de EPO ocorreu em 100% dos casos. Isto
pode decorrer do fato destes tumores mais agressivos apresentarem um
elevado turnover celular, com altos indices de necrose e isquemia tissular, o
que sabemos estimula a producdo da eritropoietina. Entretanto, esses
achados devem ser analisados de forma criteriosa devido a baixa incidéncia
desses tumores em nossa casuistica, correspondendo a apenas 3,6% do
total.

A alta expressao de EPO foi proporcionalmente maior nos pacientes
Fuhrman 4 e correspondeu a 92,9% daqueles com acometimento da
adrenal. Esses achados revelam que a alta expressao de EPO pode estar

relacionada com critérios de pior progndéstico anatomopatoldgicos.
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Na avaliagdo da EPO-R e das variaveis clinicopatologicas foi
demonstrado associagdo com a idade categorizada (p=0,052) e grau de
Fuhrman (p=0,003) de forma semelhante que a EPO. A alta expresséo de
EPO-R também foi proporcionalmente maior nos pacientes com
acometimento da pelve e/ou ureter (p=0,034) e naqueles com invaséao
venosa microscopica (p=0,026), 64,3% e 60,6%, respectivamente. Do
mesmo modo que a EPO, a alta expressdo de EPO-R foi proporcionalmente
menor nos tumores de células claras quando comparado aos outros tipos
histolégicos agrupados, 34,3% versus 52,3%. Na avaliagdo qualitativa das
reacoes, a expressdao de EPO-R ndo se associou com o grau de Fuhrman
(p=0,129), bem como nao se associou com a presenga de invasdo venosa
microscopica (IVM) (p=0,616)

PAPWORTH (2011) avaliaram inumeros fatores progndsticos
moleculares empacientes portadores de CCR,dentre eles, a expressao
imuno-histoquimica da EPO, EPO-R e a concentragcado sérica de EPO. O
padrao de expressdo dos marcadores foi predominantemente citoplasmatico
e a forte expressdao de EPO e EPO-R foi observada em 83% e 56% dos
casos, respectivamente. A forte expressao de EPO foi significativamente
mais frequente no CCR do tipo células claras (86%) quando comparado aos
tumores papiliferos (64%). Do contrario, a forte expressdao de EPO-R foi
proporcionalmente maior nos tumores papiliferos (81%) do que no
carcinoma de células claras (54%). Nesse estudo houve associagcdo da
expressao de EPO-R e estadiamento TNM apenas. Outras associagdes de

EPO e EPO-R com idade, sexo, grau ou EPO sérico nao foram observadas.
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Em nossa série, contrariando ao achados de PAPWORTH (2011), a
alta expressdo de EPO foi proporcionalmente menor nos tumores de células
claras comparados aos papiliferos. Resultados similares ao nosso foram
descritos por CLARK et al. (1998), embora em uma casuistica pequena.
Nossos achados revelaram que alta expressdo de EPO estava fortemente
associada aos tumores inclassificaveis, de ductos coletores e
sarcomatoides, sabidamente de pior progndstico (AMIN et al. 2002).

ITO et al. (2012) estudaram o valor progndstico da expressao imuno-
histoquimica de EPO-R e da concentragao sérica de EPO em portadores de
CCR. Nesse estudo, foram comparados os fatores clinicopatolégicos de 41
pacientes com baixa expressdao de EPO-R e 15 pacientes com alta
expressao. Os pacientes com alta expressao de EPO-R estavam associados
com pior estadiamento patolégico (pT) (p=0,022), maior tamanho tumoral
(p=0,0012), pior graduagdo de Fuhrman (p=0,001), maiores incidéncias de
invasao microvascular (p=0,002) e doenga metastatica (p=0,020).

De forma semelhante, a alta expressdo de EPO-R em nosso estudo
estava associada a pior grau nuclear de Fuhrman, maior acometimento da
pelve e/ou ureter e presencga invasdo venosa microscopica. Em estudo
recente, FENG et al. (2013) avaliaram 249 pacientes com CCR tipo células
claras e demonstraram que a expressdo de EPO estava associada aos
tumores de alto grau.

A duvida em questido é se as elevadas taxas de expressdes imuno-
histoquimicas de EPO e EPO-R realmente colaboram para a ocorréncia de

fatores de mau prognéstico e impactam negativamente as taxas de
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sobrevida, ou contrariamente, apenas sao resultantes da presenca de
tumores mais agressivos.

GONG et al. (2006) avaliaram 82 pacientes portadores de CCR tipo
células claras submetidos a nefrectomia no periodo de 2000 a 2005. Nesse
estudo, foram avaliadas a expressao imuno-histoquimica de EPO, sua
correlacdo com as mutagdes do VHL por PCR e também as expressdes de
HIF-1a e HIF-2a nos tumores e nos tecidos normais correspondentes. A
expressao de EPO foi positiva em 72 (87,8%) casos de CCR e apenas 7,3%
dos tecidos renais normais correspondentes. A expressdao de EPO estava
associada a mutagdes do gene VHL. Dos pacientes portadores de mutagdes
do gene VHL, 95,6% expressaram EPO versus 78,3% quando o gene VHL
estava normal. A expresséo de EPO se associou significativamente com o
grau nuclear (p<0,005).

A correlacdo desses marcadores € o impacto na sobrevida de
portadores de CCR ainda é uma questdo ndao muito bem elucidada. A
grande maioria dos estudos ndo demonstrou influéncia do grau de
expressao de EPO e EPO-R nas taxas de sobrevida.

Em nosso estudo, 77 (35%) apresentaram baixa expresséo de EPO e
143 (65%) pacientes apresentaram alta expressdao. Nas analises de
sobrevida, o grau de expressao de EPO influenciou apenas a SG em analise
univariada (p=0,010). Os pacientes com baixa expressao de EPO tinham
quase o dobro de chance de morrer quando comparado aos pacientes com
alta expressao (HR 1,95; IC 95% 1,15-3,30; p=0,010). Como vimos em

nossa cauistica, pacientes em melhores condigdes gerais (mais jovens, nao
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fumantes, com tumores assintomaticos e nao transfundidos) tinham maiores
niveis de expressao de EPO, o que pode ter indiretamente, concorrido para
suas melhores taxas de SG. A SCE e a SLD nao apresentaram impacto do
grau de expresséao de EPO.

Considerando a estratificacdo qualitativa da EPO, 49 (22,3%) nao
expressaram esse marcador e 171 (76,7%) apresentaram algum grau de
expressao desse marcador. A analise univariada de sobrevida de acordo
com a expressao qualitativa demonstrou impacto da presenca de expressao
de EPO tanto na SG (p<0,001) como na SCE(p=0,048). As taxas de SG e
SCE ao final do seguimento dos pacientes que expressaram EPO foram de
79,5% e 83%, respectivamente. Em anadlise multivariada, a auséncia de
expressao de EPO se demonstrou fator preditivo independente para piores
taxas de SG (HR 4,143; IC 95% 1,536-11,170;p=0,001) e de SCE (HR
5,410; IC 95% 2,073-14,118;p=0,001). As outras taxas de sobrevida, bem
como para EPO-R em analise univariada e multivariada nao se alteraram.

Talvez o mais importante estudo sobre o impacto da expressao
desses marcadores na sobrevida foi realizado por MICHAEL et al. (2007).
Nesse estudo, os autores investigaram retrospectivamente a expressao
imuno-histoquimica de EPO e o impacto na sobrevida de 113 pacientes
portadores de CCR tipo células claras submetidos a nefrectomia radical. Ao
todo, 37 pacientes (33%) foram considerados positivos para expressao
citoplasmatica de EPO e 67% negativos. Ainda nesse estudo, a expressao
de EPO estava associada ao sexo masculino e 0 ao maior grau nuclear do

tumor. Na analise univariada de SG fatores classicos como estadio clinico,
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invasdo venosa macroscopica € microscopica, invasao capsular, grau
nuclear e tamanho tumoral influenciaram negativamente as taxas de
sobrevida. Além disso, o risco de 6bito em pacientes com expressao positiva
de EPO foi duas vezes maior do que os pacientes que nao expressaram
EPO (HR 2,34; IC 95% 1,27-4,3; p=0,006). Nessa série a intensidade de
expressao nao se correlacionou com a sobrevida. Em analise multivariada,
no entanto, apenas a presenca de invasdo capsular macroscopica
permaneceu como fator independente de sobrevida (p=0,03).

ITO et al. (2012) descreveram que pacientes com alta expressao de
EPO-R e concentracbes séricas aumentadas de EPO apresentaram
menores taxas de SCE quando comparados com pacientes de baixa
expressao. Esses achados nao se repetiram em analise multivariada.

Em nossa casuistica, dos 56 pacientes que morreram, 73% morreram
em decorréncia da doenga. Ao contrario de MICHAEL et al. (2007),
pacientes com alta expressao de EPO apresentaram melhor prognédstico
(SG) e 79,7% estavam vivos em 10 anos. Na analise qualitativa, a presenca
de expressao de EPO influenciou positivamente também a SCE e 83% dos
pacientes estavam vivos ao final do seguimento. Temos que mencionar que
a nossa casuistica foi quase o dobro da utilizada por MICHAEL et al. (2007).

E importante lembrar que, no nosso estudo, a expressdo de EPO
estava associada a fatores de pior prognéstico como tipo histologico,
invasdo da adrenal e presenga de acometimento da pelve e/ou ureter. No
entanto, pacientes que expressaram EPO apresentaram melhores taxas SG

e SCE, representando um fator protetor. Talvez a EPO seja um marcador
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mais sensivel aos fatores paciente dependentes do que aos fatores
relacionados a doenca. As associagées com critérios de melhor prognéstico
e performance status como pacientes mais jovens, auséncia de sintomas,
ndo fumantes, pacientes nao transfundidos, KPS =80 e hemoglobina =12
podem ter contribuido para as melhores taxas de SG e SCE de nosso
estudo.

As divergéncias pontuais com a literatura podem ser explicadas pelos
diferentes anticorpos empregados, pelas diferentes técnicas de leitura e
especificidade inerentes a todos os estudos que utilizam TMA e imuno-
histoquimica, pelo tamanho da amostra utilizada e por divergéncias inter
examinadores. A especificidade dos anticorpos de EPO-R tem sido
questionada na literatura (ELLIOTT et al. 2011).

Em nosso estudo, outras adversidades devem ser relatadas por
serem marcadores de pouco uso em pesquisas clinicas. Dificuldades na
padronizagdo da técnica, no bloqueio da biotina endégena, perda de
antigenicidade do material, fixagdo inadequada no formol e dificuldades na
interpretacdo dos achados e resultados.

Um fator que ndo pode ser ignorado é que em nosso estudo, apenas
avaliamos as expressdes da EPO e EPOR intratumoral e peritumoral, por
conveniéncia metodolégica e investigacional. Devemos lembrar que, a
doenca em foco, decorre de um processo dindmico, multifatorial, muitas
vezes nao completamente mensurado. Por exemplo, ndo podemos nos
esquecer de que a EPO é produzida no rim contralateral e que seu niveis

séricos (ndo aferidos em nosso estudo) provavelmente exercem alguma
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influéncia na EPO/EPOR intra tumoral e /ou peritumoral. Dietas restritivas,
abusivas ou copiosas em ferro e proteina, medicagdes (corticéides,
vitaminas, suplementos), habitos (tabagismo, etilismo), doengas associadas,
sindromes anémicas, doengas hemorragicas crbnicas (gastrointestinais,
ginecoldgicas) diversas, doengas respiratérias obstrutivas crdnicas,
verminose e insuficiéncia renal crénica podem influenciar niveis
hematimétricos individuais bem producao sistémica de EPO. Seria muito
dificil, num estudo ideal, controlar todas essas variaveis. Lembremos
também que inumeros fatores gendmicos, protedmicos, transcricionais, pos
transcricionais, metaboldémicos e epigenéticos influenciam as expressoes
imuno-histoquimicas..

Em conclusao, a expressao imuno-histoquimica de EPO e de EPO-R
estdo associadas a fatores de pior prognéstico no CCR e a fatores de
melhor prognéstico especificos do paciente. A expressdo imuno-
histoquimica de EPO e EPO-R foi maior no tecido renal ndo neoplasico
(benigno) em comparagdo ao CCR. Diferengcas de expressdao entre os
subtipos histologicos foram relatadas. Em estudo inédito na literatura,
nossos resultados revelam que a perda de expressado de EPO constitue fator
prognéstico independente para piores taxas de SG e SCE. Futuros estudos
talvez devam avaliar em associagao a expressao sérica, imuno-histoquimica

e biomolecular destes marcadores.
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CONCLUSOES

A expressao imuno-histoquimica de EPO e EPO-R foi maior no tecido

renal n&o neoplasico (benigno) em comparagao ao CCR.

A alta expressao de EPO e EPO-R foi proporcionalmente menor nos
tumores de células claras quando comparado aos outros tipos

histologicos.

A alta expressado de EPO esteve associada e foi proporcionalmente
maior nos pacientes mais jovens, nos pacientes assintomaticos ao
diagnodstico, nos nao tabagistas, nos pacientes ndo transfundidos,
naqueles com presenga de invasao da adrenal e ainda na ocorréncia

de tumores de alto grau histoldégico de Fuhrman.

A perda de expressdo de EPO pela analise qualitativa, foi fator

prognéstico independente desfavoravel para SG e SCE.

A alta expressédo de EPO-R também foi proporcionalmente maior nos
pacientes mais jovens, nos pacientes com acometimento da pelve
e/ou ureter e naqueles com invasado venosa microscoépica. No entanto,
a presenca de expressao de EPO-R ndo influenciou as taxas de
sobrevida estudadas (SG, SCE e SLD) nas analises univariadas e

multivariadas.
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Anexo 1 - Classificagao de performance/status de Karnofsky (KPS).

100
90

80
70
60
50
40
30
20

Normal, nenhuma queixa, nenhuma evidéncia de doenca.

Capaz para continuar atividade normal; pequenos Sintomas ou sinais
da doenga.

Atividade normal com esforgo; alguns sinais e sintomas.

Cuidados para si; incapaz para continuar suas atividades normais.
Requer ajuda ocasional; cuidados para a maioria das necessidades.
Requer ajuda consideravel e cuidados médicos frequentes.
Incapacitado; requer cuidado especial e ajuda.

Severamente incapacitado; hospitalizado morte ndo iminente.

Muito doente; precisa de internagcdo urgente e requer medidas de
suporte

ou tratamento.

Moribundo; processo de fatalidade rapidamente progredindo.

Morto.

Fonte: Karnofsky DA, Burchenal JH. The clinical evaluation of chemotherapeutic agents in

cancer. In: MacLeod CM, editor. Evaluation of chemotherapeutic agents. New York:
Columbia Univ Press; 1949 p.196.



Anexo 2 - Classificacdo de performance/status do ECOG: Eastern

Cooperative Oncologic Group Performance Status Classification.

0 Assintomatico.

1 Sintomatico, mas completamente ambulatorial.

2 Sintomatico, permanece no leito <50% do dia.

3 Sintomatico, permanece > 50% do dia no leito, mas nao restrito ao
leito.

4 Restrito ao leito.

Morto.

Fonte: Oken MM, Creech RH, Tormey DC, et al. Toxicity and response criteria of the
Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Clin Oncol 1982; 5:649-55.



Anexo 3 - Ficha de levantamento de dados

Nome:

Lamina:

Diata de admissaa;

Idade (anos):

Raga: (1) Branco  (2) Wio hranco

Sexo: (1) Masculine  (2) Feminino

Tabagismo: (1) Fumants (2) N0 fumante (%) Iznomado

“Packyear™: (U) Iznorado (1) 1-10 Packyears () 11-20 Packyears  (3) =20 Packyears
ECOG: ()0 (1) 1(2)2

ASAZ(I)1 ()2 (@)3 (#)4

Sintomas: (0) Auséncia (1) Hemaruria (2) Dor lombar  (3) Emagrecimente  (4) Febre  (5)
Outros  (§) Massa palpavel  (0) Ignorado

Tempo de Evolucis (meses):

Tumor incidental: (0) Sim (1) Nio
Metistase a0 diagnéstico: (0) Nao (1) Sim
Tumor Familiar- (0) ¥do (1) Sim
N°de Familiares: (0 (1)1 (2)2
Hemoglobina: Hematécrifo:
Cirargia: (1) Radical (2) Parcial
Incisio: (1) Abdominal  (2) Lombotomia

Resseccio: (00 Imessecavel (1) Besseccdo total  (2) Margem micrescopica  (3) Margem

MaTosCopica



Tempo de Cirnrgia:

Dvata da Cirmrgia:

Transfosie: (0} Naoe (1) Sim Volume de transfusie:

Complicagées Precoces: (0)Nio (1) Insuficiéncia renal aguda  (2) fleo pamalitice  (3) Infecgio
(%) Cardiovascular  (5) Tromboembelisme  (5) Fistula urinaria (7) Hemomagia  (9) Outas

Imtermagio (dias):

Complicagoes Tardias: (1) Nao (1) Insuficiencia renal agnda {2} Suboclhuisdo infestinal (3)
Parede abdominal (4) Hipertensao arierial sistemica (&) ) Orafras

Estadio T- (1) Tla () TIb (3)T2 ($T3a (5)T3WE Tic (TT4
Estadio N: (D N0 ()N1 (N2 (3)Nx
TNM: (1) TNOMO (DTN+MO  (3) THOM+  (4) TN=M+

Nde Linfonodos: N*de Linfonodas +:

Estadio Robson: (1})] () (3)Ilx ($Ib (5)Mc (§IV
Estadio climico: (1)I ()0 (HII &IV
Grande Fohrman: (131 (I I (HIV

Tipo Histologico: (1) Células claras (1) Papilifers  (3) Croméfobo  (4) TTES Geme  (5) Ductos
coletores  (6) Inclassificavel (7) Owuiros

Diimetro tameral (cm):

Lateralidade: (1) Dirsito  (2) Esquerdo  (3) Bilateral
Tumor bilateral: (0) Nie (1) Sincrémico  (2) Metacrinico

Multifocal: (0) Nio (1) Sim

Topografia: (1) Polo superior (2} Pélo médio (3) Pélo inferior (%) Mais de um pélo
Invasio vascular: (0) Nio (1) Sim

Invasio vascular linfitica: () Nio (1) Sim

Invasio de veia remal: (0) Ndo (1) Sim

Imvasio de vein cava: () Nao (1) Sim



Anexo 4 - Estadiamento clinico da “American Joint Committee on Cancer’s

AJCC Cancer Staging”

M
I T1 No Mo
I Tz No Mo
I TiorTz N1 Mo
T3 Noor M1 Mo
v Ty Any N Mo
Any T Any N Ma

A Reprinfed with permission from ANOC: Kidney, In: Edge 5B, Byrd DR, Compton O, ef al., eds.:
ATCC Cancer Staging Manual. 7th ed. New York, NT: Springer, 2010, pp 470-80.




Anexo 5 - Graduacao histologica de Fuhrman

Grau | Nucleo arredondado e uniforme, com cerca de 10um de didmetro e nucléolo
ausente/pequeno.

Grau Il Nucleo levemente irregular, com diametro de 15um e nucléolo visivel, mas pequeno.

Grau |l Nucleo moderadamente irregular, com diametro de 20um e nucléolo grande.

Grau IV Nucleo acentuadamente irregular/ pleomorfico e formas multilobulares, com cromatina

agrupada e didmetro maior que 20um.

Fonte: Fuhrman AS, Lasky LC, Limas C. prognostic significance of morphological

parameters in renal cell carcinomas. Am J Surg Pathol 1982; 6:655-63.




Anexo 6 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP do

A.C. Camargo Cancer Center

‘-/—-/Q Hospital

. Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Cantro de Tratamento, Ensing e Pesquisa em Cancer

S0 Paulo, 24 de Junho de 2011,

A
Dr. Sténio de Cissio Fequi

Ref.: Projeto dv Pesquisa n®, 1577/11
“Andlise da expressiio imuno-histogquimica e valor prognostico da evitropocting (EFO) ¢
do seu receptor (EI'O-R) em carcinoma de células renais™.

Os membros do Comité de Elil’.‘.‘l em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagiio
Antonio Prudente — Hospital do Cancer - AC, Camarpa’'SP, em sua ultima reunido de
14062011, aprovaram a realizagho do estudo em referéneia, datado de 20 de maio de 2011 e
tomaram conhecimento dos sepuintes documentos:

# Folha de Hosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

# Termo de Compromisso do Pesquisador com resolugdes do Conselho Nacional de
Satide:

¥ Termo de Dispensa do Consentimento Livre ¢ Esclarecido;

# Decloracdo sobre Uso e Destine do Material Biologico, Publicagio dos dados e
Proprieducde das Informagies Geradas:

» Declaracio sobre os Dades Coletados, Publicagio dos Dados e Propriedade das

5 Cieradas;

F Declaragio de infiaestrutura e instalaghes do Departamento de Cirurgia Pélvica -

Moeleo de Urologia:

Crrgamento Financeiro detalhoado:

Lista de centros participantes da pesquisa; |

Decluragio sobre aprovagdo por Comité de Etica no pais de origem;

Declaragio de Cigncia ¢ Comprometimente do Departamento de Urologia do Hospital

Pasteur, Montevideo - Urugual;

Declaragio de Cidneia ¢ Comprometimento do Departamento de Anatomia Patoldgica:

Declarughio de Ciéneia do Micleo de Urclogia.

R

v

k|

Para iniciar o projeto, ¢ necessdrio aguardar a aprovacio da CONEP para este primeire
centro,

Informacies o respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas ae
CEF dentro de (16 meses,

Alenciosamente, 6 -
o
e

[rof.




PARECER COMSUBSTANCIADO

Projeto: 1577111

Titulo: “Analise da expressdo imunc-hisloguimica e valor prognastico da eritropoetina
(EPQ) e do seu receptor (EPO-R) em carcinoma de célulzs renais”

Pesquisador Responsavel: Dr. Sténio de Cassio Zequi
Alune: Daniel Beltrame Ferreira {Meastrado)

Patrocinador: Sera submetido & FAPESF

Comentarios gerais:

Oz autores desse estudo propdom investigar a expressao imunohistogquimica
da EPC e EPO-R nos diversos tipes histoldgicos de CCR, nos tecidos renais ndo
nepplasicos @ avaliar o valor prognostice desse marcador com maior casuistica a
carater intarmacional.

Inicialmente sera estudade ¢ banco de dados de portadores de CCH fratados
por nefrectomia no Departamente de Cirurgia Pelvica do Hospital AC Camargo entre
1890 = 2008, constituidos por 140 cesos |@ disponiveis em laminas de fissue
microarray (TMA) utilizades na disseracio de mestrade de Walter da Caosta (2011).
Cutros 52 casos, desse mesmo periodo e local, serdo revisedos e preparados em
TMA. A amostra final sera contemplads com cerca de B0 casos gentilmente cedidos
pelo Dr. Dizge Abreu Clavijo, provenienles do Semvige de Uralogia do Hospital Pastaur
em Maonlevideo, Uruguai

A partir doa Bervipea de Arquivo Médice © Eatatiatico (GAME), todoa oa
prontuarios serdo revisados. Os dados ¢l nices e epidemiclogicos serao coletados.

Para a oblencdo de dados pailclogicos, serao revisadas as laminas por um
unico patoclogista. Todos os casos serio reclassificadoz de modo uniforme & serdo
selecionadas as arsas tumarais mais reprasentafivas de cada caso. A partir dai, serdo
resgatados os blocos de parafina corespondentes pars confecg@o do  fissue
microarray (TMA). Todas as wvaridvels zerBe lranscrilas para um banca de dados
especifico.

Adeguacgio do titulo: Adeguado e perlinente acs objetivos propostos.
Adeguacio da revisdo de literatura: /. =quada.
Adequagio dos objetives frente a lilerolura: Adequades,

Critérios do inclusao:
» COCR comprovado histologicaments,
= Auzéncia de fratamentos neoad|uvantes a cirurgia
= Trajamento cirargico exciusivo,
= Auséncia de comorbidades que roduzam a expectativa de vida a menos de saeis
meses,

Critérios de exclusio:
« Pacientes submetidos a outros (ralamentos para o CCR além da cirurgia ou
com comorbidades gue possam comprometer a sobrevida;
= Pgzcientes com sarcomas renais, neoplasias renais ndo corlicais ou com tumar
de Wilms;

Parecer referente & Reunifo do CEP de 14/05/2011. 12



» Proptudrios com dados incompletos ou faltantes;

« Material arquivado em parafina em mds condigbes para a elaboracio de novos
cortes para imunohistoguimica;

» Pacientes com lempo de seguimenic inferior a seis meses ou gue tenham
abandonado o seguimento por um periodo superior ao dobro daquele solicitade
para seu retormo, desde que néo sc consiga informagdes so seu respeilo
atraves de contato telefénica ou por escrita.

Riscos e beneficios aos sujeitos: Nenhum baneficio efow risco potencial.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Apresentou solictagao de dispensa
por se iralar de projeto retrospectivo

Analise critica de riscos: Nag ha riscos.
Duragéo total da pesquisa: Vinte e um mezes.

Explicitagio das responsabilidades:
* do pesquisador: apresentou documentagao pertinente
« do patrocinador: ndo se aplica.

Explicitagdo dos critérios para suspender ou encerrar a pesquisa: Estudo
retrospectivo. Mao se aplica.

Local de pesquisa: Hospital A.C. Camargo. Departamento de Cirurgia Pélvica —
Micleo de Urologia e Anatomia Patologica.

Fonte financeira: Submetido a FAPESP.
Analise da Comissao de Pesquisa — COFE: Aprovado.

Comentarios Finais:
Do ponto de vista &tico na@o encontramos impedimentos para a realizagdo do projeto
apresentada.

Parccer Final:
Projeto Aprovado.

~
4
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riinngho abeaiito PAUDERTE
tieapital 0 GRncor A 0. Camama
Comik da Frica Bm Pesgaian
Pmf. O, Luiz Pauin Kasnlesl
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Anexo 7 - Carta de aprovacdo do Comité Nacional de Etica em Pesquisa-
CONEP

C

CONSELHO NACiOI}IAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N2 549/2011
Registro CONEP 16579 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Folha de Rosto — 431671 Processo n°® 25000.117635/2011-37
Projeto de Pesquisa: “Analise da expressdo imuno-histoquimica e valor prognéstico da
eritropoetina (EPO) e do seu receptor (EPO-R) em carcinoma de células renais”. Projeto
de Pesquisa datado de 20 de maio de 2011.

Pesquisador Responsavel: Sténio de Cassio Zequi ;
Instituicao: Fundacdo Antdénio Prudente — Hospital do Céncer AC Camargo (UNICO
CENTRO BRASILEIRO)

CEP de origem: Hospital do Cancer AC Camargo

Area Tematica Especial: Pesquisa com cooperacéo estrangeira

Patrocinador: FAPESP — Fundacéo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo

Sumario geral do protocolo

Introducdo: O termo carcinoma de células renais (CCR) designa as neoplasias
renais de origem epitelial com potencial maligno. O CCR ¢é dividido em varios subtipos
histoldgicos padronizados devido & diferengas citogenéticas, fenotipicas e clinicas. O
CCR corresponde a 2-3% das neoplasias malignas em adultos e sua incidéncia esta
aumentando nos ultimos 20 anos. Embora o diagnostico incidental seja crescente, em
todo o mundo, a mortalidade pela doenca néo se reduz. Cerca de 30% dos pacientes
apresentam doenca metastatica ao diagnostico e quase metade dos pacientes tratados
por doenca localizada podem apresentar recorréncia apos 5 anos da nefrectomia. Estima-
se que sua incidéncia, no Brasil, varie de 7 a 10 casos por 100.000 habitantes/ano nas
regides mais industrializadas, com taxas menores em regides menos desenvolvidas.
Trata-se de tumor mais frequente em homens, sendo mais prevalente entre os 50 e 70
anos de idade.

O CCR pode apresentar incidéncia do tipo esporadica em até 95% dos casos ou
estar associado a sindromes familiares de CCR (doenga de Von-Hippel-Lindau). Os
principais fatores de risco descritos para o desenvolvimento de CCR sao historia familiar,
tabagismo, obesidade, hipertensao arterial, indice de massa corpdrea elevado, uso de
diuréticos e medicagles anti-hipertensivas, esclerose tuberosa e insuficiéncia renal
crénica em hemodialise.

O rim pode ser considerado um 6rgdo endocrino pela producéo de eritropoetina
(EPO). A principal fungcédo dessa citocina é o controle da proliferacdo celular e a
diferencia¢do dos eritrocitos. Na pratica clinica, manifestagbes como policitemia ou
anemia estdo associadas a grande parte dos tumores, muitas vezes, constituindo as
sindromes paraneoplasicas. A maioria dos CCR é originaria dos tubulos contorcidos
proximais, local em gque a maioria dos autores descreve como o sitio de producéo desse
horménio. Portanto, entender o papel da EPO nessas neoplasias se constitui um tema
importante.

Durante a embriogénese a EPO é produzida pelo figado, mas apos o nascimento a
sua produgdo € realizada pelas células endoteliais peritubulares do cortex renal.

1/4 ds



Cont. Parecer CONEP n”. 5482011

MNotadaments, a anemia & uma complicagio comum de muitos tumores com impacto
negativo na gualidade de vida. Cerca de 35% dos pacienies com cancer renal se
apresentam com anemia ac diagnésico e somente 5% com policitemia. Esta bem
documentado que a anemia e a hipoxia tecidual influenciam de forma negativa a
qualidade de vida dos pacientes ponadores de cancer, bem como a resposta ao
tratamento. Acredita-se que a presenga de anemia em diversos tumores aumenta o fsco
de morte pela doenga em até 65% e pode alterar, significativaments, a resposta a
guimicterapia e radicterapia. Dessa forma, o controle da anemia e da hipoxemia tecidual
sdo importantes para melhorar a qualidade de vida e a sobrevida dos pacientes,
potencializando a resposta ao tratamento complementar.

Recentemente, a EPO e seu receptor (EPO-R) foram localizados em inimeros
tecidos nd@o hematopoisticos como figado, dtero, sistema nervoso central, calulas
endoteliais & diversos tumores solidos malignos. A maioria dos tumores renais & denvada
de celulas dos tubulos proximais e expressam receptores funcionantes de EPO. O efeito
sinalizador da EPO & fortements reconhecido como um mecanismo relevants na biclogia
do tumor. Mo entanto, o significado progndstico da expressao de EPO & EPO-R no cancer
renal e seu o efeito no crescimento tumoral & angiogénese ainda & incerto.

O= autores desse estudo propdem investigar a expressio imunchistoguimica da
EPO e EPC-R nos diversos tipos histologicos de CCR, nos tecidos renais nao necplasicos
e avaliar o valor prognostico desse marcador com maior casuistica e carater mulicentrico
intemacional.

Objetivos: Estudar a expressao de EPO e EPO-R atravées de imuno-histoquimica
no tumor primaric de pacientes portadores de CCRH submetidos a nefrectomia nos
diversos tipos histologicos. Estudar a expressio da EPO e EPO-H no tumor primario e
comparar com a expressao de EPO & EPO-R no tecido renal nao neoplasico. Analisar o
impacto dos niveis de expressac da EPO e EPO-R nas taxas de sobrevida global (SG) e
sobrevida livre de doenga (3SLD). Cormelacionar a expressioc de EPO e EPO-R com
diversas variaveis demograficas, clinicas e anatomopatologicas.

Dezenho do estudo: Inicialmente sera estudado o banco de dados de portadores
de CCR tratados por nefrectomia no Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital AC
Camargo entre 1990 & 2008, constituidos por 140 casos ja disponiveis em laminas de
tissue microarray (TMA) utilizados na dissenagao de mestrado de Walter da Costa (2011).
Owutros 52 casos, desse mesmo periodo e local, serdo revisados e preparados em TMA.
A amostra final sera contemplada com cerca de 80 casos gentimente cedidos pelo Dr.
Diego Abreu Clavijo, provenientes do Semnvigo de Urologia do Hospital Pasteur em
Montevideo, Uruguai, como participante do estudo em carater multicéntrico. A partr dos
Servigos de Arquivo Meadico e Estatistico (SAME), todos os prontuarios serio revisados.
U= dados clinicos e epidemiologicos serao coletados.

Para a obtengio de dados patologicos, serdo revisadas as l[aminas por um dnico
patologista. Todos os casos serao reclassificados de modo uniforme e serdo selecionadas
as areas tumorais mais representativas de cada caso. A partir dai, serao resgatados os
blocos de parafina comespondentes para confecgio do tissue microarray (TMA). Todas as
varnaveis serio transcmas para um banco de dados especifico.

As variaveis consideradas serao: idade, sexo, cor, estado geral pela classificagao
de Karnofsky, sintomatologia, tempo de ewvolugio, laieralidade de lesao, niveis de
hemoglobina pré & pos-operatorios, tipo de cirurgia, data da cirurgia, complicagdes pre-
operatorias precoces e tardias, estadiamento pelo THM AJCCAICC 2002, graduacgio de
Furhman, tamanho da lesio em centimetros, topografia, tipo histologico pelo Consenso
de 1997, arranjo arguitetural tissular, invasio de orgios adjacentes, mubltifocalidade,
invasao venosa microscopica, acometimento infonodal, presenga de trombos venosos
microscopicos, evolugio pos-operatonia, tempo de seguimento presenga de metastases e
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data da detecgao, fratamento das metastases, situagao clinica ao final do estudo,
realizagio de transfusao, alem das analises da expressao de EPO e EPO-R.

Meétodos: Para a realizagao das reagbes imuno-histoguimicas (tScnica da
streptoavidina biotina peroxidase) sera empregado o método de Tissue microarray (ThMA).
O TMA permite o estudo de um grande numerne de casos, com economia de reagentes,
material de bancada & de material bidlogico arquivado em parafina, alem de submeter
todos 05 casos rigofosaments 4s mesmas a condigdes tecnicas de realizacio das
reagoes. Os cones serdo montados em l[Aaminas de vidro e secados por 30 min a 37°C. A
seguir sera realizada a desparafinagao utilizando xilol e hidratagao atraves de uma serie
de alcoois graduados.

Atividade da peroxidase endogena sera bloqueada pela incubagio & um banho de
metanol contendo peroxido de hidrogenio 3% por 20 min, seguida de lavagem em agua
destilada. Todas as laminas serac inicialments submetidas ao calor induzida pela
recuperagac do epitopo usando tampao citrato (pH 9,0). Depois disso, os anticorpos
primarios serdo aplicados e incubados por 30 minutos em temperatura amiiente. Os
testes preliminares serao realizados no laboratdnio para identificar a melhor concentragio
de cada anticorpo e para escolher os controles positivos e negativos wtilizando os dados
de diluigio fomecidos pelo fabricante como o ponto de partida. Depoiz de lavar o
anticorpo primario com tampao fosfato (PBS), as laminas serao incubadas com o sistema
de visualizagao polimeérico de biotina, DAKO ™ | por 30 minutos. Em seguida sera utilizada
solugio DAB por 5 minutos em cada lamina € depois removido por lavagem com agua
destilada. Todas as reagbes serao automatizadas no autostainer Ultra 48, DAKO, nas
mesmas condigbes ambientais.

Critérios  de  inclusdofexclusdo: Critérios  de  Inclusdo: CCR comprovado
histologicamente. Auséncia de tratamentos necadjuvantes a cirurgia. Tratamento cird rgico
exclusivo. Auséncia de comorbidades que reduzam a expectativa de vida a menos de seis
meses.

Critérios de Exclusdo. Pacientes submetidos a outros tratamentos para o CCR
além da cirurgia ou com comorbidades que possam comprometer a sobrevida. Pacientes
COm sSarcomas renais, necplasias renals nao coricaizs ou com tumor de Wilms.
Prontuarics com dados incompletos ou faltantes. Materal arquivado em parafina em mas
condigbes para a elaboragao de novos cornes para imunchistoquimica. Pacientes com
tempo de seguimento inferior a seis meses ou gue tenham abandonado o seguimento por
um periodo superior ao dobro daquele solicitado para seu retomo, desde que nao se
consiga informagdes ao seu respeito atraves de contato telefonico ou por escrito.

Local de realizacao

Trata-se de um projeto nacional € multicéntrico, com cooperacao estrangeira. Alem
do Brasil, o Urnuguai (Hospital Pasteur/Montevideu) paricipara do estudo. Ao todo se
estima que serdo envolvidos 272 sujeitos de pesquisa, sendo 192 recrutados no Brasil,
todos no centro em tela.

Apresentacao do protocolo

s seguintes documentos foram apresentados no CD-ROM do protocolo em tela:
Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, Projeto de Pesquisa datado
de 20 de maio de 2011, Termo de Compromisso do Pesguisador com resclugdes do
Conszelho Macional de Saide, Termo de Dispensa do Consentimento Livre & Esclarecido,
Declaragio =obre Uso e Destino do Material Biologico, Publicacio dos dados e
Propriedade das Informagbes Geradas, Declaragido sobre os Dados Coletados,
Publicagdo dos Dados e Propriedade das Informagbes Geradas, Declaragao de
infraestrutura e instalagbes, Orcamento Fimanceiro detalhado, Lista de centros
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participantes da pesquisa, Declaragiio sobre aprovagio por Comité de Etica no pais de
orgem, Declaraghbes de Ciéncia e Comprometimento, Declaragido de Ciéncia e
Comprometimentc do Deparntamento de Urologia do Hospital Pasteur, Montevideo —
Urugual, Declaragio de Ciencia & Comprometimento do Departamento de Anatomia
Patolagica, Declaragio de Ciéncia do Nucleo de Urologia, Curriculos dos Pesquisadores,
Identificagio dos Cumriculos dos Pesqguisadores na Plataforma Lattes Parecer de
Aprovacio referente Reunido de 14/06/2011, Carta de Aprovagao do projeto pelo CEP em
reuniao de 14/06/2011, Parecer Consubstanciado do CEP referemte Aprovagao do Projeto
&m reuniiao de 14/06/2011.

Comentarios/Consideragdes
1. Trata-se de uma pesquiza académica, que segundo o autor tem carater
retrospectivo - levantamento de dados junto a prontuarios ou banco de materiais
biologicos - em que solicita dispensa do TCLE ao CEP. O pesquisador apresenta
Termo de Dispensa do Consentimento Livre € Esclarecido que segue com
aprovacido do referide CEP, em que compromete-se em:. “presendar a privacidade
dos sufeitos de pesguisa cufes dados serdo coletados; gue as informagoes serdo
utiizadas Unica e exclusivamente para a execugdo do projeto em questio; que as
informagdes somenfe serdo divuigadas de forma andnima, ndo sendo usadas
imiciais ou quaisquer outras indicagdes que possam idenfificar o sujeito de
Diante do exposto, a Comizsao Nacional de Etica em Pezquiza — CONEP, de
acordoe com as atribuicoes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovacao do projeto de pesquisa proposto.
Situagic: Protocolo aprovado.

Brasilia, 30 de agosto de 2011.

\ {‘_p';.'u'l__!'\-l.v—-.rl.?i'—\_
“—Gyealle SaddiTannous
Coordengdora da CONEP/CNSMS



