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RESUMO

Cortez Neto DVS. Analise do valor da expressdo génica dos genes CD133 e BAP1
como fator prognostico no carcinoma de células renais. Sao Paulo; 2014.

[Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

Introducdo: Apesar dos recentes avangos no diagnoéstico e tratamento do CCR, trata-
se ainda de neoplasia de apresentacdo e curso clinico imprevisiveis. Os autores
avaliaram, em 88 pacientes, os niveis de expressdo do RNA mensageiro (mRNA) dos
genes CD 133 (marcador de células tronco), e do BAP1 (envolvido na remodelagdo
de cromatina) e seus respectivos valores prognostico em CCR. Casuistica e
Meétodos: Dados epidemiologicos, clinicos ¢ patologicos foram coletados. A
expressdo génica foi avaliada utilizando-se técnica de RT-qPCR. A medida da
expressdo do mRNA foi avaliada como variavel continua, sem estratificacdes. A
analise estatistica foi realizada com o teste de Mann-Whitney para grupos nao
paramétricos e ndo pareados. Os niveis de expressdo dos biomarcadores foram
comparados com fatores clinicos e patoldgicos e, em seguida, foram avaliados seus
impactos prognosticos nas taxas de sobrevida global (SG), sobrevida cancer
especifica (SCE) e sobrevida livre de doenga (SLD) em 5 anos. Resultados: Foi
observada associacdo entre a hipoexpressao do gene BAP1 e variaveis patoldgicas
desfavoraveis, como invasao da gordura peri-renal e do seio renal (p=0,001), estadios
patolégicos 3 e 4 (p= 0,033) e com tumores maiores que 4 cm (p= 0,001). A
hipoexpressdo do gene CD133 se associou a invasdo da adrenal (p= 0,046). A
expressao do mRNA de ambos os genes nao influenciou significativamente as curvas
de SG, SCE e SLD em 5 anos. Concluséo: Corroborando estudos utilizando outras
técnicas biomoleculares, como sequenciamento e imunohistoquimica, demonstramos
a associagdo do gene BAP1 com fatores anatomopatologicos de mau prognostico.
Porém, os parametros clinicos e patologicos classicos permaneceram como fatores

preditivos mais significativos em CCR.



SUMMARY

Cortez Neto DVS. [Value analysis of gene expression of CD133 and BAP1 genes
as prognostic factor in renal cell carcinoma)]. Sdo Paulo; 2014. [Dissertagdo de

Mestrado-Fundac¢ao Anténio Prudente].

Introduction: Despite recent advances in diagnosis and treatment of RCC, this
neoplasia remains of unpredictable presentation and clinical course. In 88 patients,
the authors evaluated the expression and the prognostic role of messenger RNA
(mRNA) of two genes: CD 133, membrane marker of stem cells, and BAPI,
involved in chromatin remodeling. Material and Methods: Epidemiological,
clinical and pathological data were collected. The degree of gene expression using
RT-qPCR were evaluated. The measurement of mRNA expression was assessed as a
continuous variable, without stratification. Statistical analysis was performed with
the Mann - Whitney test for nonparametric and unpaired groups. Both mRNA
expression levels were compared with clinical and pathological factors and had
assessed their prognostic impact in in five years overall survival (OS), cancer
specific survival (CSS) and disease free survival (DFS). Results: An association was
observed between hipoexpression of BAP1 gene and anatomical and pathological
variables of poor prognosis as: invasion of perinephric and renal sinus fat (p =
0.001), patients with worse pathological stage 3 and 4 (p = 0.033) and patients with
higher than 4 cm (p = 0.001) tumors. In turn, the hipoexpression of CD133 gene was
associated with invasion of the adrenal gland (p = 0.046), a pathological variable of
poor prognosis. The mRNA expression of both genes had no impact on the curves of
OS, CSS and DFS in 5 years in the cohort presented. Conclusion: Corroborating
other studies wusing biomolecular techniques such as sequencing and
immunohistochemistry, our study demonstrated the association of hipoexpression of
BAP1 gene with anatomical and pathological factors of poor prognosis. However,
the classical clinical and pathological parameters remains as the most significant

predictors in CCRcc.
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1 INTRODUCAO

1.1 RAZzZOES DO ESTUDO

O carcinoma de células renais (CCR) ¢ responsavel por 3% das neoplasias
malignas do adulto e representa um dos canceres uroldgicos mais letais. Trinta por
cento dos pacientes tem metastases ao diagndstico e 30 a 50% desenvolverdo
metastastases apos tratamento do tumor primario (KANAO et al. 2009). As razdes
para seu mau prognostico para as doencas metastaticas sdo explicadas pela
apresentacdo clinica tardia, assim como sua resisténcia a quimioterapia convencional,
e respostas ainda insatisfatorias as terapias de alvo molecular, o que torna a forma
metastatica uma doenga incurdavel (KANAO et al. 2009; EICHELBERG et al. 2009).

Devido ao aumento do diagnostico precoce e incidental das massas renais, a
maioria dos pacientes com CCR atualmente ndo apresentam sintomas singificativos
da doenca. A triade classica de hematuria, dor e massa palpavel em flanco,
comumente descrita no passado, atualmente aparece em menos de 10% dos casos,
geralmente indicando doenga avancada (NARDI et al. 2010).

Quando detectado precocemente, CCR ¢é curavel por cirurgia, apresentando
baixo risco de recorréncia. Os tumores localizados (pT1-2) podem ser curados com
cirurgia exclusiva. Recentemente, a tradicional nefrectomia radical tem sido
substituida pela nefrectomia parcial (NP). A resseccdo parcial ¢ considerada
atualmente padrdo ouro no tratamento dos tumores de localizacdo intrarrenal que

tenham indicacdo para uma cirurgia poupadora de néfrons (FICARRA et al. 2009).



O tamanho do tumor isoladamente ndo ¢ capaz de predizer seu
comportamento. A agressividade e a velocidade de crescimento do tumor renal sdo
heterogéneas e os padrdes que podem definir este crescimento ainda ndo sdo bem
estabelecidos (LAM et al. 2005).

O aumento dos diagnosticos incidentais e o envelhecimento da populacao
fazem da observagdo vigilante uma opcdo para os pacientes com pequenas massas
renais (PMR) (CAIRNS et al. 2011). Esta proposta terapéutica também pode evitar
os riscos de uma cirurgia em pacientes com CCR associado a multiplas co-
morbidades clinicas com alto risco anestésico. Além da observagdo vigilante, novas
técnicas ablativas renais minimamente invasivas, como a crioterapia ou
radiofreqliencia, estdo disponiveis para tumores menores ou para pacientes de alto
risco cirurgico anestésico.

Atualmente, a escolha por um tratamento expectante ou uma técnica
minimamente invasiva ¢ baseada nas caracteristicas clinicas do paciente ¢ em
caracteristicas do préprio tumor, tais como: tamanho, extensdo, velocidade de
crescimento e dados de anatomia patoldgica obtidos através de bidpsias percutaneas
(CAIRNS et al. 2011). Por outro lado, portadores de neoplasias localmente
avancadas ou metastaticas necessitardo de abordagem terapéutica agressiva e
multidisciplinar.

Porém, mesmo nomogramas e modelos prognoésticos, baseados em fatores
clinicos e patoldgicos ja bem estabelecidos na literatura, ainda carecem de
aprimoramento. Observam-se importantes variagcdes dos papéis de cada nomograma

de acordo com a institui¢do onde foram desenvolvidos. Na maioria das vezes, a



acurdcia preditiva destes modelos oscila entre 65% a 80% (KATTAN et al. 2001;
PANTUCK et al. 2001).

Frente a tantas opgdes terapéuticas, buscamos na atualidade novos fatores
prognoésticos que contribuam com informacgdes sobre o comportamento do CCR e,
consequentemente, contribuam nas tomada de decisdes terapéuticas frente as mais
diversas situagdes clinicas. A resposta para esta busca pode estar no campo da
biologia molecular. Vérias linhas de pesquisas recentes focam em genes e proteinas
pertencentes a vias envolvidas no aparecimento e crescimento de tumores.
Marcadores de células tronco tumorais, vias de angiogénese, genes responsaveis por

alteracdes epigenéticas e microRNA sdo algumas destas linhas de pesquisa.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Epidemiologia

O CCR ¢ responsavel por 3% de todas as neoplasias malignas. Segundo
dados norte-americanos estimou-se que em 2014 seriam diagnosticados cerca de
63.920 novos casos e ocorreriam 13.860 mortes em decorréncia da neoplasia naquele
pais (American Cancer Society-ACS 2014). No Brasil, sua incidéncia varia de 7 a 10
casos/100.000 habitantes, com maior predominio em regides mais industrializadas
(WUNSCH-FILHO 2002). Ainda em nosso pais, recente estudo epidemiologico
demonstrou que em 73% dos CCR o diagnostico ¢ realizado através da
ultrassonografia, e apenas 5,3% dos pacientes apresentam a “triade classica”: massa
palpével, hematuria e dor (NARDI et al. 2010).

Trata-se da sétima neoplasia mais comum em homens € a nona mais comum



em mulheres. E mais frequente no sexo masculino numa proporgio de 2:1 em relagio
ao sexo feminino, ocorrendo, predominantemente, entre a sexta e sétima décadas de
vida (GUPTA et al. 2008).

Os fatores de risco mais comuns sdo: historia familiar de CCR, tabagismo,
indice de massa corporea elevado, hipertensdo arterial, uso de diuréticos e
medicagdes anti-hipertensivas, dieta pobre em vegetais e frutas, insuficiéncia renal
cronica, esclerose tuberosa e doenga cistica renal adquirida, além de sindromes de
CCR familiar ou de sindromes de alto risco para CCR, como as Sindromes de von
Hippel Lindau e Birt-Hogg-Dubbé e Sindrome de carcinoma renal papilifero, entre
outras. Cabe lembrar que os casos esporadicos representam até 95% do total
enquanto que 2 a 5% estdo relacionados a CCR hereditarios e familiares
(LIPWORTH et al. 2006).

Devido a maior realizagdo rotineira de estudos de imagem, em especial a
ultrassonografia, nota-se aumento do numero de casos diagnosticados
incidentalmente, elevando o percentual de neoplasias em estagio inicial. Apesar desta
migracdo do diagndstico para estadios mais precoces, ndo se observa um impacto
direto na diminuicdo da mortalidade pela doenca (WOLDRICH et al. 2008). Em
nossa instituicdo, os tamanhos medianos do CCR ao diagnodstico, em meados da
década de 1990 foram quase 3,0 cm menores do que na metade da década de 1980

(9,0 versus 6,7 cm, respectivamente) (ZEQUI 2000).

1.2.2 Classificagdo histologica
O termo carcinoma de células renais designa as neoplasias parenquimatosas

renais de origem epitelial com potencial maligno. O Quadro 1 apresenta os tipos



histologicos de CCR e suas respectivas prevaléncias e alteragdes citogenéticas.

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

Tipo histolégico Prevaléncia Alteragiies citogenéticas
Células claras 75% -3p, +5q22, -6q, -8p, -9p, -14q
Papilifero 10% +3q, +7, +8, +12, +16, +17, +20, -Y
Croméfobo 5% -1,-2, -6, -10, -17, -21, hipoploidia
Ductos coletores (Bellini) 1% -1q, -6p, -8p, -13q, -21q, -3p
Nio classificados 4% - 6% Desconhecido
Multilocular Cistico Raro Mutagdo do gene VHL
Medular Raro Perda do cromossomo 22
Carcinoma Tubulocistico Raro Trissomia do cromossomo 17
Translocagdo Xpll Raro t(X;1)(p11.2;q21), t(X;17)(pl1.2;q25)
-1,-4,-6,-8,-13,-14 +7, +11, +16,
Mucinoso tubular Raro e
Pés-Neuroblastoma Raro Desequilibrio alélico 20q13
+ 7q36, +8q24, +12, +16,+17pl1lqll,
Tiredide folicular carcinoma-like Raro -
Doenga renal terminal Raro Ganhos de cromossomos 7 e 17

Fonte: LOPES-BELTRAN et al. (2009)

E importante destacar que cada um dos tipos histologicos decorre de
alteracdes citogenéticas e sitios epiteliais de origem distintos, acarretando em
aspectos morfologicos diferentes. Assim sendo, apresentam historia natural,
agressividade e resposta a tratamentos variaveis, configurando o CCR nao como uma
doenga Unica, mas como uma associagdo de neoplasias malignas distintas, que

afetam o mesmo 6rgao, o rim (TELOKEN et al. 2009).

1.2.3 Tratamento
A base do tratamento do CCR ¢ a cirurgia. S3o empregadas, basicamente,

duas possibilidades cirurgicas, a nefrectomia radical (NR) e a nefrectomia parcial



(NP). A primeira, descrita inicialmente por ROBSON et al. em 1969 tornou-se por
muitos anos o tratamento padrdo para os tumores considerados operaveis. O
procedimento envolve a completa remog¢do do rim, capsula de Gerota, ureter
proximal e glandula supra-renal ipsilateral (BECKER et al. 2009).

Inicialmente, a NP foi empregada apenas de modo imperativo para portadores
de insuficiéncia renal estabelecida ou iminente, tumores bilaterais, rins unicos e
sindromes familiares de CCR nos quais as chances de recidiva tumoral sdo muito
elevadas.

Os bons resultados obtidos com a NP, permitiram extrapolar a indicacao
eletiva da NP para pacientes com tumores de até 4,0cm e com rim contralateral
normal. Apresenta como principal vantagem a preservagdo de parénquima renal
associada a menores taxas de insuficiéncia renal cronica. Atinge elevado controle
tumoral local e resultados oncoldgicos a longo prazo comparaveis ao procedimento
radical (MARGULIS et al. 2009; BECKER et al. 2009).

Recentemente, alguns autores advogam a expansao do didmetro tumoral de
4,0cm para 7,0 cm em casos selecionados e de topografia favoravel para a realizagao
da ressec¢do parcial (CAMPBELL et al. 2007).

Procedimentos minimamente invasivos, como crioablagdo e radiofrequéncia,
tém sido utilizados em tumores pequenos e de topografia favoravel, ambos aplicados
por via percutanea ou laparoscopica. Na crioablagdo, a laparoscopia tem sido
preferida por apresentar como vantagem a possibilidade de afastamento de 6rgdos
vizinhos e a administracdo segura da energia térmica. As limitacdes para o uso
dessas técnicas incluem a elevada taxa de recorréncia local e dificuldade no

acompanhamento radiografico do sucesso da terapia instituida. Além disso, existem



poucos estudos em literatura mostrando sua real eficacia oncologica a longo prazo
(GOEL e KAOUK 2008).

Para casos de pacientes com alto risco cirurgico ou idade avancada e
portadores de neoplasias iniciais de até 4 cm existe ainda a possibilidade de conduta
expectante, através de vigilancia ativa. Em meta-analise contendo 300 pacientes, os
autores descreveram que a média de crescimento tumoral foi de 0,28cm por ano e
somente 1% de todos os tumores desenvolveram metéstases em seguimento médio de
trés anos (CHAWLA et al. 2006). Outros estudos sobre pequenas massas renais, até
4 cm, mostram que existe uma chance de 12 % de benignidade nestas massas e o
risco de metastases pode chegar até 8% dos casos quando o tamanho esta entre 3 e 4
cm (KLATTE et al. 2008).

Para a doenca metastatica, a associagdo da NR, quando possivel, com
imunoterapia ou terapia com alvos moleculares ¢ a op¢do de escolha. Em casos de
metastase unica € possivel sua ressec¢do cirtrgica. Em pacientes portadores de
multiplas metastases, o tratamento deve ser individualizado. Drogas de alvo
molecular como os inibidores de VEGF e inibidores de mTOR vém mostrando
resultados superiores a imunoterapia no que diz respeito a maior sobrevida global e

menor taxa de efeitos colaterais (MOTZER et al. 2008; ESCUDIER et al. 2009).

1.3 FATORES PROGNOSTICOS

1.3.1 Fatores clinicos, anatémicos e histopatoldgicos
Podemos dividir os fatores prognosticos em clinicos e patologicos. Os fatores

clinicos sdo aqueles relacionados ao paciente em si. Compostos pelo estadio clinico,



seus sinais e sintomas, status performance e, por fim, pelos parametros laboratoriais
como: hemoglobina, calcemia, provas inflamatérias e dados hematimétricos
(MOTZER et al. 2008).

Os fatores patoldgicos s3o aqueles inerentes ao proprio tumor, como: estadio
patolégico, tamanho, grau de diferenciacdo, arranjo arquitetural, tipo histoldgico,
extensdo loco regional ou a distancia, necrose e demais achados anatomopatolédgicos
(CAMPBELL et al. 2007).

Dentre todos, os fatores progndsticos mais utilizados sdo o estadio clinico, o
grau histoloégico de malignidade, o envolvimento linfonodal e a presenca de
metastases a distancia (ROBSON et al. 1969; FUHRMAN et al. 1982).

Introduzido em 1959, o Tumour-Node-Metastasis (TNM) ¢ o sistema
prognoéstico mais amplamente utilizado no CCR. FRANK et al. (2005) descreveu a
validagdo da versdao de 2002 American Joint Comitte on Cancer (AJCC) do TNM em
estudo de coorte incluindo 2746 pacientes. O mesmo estudo demonstra superioridade
de tal versdo em relagdo a classificagdo prévia de 1997. O TNM se encontra
atualmente na sua sétima edicdo e ¢, sem duvida, o sistema prognostico mais
estudado e submetido a frequentes revisdes pela propria AJCC, constituindo
ferramenta importante na estratificacdo de pacientes portadores de CCR (EDGE et al.
2010).

O sistema TNM inclui, numa mesma ferramenta, trés variaveis de grande
importancia prognostica. O tamanho do tumor ¢ fator isolado de sobrevida
(DELAHUNT et al. 2002). As taxas de sobrevida cancer especifica em 5 anos de
pacientes com envolvimento linfonodal variam de 11% a 30%. E os pacientes

portadores de metastases ao diagndstico apresentam prognoéstico reservado, com



sobrevida média de 6 a 10 meses (BLOM et al. 2009).

Também em nossa instituicdo, verificamos que paciente estadiados como
pT3, que é um estadiamento que engloba tanto pacientes com invasdo do tecido
adiposo perirrenal (pT3a), quanto pacientes com acometimento venoso (pT3b-c),
podem evoluir de forma diferente. Pacientes que apresentaram ambas as invasdes
(venosa e adiposa) configuraram o subgrupo de pior prognostico (em comparagao
aos pacientes com invasdo venosa ou adiposa isolada), com as piores taxas de
sobrevida (p=0,009) e com 2,6 vezes mais chances de morte especifica e 2,5 vezes
mais chances de progressao (p=0,04) (DA COSTA et al. 2012a e b). Talvez nas
proximas edigdes do sitema TNM, esses pacientes ndo devessem mais ser estadiados
conjuntamente, mas numa nova categoria, que contemplasse esse acometimento
concomitante (DA COSTA et al. 2012 a¢ b).

A graduagdo histolégica de FUHRMAN et al. (1982) se baseia em
caracteristicas nucleares como: o tamanho do nucleo e nucléolos, a presenca de
irregularidades nucleares e a proeminéncia dos nucléolos. Em estudo utilizando
analise multivariada, TSUI et al. (2000) reportaram que o grau de Fuhrman e o
estadio clinico se apresentam como os fatores progndsticos mais relevantes

Os sistemas de classificagdo de Karnofsky e Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG) (sao os mais comumente aplicados para determinacdo de
performance clinica em pacientes portadores de CCR (KARNOFSKY e
BURCHENAL 1950). O papel prognoéstico do ECOG foi recentemente confirmado
em amplo estudo multicéntrico em pacientes submetidos a nefrectomia para doenca
localizada e metastatica (PATARD et al. 2004). A classificagdo de performance de

Karnofsky se mostrou fator preditivo independente de sobrevida para pacientes com
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CCR metastatico submetidos a terapias de primeira e segunda linha (MOTZER et al.
2002, 2004).

De maneira inédita, demonstramos, numa série de 145 casos de nossa
institui¢do, que o emprego da Classificagdo da American Society of Anesthesiology
pode ser uma ferramenta prognostica adicional no CCR, apresentando impacto na
analise uni e multivariada das taxas de sobrevida global, sobrevida cancer especifica
e sobrevida livre de doenga (p<0,001), tanto em pacientes com metastases, como
naqueles sem metastases ao diagndstico. Pacientes ASA 3 atingiram as menores
taxas de sobrevida, tiveram menos tumores incidentais (p=0,043) que os demais e
apresentaram dez vezes mais metastases que os ASA1 e o dobro de metastases dos
ASA2 (p<0,001) (DE CASSIO ZEQUI et al. 2010).

Em nossa instituicdo, o estadiamento clinico, o alto grau de Fuhrman,
reduzidos niveis de KPS e a ocorréncia de metastases ou progressdao foram fatores
preditivos de 6bito (ZEQUI 2008).

A andlise de fatores isolados é pouco acurada, apresentam vieses € nem
sempre sdo reprodutiveis. Diversos autores desenvolveram modelos preditivos
integrados, conhecidos como nomogramas, utilizando-se de parametros anatomicos,
demograficos, histopatologicos e clinicos. Tais modelos passaram a ser aplicados
para melhor estratificacdo de risco de pacientes portadores de CCR e apresentam, em
geral, acuracia superior a fatores prognosticos isolados. Porém, observam-se ainda
importantes variagdes dos papéis de cada fator prognéstico, de acordo com a
instituicdo onde tais nomogramas foram desenvolvidos e aplicados. Na maioria das
vezes, a acuracia preditiva destes modelos oscila entre 65% a 80% (KATTAN et al.

2001; PANTUCK et al. 2001).
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Dentre estes nomogramas de aplicacdo clinica destacam-se o do grupo da
Mayo Clinic (FRANK et al. 2002) e o UISS, utilizado pelo grupo da Universidade da
California (PANTUCK et al. 2001) para predizer evolucio pds operatoria de tumores
renais operados. O modelo preditivo do Memorial Sloan Kettering Cancer Center
(MSKCC) utiliza variaveis como tempo de recorréncia apds nefrectomia, anemia,
calcemia, desidrogenase lactica (DHL) e Karnofsky Performance Status para
predizer a resposta terapéutica do tumor a tratamentos sistémicos para a doenga
metastatica (EGGENER et al. 2006).

O aprimoramento destes modelos progndsticos pode ser alcancado através de
marcadores biomoleculares que possam refinar a capacidade de predizer o
comportamento de tais tumores e que apresentem real impacto na detec¢@o das taxas

de sobrevida global (SG), risco de metéstases e recorréncia tumoral.

1.3.2 Fatores biomoleculares

O entendimento do papel do gene de Von Hippel Lindau (VHL) e suas vias
fisiopatologicas nas sindromes hereditarias como a Sindrome de Von Hippel Lindau,
na qual o CCRcc é muito prevalente, possibilitou sua aplicacdo nos casos de
Carcinoma de células renais tipo células claras (CCR cc) esporadico.

O VHL ¢é um gene supressor tumoral localizado no cromossomo 3p que se
encontra mutado e desativado em até 70% dos casos de CCRcc esporadico,
resultando em producdo deficiente de isoformas protéicas como pVHL19 ¢ pVHL30.
Uma das conseqiiéncias de tal deficiéncia protéica é o acimulo do Fator induzido por
hipoxia-1 (HIF-1 Hypoxia Inducible Factor 1) mesmo na auséncia de condigdes de

hipoxia tecidual (EICHELBERG et al. 2009). A inativacdo do VHL é o evento
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primario mais prevalente na patogénese do CCRcc, contudo, sua perda isolada de
funcao ¢ insuficiente para o surgimento do CCRcc.

O papel prognostico do VHL ainda ¢ controverso (YAO et al. 2002;
SCHRAML et al. 2002; RINI 2006) relatou taxa de resposta a terapia
antiangiogénica de 48% nos pacientes com mutacao do VHL versus 35% naqueles
sem mutagdo. Varios estudos indicam que a perda da fung¢do do VHL nao apresenta
valor prognéstico e/ou preditivo (RANKIN et al. 2006). Recentemente nosso grupo
investigou o gene ¢ a proteina VHL e ndo detectou valor prognoéstico (ALVES et al.
2014)

O papel do Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) é hoje um dos
aspectos mais estudados no tratamento do CCR. Diversas drogas de potencial anti-
angiogénico como sunitinib e sorafenib figuram como opg¢des de primeira e segunda
linha terapéutica. Seu papel como possivel marcador prognoéstico é extensivamente
pesquisado. Sua produgdo se encontra elevada nos casos de CCR com alteragdes de
VHL e hiperexpressdo de HIF-1. Estd associado a maior agressividade tumoral,
recorréncia tumoral e pior SG (JACOBSEN et al. 2004; EICHELBERG et al. 2009).
Em casuistica desta instituicdo, a hiperexpressio ou  hipoexpressdo
imunohistoquimica do VEGF nao teve impacto prognostico nas taxas de SG e SLD
(ZEQUI 2008).

A via de sinalizagdo do Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) se mostra
alterada em diversas neoplasias. Constitui a segunda linha mais estudada de terapias
de alvo molecular no CCR, com comprovada eficacia de drogas como o temsirolimus
e o everolimus (MOTZER et al. 2008). Literatura sobre o possivel papel prognostico

do mTOR como marcador molecular ainda ¢ escassa. No entanto, a hiperexpressao
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da proteina ribossémica S6 (pS6), alvo terapéutico de tais drogas, esta presente em
casos de CCR de grau e estadio avangados e ¢ associada a pior evolucao clinica
(PANTUCK et al. 2007).

De maneira geral, a hiperexpressao do p53 ¢ evento incomum no CCR e se
apresenta mais frequentemente em metastases do que no tumor primario. Nota-se,
predominantemente, em CCR ndo células claras, especificamente em carcinomas
papiliferos. Est4 associada a menores taxas de SLD e SG (ZIGEUNER et al. 2004).

O marcador de proliferacdo celular MIB-1 / Ki-67 é citado como fator
prognodstico de pior evolucdo em pacientes portadores de CCR. Em analise
multivariada € descrito como preditivo de menor SG e maior recorréncia tumoral
(RIOUX-LECLERCQ et al. 2000; BUI et al. 2004). Em estudo com 55 pacientes de
nossa instituicdo, este marcador apresentou baixa expressdo ¢ ndo teve valor
prognostico (ZEQUI 2000).

As metaloproteinases da matriz extracelular MMP-2 e MMP-9 estdo
presentes em inimeras neoplasias e estdo envolvidas em mecanismos de expansio
tumoral e promog¢do de metastases. Apresentam alta expressao, predominantemente
em CCR ndo células claras e se correlacionam com agressividade tumoral ¢ menor
SG (KALLAKURY et al. 2001). Em nossa casuistica, embora a alta expressdao de
MMP2 ¢ MMP 9 tenham se associado a tumores de alto grau, a expressdo de ambas

nao teve valor prognoéstico (ZEQUI 2008).
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1.4 CELULAS TRONCO

Na mesma linha de pesquisa sobre mnovos possiveis marcadores
biomoleculares em CCR, o estudo de células tronco parece apontar resultados
promissores, tornando-se foco de pesquisas em varias areas médicas.

Trata-se de células pluripotentes e dotadas de grande potencial clonogénico,
envolvidas nos mecanismos de diferenciacao e renovagao celular de diversos tecidos.
O mecanismo de diferenciagdo possibilita as células-tronco produzirem células
progenitoras e cé¢lulas maduras envolvidas na génese, manutencdo e regeneragao
tecidual ap0ds estresse ou dano (WU 2008).

A renovacgao celular ¢ a capacidade de produzir novas células-tronco com as
mesmas caracteristicas da célula mae, de elevada pluripotencialidade. Em tecidos
normais, esse processo de replicagdo possibilita a célula-tronco receber sinais da
matriz extracelular e se dividir, dando origem a uma ou mais células-tronco. Essa
expansdo ¢, entretanto, restrita visando a prevencdo de crescimento tecidual
descontrolado (MORRISON e KIMBLE 2006).

Sdo descritos trés tipos de células-tronco: embriondria, germinativa e
somatica ou adulta. A célula tronco embriondria ¢ originada durante o periodo que se
limita a sexta divisdo do 6vulo fecundado. Dela derivam todos os tecidos e 6rgaos do
organismo humano. Ja4 a célula-tronco germinativa ¢ aquela responsavel pela
producdo de oOvulos e espermatozoides nas gonadas feminina e masculina,
respectivamente. Por ultimo, existem as células-tronco somaticas, cujo potencial de
proliferacdo e diferenciacdo ¢ limitado em comparacdo as anteriores e estdo

envolvidas na producdo de células maduras responsdveis pela renovacdo tecidual



15

(SELL et al. 2004).

Os diversos tipos de células-tronco ndo somente apresentam potenciais
diferentes como também se proliferam de formas distintas. As células-tronco podem
se dividir simetricamente, de tal maneira que cada célula filha mantém o potencial da
célula mae; ou assimetricamente, quando uma célula filha mantém essas
propriedades e a outra inicia 0 mecanismo de diferenciacdo celular, em processo
denominado determinacdo. As células-tronco embrionarias se dividem
simetricamente. As células filhas mantém a capacidade de totipotencialidade. A
partir do momento em que se da o processo de formagao das camadas germinativas
(endoderma, mesoderma e ectoderma), o mecanismo de determinagdo se inicia e as
células passam a se proliferar assimetricamente (SELL et al. 2004).

No adulto, as células-tronco responsaveis pela renovagao celular perdem sua
totipotencialidade ¢ passam a apresentar capacidade restrita de formagdo de
diferentes células e tecidos, sendo entdo denominadas multipotentes. Essas células se
dividem assimetricamente promovendo a formagdo de células progenitoras, as quais
apresentam a capacidade de se dividir e de se diferenciar em diversos estagios,
desempenhando importante papel na renovagao tecidual (BONGSO e RICHARDS
2004).

Como mencionado previamente, as células-tronco adultas perdem sua
totipotencialidade. A excecdo a essa regra sao as células germinativas. Essa linhagem
celular ¢ a unica que mantém a expressdo de Oct4, um importante fator de
transcri¢do embriondria critico para a manutengdo de pluripotencialidade, ausente
nos demais tecidos periféricos adultos. Alguns tumores de células germinativas,

como o carcinoma embriondrio e o teratoma, sdo capazes de produzir células



16

diferenciadas de praticamente todos os 6rgaos adultos e tecidos placentarios (PESCE

et al. 1998; YOSHIMIZU et al. 1999).

1.5 O GENE CD133

Em 2005, um grupo de pesquisadores italianos demonstrou a presenca de
células progenitoras no cortex renal humano, capazes de induzir a formacdo de
estruturas epiteliais tubulares quando injetadas em camundongos imunodeficientes.
Essas células tinham como caracteristica a expressdo do antigeno CDI33 na
membrana celular e apresentavam capacidade de renovagdo celular e diferenciagdo
em células epiteliais e endoteliais (BUSSOLATI et al. 2005).

Posteriormente, novo estudo demonstrou a presenga de células progenitoras
multipotentes presentes na cépsula de Bowman de rins adultos de pacientes
submetidos a nefrectomias. As células isoladas expressavam os marcadores CD133 e
CD24 e quando injetadas em camundongos portadores de insuficiéncia renal aguda
(IRA) induzida promoveram a regeneracdo de estruturas tubulares de diferentes
regides do rim. Notaram ainda melhora morfologica e fisioldgica do dano tecidual
ocasionado pela insuficiéncia renal (SAGRINATI et al. 2006).

Ja em 2009, estudo experimental isolou populagdo de células-tronco
mesenquimais no glomérulo renal humano apds retirada da cédpsula de Bowman. Elas
apresentaram, in vitro, capacidade de formagdo de tecidos mesenquimais como
adipocitos, ostedcitos e condrocitos. Tinham como caracteristica a expressdo de
CD146, porém a nao expressao de CD133 (CDI133 - / CD146 +), ao contrario dos

achados nos estudos anteriores, sugerindo origem embrionaria diferente (BRUNO et
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al. 2009).

Num rim normal, ja esta bem estabelecido que as células CD 133 + exibem
propriedades de células tronco, tais como: auto-renovacdo, multi potencialidade e
importante papel na regeneragdo tecidual renal. Porém, o significado da expressao do
CD 133 nas patologias renais malignas necessitava de futuras investigacdes (KIM et
al. 2011).

A glicoproteina de membrana CD133 foi a primeira proteina da familia das
pentaspaninas a ser identificada em células humanas por Yin et al. em 1997, citado
por MIZRAK et al. (2008, p.3). Ela ¢ produzida a partir do gene de mesmo nome
localizado no cromossomo 4. Apresenta tamanho de 115 Kd e caracteriza-se por
expressdao predominante nas regioes de protrusdo da membrana plasmatica como os
microvilos epiteliais (Figura 1). Foi originalmente classificada como marcador de
células primitivas hematopoiéticas e neurais. Devido justamente a essa caracteristica,
despertou interesse académico quanto ao seu potencial de possivel marcador de

células-tronco adultas.
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Figura 1 - Estrutura molecular do CD133, demonstrando grupo amino-terminal
extracelular, cinco dominios hidrofébicos transmembrana, duas alcas citoplasmaticas

e um dominio carboxi-terminal citoplasmatico.

Como citado, postula-se que as CTT se originem de células-tronco somaticas
ou de descendentes celulares proximas a elas como células progenitoras. Esse fato
gerou interesse sobre o papel desse marcador em diversos tipos de neoplasias. Tal
antigeno foi, posteriormente, detectado em diversos tipos de neoplasias
hematopoiéticas como sindrome mielodisplasica e leucemia linféide cronica e aguda
(MAW et al. 2000; MIZRAK et al. 2008).

Estudos descrevendo suas propriedades morfoldgicas e bioquimicas sugerem
que o CDI33 desempenhe papel importante na fisiologia e morfogénese das
protrusdes da membrana celular durante o processo de migragao da célula (MAW et

al. 2000; ROPER et al. 2000; CORBEIL et al. 2001).
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Apresenta-se predominantemente expresso na superficie apical de células-
tronco somaticas neuroendoteliais € em diversos outros tipos de epitélio, incluindo o
rim, onde se observa no tibulo proximal, porém ndo esta presente no tibulo distal e
células do sistema coletor (WEIGMANN et al. 1997).

Corroborando com essa observagao, estudo de 2004, com casuistica reduzida
(n=12), demonstrou a expressao desse antigeno em células tumorais de carcinoma de
células claras e carcinoma papilifero de rim, neoplasias derivadas do tubulo
proximal. Nao se notou, entretanto, expressdo em casos de carcinoma cromoéfobo e
de ductos coletores (FLOREK et al. 2005).

Ainda sobre o papel das células CD133+ na oncogénese renal, KIM et al.
(2011) demonstrou que, apesar de nao poder ser confirmado como um marcador de
células tronco tumorais, o CD 133 se mostrou um marcador progndstico favoravel.
Sua hiperexpressdo imunohistoquimica esteve associada a tumores mais
diferenciados ¢ ndo metastaticos. Devido ao pouco tempo de acompanhamento, a
analise da curva de sobrevida livre de doenca foi prejudicada. Porém, todos os casos
de morte relacionada ao CCR apresentavam baixa expressdao do marcador CD 133.

Em recente dissertagdo de Mestrado em Oncologia, de um membro do nosso
grupo, pela Fundagdo Antonio Prudente-SP, foi demonstrado em 142 pacientes com
CCR que a baixa expressdo imunohistoquimica do marcador CD 133 ¢ evento
desfavoravel, se associando a ocorréncia de invasdo vascular microscopica ¢ a
reducdo de todas as taxas de sobrevida estudadas (SG, SCE e SLD) na analise
univariada, sendo aceito para publicagdo no World Journal of Urology (DA COSTA
2011). Estes achados em cancer renal mostram resultados conflitantes com o padrao

de expressdao tumoral do CD 133 em casos de tumores em outros orgdos solidos,
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afinal, nos estudos dos outros orgdos, era a hiperexpressao da proteina CD 133 que
estava relacionada a fatores de pior prognoéstico.

Dentre todos os métodos de biologia molecular empregados, a
imunohistoquimica é o mais amplamente utilizada nas pesquisas atuais. Apesar das
vantagens do seu baixo custo e sua relativamente simples realizacdo, a IHQ pode
apresentar algumas falhas técnicas decorrentes do processo de conservagdo e
parafinizacdo do material analisado (fatores pré-analiticos), do processo de
recuperagdo antigénica, dos sistemas de leitura e de erros na escolha dos anticorpos
(BUSSOLATI et al. 2005).

Além das falhas técnicas inerentes a0 método imunohistoquimico, KEMPER
et al. (2010) demonstrou a presenca do RNA mensageiro do CD 133 em células
tumorais diferenciadas de carcinoma de célon que ndo apresentavam a expressiao
imunohistoquimica da proteina CD 133 na superficie celular. Os autores sugerem
que uma mudanga no padrao de glicosilagdo de epitopos especificos levaria uma
alteracdo na expressdao imunohistoquimica da proteina.

A expressdo imunohistoquimica da proteina CD 133, é dependente do
reconhecimento dos epitopo AC 133 por parte do anticorpo marcado AC 133. Para
que isto ocorra, € necessario que o epitopo esteja glicosilado, caso contrario, mesmo
com a presen¢a da proteina CD 133, ndo ha a ligagdo do anticorpo ao epitopo e,
consequentemente, a expressao imunohistoquimica serd negativa (BIDLINGMAIER
et al. 2008).

O estado de glicosilagdo de uma célula e de suas proteinas transmembranas
mudam de acordo com seu grau de diferenciacdo e transformacdo maligna

(CORBEIL et al. 2000). Portanto, a expressdo do epitopo AC 133 ndo deve ser
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considerada sinonimo da real presenca da proteina CD 133.

No processo de validagdo de um biomarcador tumoral, o "ponto-chave" ¢ a
validagdo da metodologia aplicada para a analise do material (MARCHIO et al.
2011). Para tanto, a analise de um mesmo marcador através de duas técnicas
biomoleculares diferentes aumenta a confiabilidade dos achados prognosticos
inferidos a partir de sua expressdo molecular.

Portanto, uma complementagdo do estudo do papel do CD 133 como
marcador tumoral no CCR seria através da analise e quantificacio de seu RNA
mensageiro. Sabe-se que o metabolismo de RNA mensageiros (mMRNA) ¢ um
processo regulado por diversas vias de sinalizacdo, com envolvimento de proteinas e
micro RNAs (miRNA) e ¢ fundamental no controle da expressdo génica. A
importancia deste nivel de regulacdo é evidente em uma variedade de doencas, onde
a perda da regulacdo pds-transcricional do gene contribui diretamente para a
hiperexpressdao de muitos genes envolvidos com fatores de crescimento, citocinas
inflamatorias, e proto-oncogenes (SANDUJA et al. 2010).

Dentre varias técnicas possiveis, a reacdo de real time RT-qPCR (Reverse
transcriptase quantitative polimerase chain reaction) ¢ um método rotineiramente
utilizado para a investigacao da expressdao dos transcritos de um determinado gene.
Em particular, o RT-qPCR ¢ utilizado para confirmar resultados de outras técnicas
biomoleculares e para a quantificacdo de transcritos pouco abundantes ou transcritos

com grande variabilidade entre um grupo de interesse (PAGE et al. 2011).
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1.6 OS GENES DE REMODELACAO DE CROMATINA

Na busca por genes supressores tumorais envolvidos na génese do CCR,
DALGLIESH (2010) confecionou a sequencia exomica de 101 casos de CCR e
percebeu uma significativa presenca de mutacdes novas em genes envolvidos na
remodelag¢do de cromatina. Dentre os genes mutados podemos citar: o SETD2 (SET
domain containing 2), o KDM5C (lisyne K specific demetilase 5C), o BAP1
(BRCALI associated protein-1 ubiquitin carboxy-terminal hydrolase) e o PBRM1
(Polybromo 1).

Trabalhos subsequentes também indicavam uma alta frequéncia de mutagdes
truncadas destes mesmos genes de remodelacdo de cromatina. Em uma série de casos
de CCR, VARELA et al. (2011) identificou a mutagdo no PBRM1 em 41% dos
CCRcc, definindo este gene como a segunda mutagdo mais comum no CCRecc, atras
apenas do VHL. Em outra série de CCR, GUO et al. (2012) encontrou as seguintes
frequencias de mutagdes: VHL (27%), PBRM1 (21%), KDM5C (9%), BAP1 (8%) e
SETD2 (4%).

Um aspecto torna este achado particularmente interessante. Trés dos 4 genes
relatados (PBRM1, SETD2 e BAP1) estao localizados no braco curto do cromossomo
3 (locus 3p21), o mesmo brago do VHL (locus 3p25), mostrando que uma perda de
um dos alelos do brago 3p poderia resultar na perda de fungdo de 4 genes com
possiveis ligagdes funcionais entre si (TOMA et al. 2008).

Um recente estudo filogenético da heterogeneidade nos CCRcc sugeriu que
as mutacdes dos genes moduladores de cromatina seriam eventos secundarios e

contribuiriam para o surgimento de fenotipos invasivos e metastaticos desta
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neoplasia (GERLINGER et al. 2012). Considerando que a mutagao/perda de fungao
do VHL, um evento quase universal na carcinogénses do CCR, tem baixos poderes
progndstico e preditivo, as alteracdes dos genes de remodelagdo de cromatina podem
ser encaradas como potenciais novos marcadores progndsticos e preditivos no

CCRcec.

1.7 O BAP1

Incluso neste achado de mutagdes relacionadas ao CCR, o BAP1 (BRCA1
associated protein) ¢ uma enzima de deubiquitinacdo pertencente ao sistema
proteassdmico de ubiquitinacdo. Esta localizada no nucleo celular, com um dominio
C-terminal ubiquitina hidrolase (UCH) e dois dominios sinalizadores da localizagao
nuclear (nuclear localization signals - NLSs). (Figura 2)

O primeiro dominio ¢ responsavel pela atividade de deubiquitinagdo da
proteina BAP1, enquanto o segundo ¢ responsdvel pela localizacio do BAPI no
nicleo celular. Mutagdes inativadoras em qualquer um destes dominios estdo
associadas ao processo de tumorigénese. Seu gene estd localizado no brago curto do
cromossomo 3 (3p21.3). Este locus ¢ reconhecidamente alvo de mutagdes do tipo
missence. Além disso, delecdes do 3p sdo muito comuns em diversos tipos de cancer,
tais como: carcinoma pulmonar de pequenas células e ndo pequenas células,

carcinomas de mama e carcinomas de células renais (ANGELONI et al. 2007).
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Figura 2 - Estrutura do gene BAP 1.

Originalmente, o BAP1 foi identificado como uma enzima capaz de interagir
com a proteina do gene de suscetibilidade ao cancer de mama, o BRCA1 (JENSEN
et al. 1998). Seu papel como supressor tumoral da via do BRCA1 ¢ conhecido e
exemplificado em estudos com células tumorais de mama in vitro (JENSEN et al.
1998). Como a proteina BRCA1 humana ¢ uma ubiquitina ligase, a primeira hipotese
era o0 BRCA1 como substrato da atividade de deubiquitinagdo do BAPI. Esta
hipdtese foi posteriormente rejeitada por estudos demonstrando que a acdo do BAP1
¢ independente do substrato proteico do BRCA1 (BUCHHAGEN et al. 1994).

VENTII et al. (2008) conseguiu demonstrar que todos os alelos mutantes do
BAP1 produziam proteinas com menor atividade de deubiquitinacdo. Além disso, a
proteina produzida pelo alelo selvagem do BAPI1 era irreversivelmente inativada e
marcada por um conhecido inibidor de enzimas de deubiquitinizagdo, o Ub-VS. Por
sua vez, proteinas produzidas por alelos mutantes ndo eram marcadas por este
inibidor, provando que o sitio ativo estava alterado nos produtos dos alelos mutantes.

Este mesmo grupo conseguiu, pela primeira vez, reunir fortes evidéncias
sobre as caracteristicas necessarias para classificar o BAP1 como um gene supressor

tumoral: estar mutado no cancer, ter sua capacidade de inibir crescimento celular



25

inativada por mutacdes associadas ao cancer e, ser capaz de voltar a inibir o
crescimento celular apos a restauracdo da proteina selvagem em células tumorais
mutadas (VENTII et al. 2008).

O sistema proteossdmico de ubiquitinagdo ¢ parte integrante das principais
fungdes celulares, incluindo: ciclo celular, tradugdo e reparo de DNA (MANNI et al.
2005). Mutagdes nos componentes deste sistema de ubiquitinacdo podem aumentar o
efeito de oncogenes ou diminuir a fungdo de genes supressores tumorais. Por ser
parte deste sistema, o BAPI tem fun¢do de supressor tumoral na regulacio do ciclo
celular, através da indugdo de apoptose, necrose ou ambos (VENTII et al.2008).

Dentre os principais mecanismos do BAP1 no controle do ciclo celular estao
sua interagdo com o HCFI1 (host cell factor 1) (MACHIDA et al. 2009) e sua
capacidade de realizar a deubiquitinagdo da histona monoubiquitinada H2Aubl
(SCHEUERMANN et al. 2010).

Dentre os dois mecanismos, o mais importante ¢ determinante no controle do
ciclo celular ¢ a ligacdo com o HCF1. O HCFI1 serve como apoio para varios
complexos de remodelagdo de cromatina (KRISTIE et al. 2010). E capaz de se ligar a
multiplos fatores de transcrigdo para o recrutamento de vdarias enzimas de
modificacdo de histonas como metiltransferases, demetilases, deacetilases e
acetiltransferases (SMITH et al. 2005; LIANG et al. 2009). Estudos de
imunoprecipitacdo em extrato de células cancerosas renais demonstraram que, na
maioria das células, o BAP1 esta ligado ao HCF1 (YU et al. 2010).

Estes achados demonstram o BAP 1 como um gene supressor tumoral no
CCRecc, funcionando de acordo com a teoria "two-hit tumor supressor”. A perda

inicial do brago pequeno do cromossomo 3 pode inativar varios genes ligados a
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supressao tumoral no CCRcc, incluindo o VHL e o BAP1. A maneira de inativacao
do segundo alelo do BAP1 ¢ especifica de cada orgdo ou tecido. Nos mesoteliomas,
por exemplo, ambos os alelos devem ser inativados por muta¢des pontuais ou
inser¢des (TESTA et al. 2011). No CCRecc, esta perda do 3p leva a um estado celular
de vulnerabilidade para a perda do segundo alelo do BAP1.

As implicagdes clinicas da perda da funcdo do BAPI nos tumores ainda
carecem de exploragdo. Sabe-se que, no melanoma uveal, esta perda do BAPI
apresenta correlacdo com fendtipos tumorais de alto grau e e com o desenvolvimento
com metastases (HARBOUR et al. 2010).

Em um dos primeiros estudos translacionais estudando o desfecho clinico de
185 espécimes de pacientes portadores de CCRcc analisados por sequenciamento
genico, HAKIMI et al. (2013) demonstraram associagdo entre as mutagdes do BAP1
com tumores de maior grau nuclear de Fuhrman e associagdo com uma pior
sobrevida cancer-especifica nestes pacientes.

Em outro estudo multicentrico recente, os autores encontraram uma taxa de
mutagdo de 15% para o BAP1 no CCRcc. Conjuntamente, perceberam a ocorréncia
de mutagdes exclusivas entre dois importantes genes na carcinogenese do CCR: o
BAP1 ¢ o PBRM1 (BRUGAROLAS et al. 2013). Este achado de mutacdes
exclusivas entre eles ja havia sido reportado anteriormente (PENA LLOPIS et al.
2012; HAKIMI et al. 2013).

Utilizando duas amostras distintas de pacientes com CCRcc, os autores
classificaram os tumores em mutados para o BAP1 e mutados para o PBRM1.
Comparando os dois grupos entre si, foi possivel perceber uma clara distingdo entre

os grupos, com a mutagdo BAP1 associada a marcadores de pior progndstico como:



27

maior grau nuclear, presen¢a de necrose tumoral e avanco patologico no estadio T.
Além disso, o grupo com a mutagdo BAP1 apresentou pior sobrevida global,
estatisticamente significativa, em ambos os grupos de pacientes. Por sua vez, a
mutagdo exclusiva de PBRM1 pareceu associada a tumores mais favoraveis. Por fim,
nos raros casos onde ambas as mutagdes estavam presentes, o padrdo sarcomatdide
na anatomia patologica estava sempre presente (HAKIMI et al. 2013).

A andlise da expressdo génica, a partir de sequenciamento, possibilita a
distingdo entre as expressdes dos dois grupos, com grupos distintos de genes
expressos em cada um deles. De maneira geral, os genes expressos nos tumores com
mutagdo BAPL estavam implicados em fatores de crescimento, enquanto os genes
expressos no grupo com PBRM1 mutado eram relacionados com a arquitetura
tissular e citoesqueleto (HAKIMI et al. 2013).

O CCRecc ¢ caracterizado por mutacdes do VHL, porém a inativagdo deste
gene sozinha ndo ¢ suficiente para a iniciagdo da tumorigénese.

A perda do do brago curto do cromossomo 3 deixa apenas um alelo do BAP1
e do PBRM1. Mutagdes nos alelos remanescentes destes genes podem ajudar o
processo de tumorigenese do carcinoma renal desde o seu inicio, agindo como
mutagdes tronco, presente em todas as células tumorais (GERLINGER et al. 2012).
A diferenga de agressividade de cada tumor pode ser estabelecida a partir do grupo
de gene que encontra-se mutado, abrindo caminho para um modelo de classificacao
biomolecular dos CCRcc. Além disso, por serem mutagdes tronco, podendo estar
presentes em todas as células tumorais desde de o inicio do processo tumoral, estas
mutagdes apresentam grande potencial como alvo de terapias direcionadas nos

proximos anos (SIVANAND et al. 2012).



28

2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO PRINCIPAL

Estudar a expressao do RNA mensageiro dos genes CD133 e BAP1 no tumor
primario de pacientes portadores de CCRcc submetidos a tratamento cirurgico e

correlaciona- la como fator progndstico para a doenga.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a expressao do mRNA do CD 133 e do BAP1 no CCRcc e também no

tecido renal nao neoplasico;

Analisar o impacto de seus niveis de expressao nas taxas de SG, SCE e SLD
e tentar correlaciond-los com variaveis clinicas e anatomopatologicas com valor

prognostico reconhecido.
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CASUISTICA E METODOS

A populacgdo do estudo foi definida pelos seguintes critérios:

CRITERIOS DE INCLUSAO

CCR subtipo células claras (CCRcc), comprovado histologicamente;

Tratamento cirtrgico exclusivo, realizado no Hospital AC Camargo.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes tratados em outros servigos;

Pacientes submetidos a outros tratamentos para o CCR previamente a
cirurgia;

Pacientes com carcinoma de células renais que ndo sejam do subtipo células
claras;

Prontuarios com dados incompletos ou faltantes;

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

informagdes ao seu respeito através de contato telefonico ou por escrito.
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3.3 METODOLOGIA

Foram selecionados os prontudrios do Servico de Arquivo Médico e
Estatistico (SAME) e o material em arquivo anatomopatoldgico e no banco de
tumores de pacientes portadores de ccCCR, disponiveis no Biobanco do
A.C.Camargo Cancer Center, tratados inicialmente por cirurgia pelo Nucleo de
Urologia do Departamento de Cirurgia Pélvica do A.C. Camargo Cancer Center,
entre 2000 e 2010. Por se tratar de um projeto piloto, com prazo determindo para
término (Mestrado strictu sensu) e com disponibilidade de material para analise
maxima de 100 casos; selecionamos todos 88 pacientes que dispunham de aliquotas
de RNA ja extraidas para pronta andlise no Biobanco da instituigao.

Os dados coletados destes 88 pacientes portadores de carcinoma de rim foram
registrados em uma ficha de levantamento de dados previamente definida (Anexo 1).
As variaveis consideradas foram: idade, sexo, cor, estado geral (ECOG status),
sintomatologia, tabagismo, tempo de evolucdo, presenca de sindromes familiares,
lateralidade de lesdo, tempo de evolugdo, niveis de hemoglobina pré e pods-
operatorios, tipo de cirurgia, data da cirurgia, complicagcdes pré-operatorias precoces
e tardias, estadiamento pelo TNM AJCC/UICC 2010 (Sétima edi¢ao), graduacdo de
Fuhrman, tamanho da lesao em centimetros (maior didmetro no exame
anatomopatologico), topografia, tipo histolégico pelo Consenso de 2002
(DELAHUNT e EBLE 2004), arranjo arquitetural tissular, invasdo de orgaos
adjacentes, multifocalidade, invasdo vascular microscopica (IVM), acometimento
linfonodal, presenca de necrose tumoral, evolucdo pos-operatdria, tempo de

seguimento, presenca de metadstases e data de sua detec¢do, tratamento das
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metastases, situacao clinica ao final do estudo, realizacdo de transfusdo, além da
expressao génica dos genes CD133 e BAP1.

Foram estudados os respectivos materiais devidamente arquivados em
parafina no Departamento de Anatomia Patologica do Hospital do Cancer A. C.
Camargo da Fundacdo Anténio Prudente de S3o Paulo que foram passiveis de
confirmagdo diagnostica.

Os mRNA foram extraidos dos espécimes cirurgicos congelados
correspondentes de cada caso para posterior confeccdo do DNA complementar
(cDNA) dos genes CD133 e BAPI.

Concomitantemente, foi realizada analise de tecido ndo neoplésico (distando
mais de 1,0 cm do tumor) obtido dos espécimes cirurgicos congelados. Apenas 09
pacientes tinham material ndo neoplésico disponiveis para comparagao entre os graus
de expressdo dos referidos marcadores em CCRcc entre tecido neopldsico e ndo

neoplasico.

3.3.1 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 Abdomen como
método de imagem padrao para confirmagdo diagnostica.

O estadiamento clinico foi realizado pelo sistema TNM AJCC/UICC 2010
(Sétima edicao), (Anexos 2). As metastases pulmonares foram investigadas através
de radiografias de torax realizadas nas incidéncias postero-anterior e perfil. Quando

se observou lesdes pulmonares suspeitas ou duvidosas, utilizou-se a tomografia
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computadorizada de térax para confirmacdo de possiveis focos tumorais
metastaticos. Cintilografia dssea foi solicitada apenas nos casos de suspeita clinica de
metastases Osseas (sintomatologia, alteracdo laboratorial sugestiva ou doenca
metastatica em multiplos sitios). A investigagdo do sistema nervoso central sé foi

realizada em casos de suspeita clinica deste acometimento.

3.3.2 Procedimento Cirurgico

Todos os pacientes foram tratados por cirurgia. 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 video-
laparoscopica. Nos casos submetidos a ressec¢des parciais, foi observada margem
cirargica macroscopica minima e, em casos selecionados, utilizou-se técnica

anatomopatoldgica de congelagdo para exclusio de neoplasia residual.

3.3.3 Seguimento dos pacientes

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, €
apods o terceiro ano, realizadas anualmente.

Em todas as consultas, era realizado exame fisico sistematico. Exames
laboratoriais e de imagem foram utilizados rotineiramente durante o
acompanhamento clinico. Em casos suspeitos de recidiva local ou sist€mica, utilizou-

se a tomografia computadorizada para confirmagao diagnostica.
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Os pacientes foram classificados a partir do seguimento em:

a) vivos sem cancer;
b) vivos com cancer;
c) mortos pelo cancer ou por complicagdo do tratamento, incluindo 6bito pos-

operatoério (até 30 dias pos-cirurgia);
d) mortos por outras causas;

e) perdidos de seguimento.

34 TECNICA DE RT-QPCR

3.4.1 Extracdo do RNA total, tratamento com DNase e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total das amostras de tecido congelado foi realizada pelo
Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center utilizando o método TRIzol (Life
Technologies) ou RNeasy Mini Kit (Qiagen). A concentracio do RNA foi obtida
pela leitura no equipamento de espectrofotometria NanoDrop 2000 (Termo
Scientific) e a integridade do RNA foi avaliada por eletroforese capilar, utilizando o
RNA 6000 Nano (Agilent) no equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent).

Inicialmente, foi realizado tratamento para degradacdo de DNA genomico
contaminante, a partir de 2ug de RNA total utilizando 1 unidade da enzima DNAsel
[TURBO DNA-free™ Kit (Ambion®)], por 30 min a 37°C, seguindo as
recomendacoOes do fabricante. Para checar a eficiéncia do tratamento e auséncia de
DNA gendmico nas amostras, foi realizada uma reagdo de PCR com iniciadores
localizados nos  introns do gene  GAPDH  (iniciador  forward:

GCTCCCACCTTTCTCATCC e iniciador reverse: CTGCAGCGTACTCCCCAC), a
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partir de 200 ng do RNA total tratado das amostras, utilizando a enzima Platinum
Taq DNA Polimerase (Invitrogen®), segundo as recomendacgdes do fabricante. A
eficiéncia do tratamento foi constatada pela auséncia de amplificacdo do fragmento
de 147 pb em gel de agarose 1% (figura 03) confirmando auséncia de moléculas de
DNA gendmico nas amostras. Como controle positivo da reacgao foi utilizado 200 ng

de DNA genomico purificado a partir de linhagem celular.

-

M 12 3 4 56 7 8 9 1011 1213 1415 16 1718192021 22 C M

Figura 3 - Confirmagdo da auséncia de DNA gendmico nas amostras de RNA

tratadas com DNase pela avaliagdo em gel de agarose 1% dos produtos da PCR.

Exemplo de auséncia de amplificagdo do fragmento de 147pb em 22 amostras (1 a 22) confirmando a
eficiéncia do tratamento de degradacio do DNA genomico. Na posi¢io C esta a amplificagdo do
fragmento de 147pb a partir de uma amostra de DNA gendmico utilizada como controle positivo da

reacdo de amplificagdo. M — Marcador de peso molecular 100pb.

Em seguida foi realizada a sintese do cDNA pela transcri¢ao reversa de lug
de RNA com oligonucleotideo Oligo dT-18 ¢ a enzima Superscript III (Invitrogen®),

em volume final de 20ul, seguindo as recomendagdes do fabricante.

3.4.2 Desenho dos iniciadores
Os iniciadores forward e reverse foram desenhados em 2 exons adjacentes
para evitar possiveis resultados artefatuais resultantes de contaminacdo gendmica e

seguiram os seguintes critérios: temperatura de anelamento préoxima a 60°C;
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composi¢do de bases pirimidinas C e G cerca de 60%; tamanho do oligonucleotideo
de aproximadamente 20 pb e tamanho de fragmento amplificado de
aproximadamente 100 pb. A sequéncia dos iniciadores desenhados para os dois

genes de interesse e para os 3 genes normalizadores estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Sequéncia dos iniciadores e tamanho de fragmento que amplificam.

. o Tamanho do
Gene Iniciador Foward Iniciador Reverse
fragmento

BAP1 5> GACCCACAACTACGATGAG 3’ 5 CACGGAGATGTTCTGCTC 3’ 94pb

CD 133 5> CCTGTTATGACAAGCCCATC 3’ 5" CCTTGTAGACCCAGAAACTAC 3’ 114pb
ACTB 5 GCACCCAGCACAATGAAG 3’ 5" CTTGCTGATCCACATCTGC 3’ 117pb
GAPDH |5 GAAGGTGAAGGTCGGA 3’ 5 GGGTCATTGATGGCAAC 3’ 102pb
HPRT1 5" CCCACGAAGTGTTGGATATAAGC 3> |5 GGGCATATCCTACAACAAACTTGTC 3° | 74 pb

3.4.3 Ensaios de RT-gPCR

As reagdes de RT-qPCR foram realizadas no aparelho ABI Prism® 7500 fast
Sequence Detection System (Life Technologies) em um volume final de 20ul,
contendo 10pul de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies),
100nM a 400nM de cada iniciador e cDNA convertido a partir de 10ng de RNA
total, nas condigdes universais de ciclagem, sugeridas pelo fornecedor. Ao final da
amplificacdo, foi realizada uma etapa de curva de dissociagdo, por um aumento
gradual na temperatura, de 60°C para 95°C a 0,2°C por segundo, com a continua
aquisi¢ao da fluorescéncia para confirmagdo da especificidade da amplificacdo. As
reagOes foram realizadas em duplicatas em placas de 96 wells - MicroAmp® Optical
(Applied Biosystems).

As reagdes foram realizadas em duplicata e foram aceitas diferencas maximas

de 0,7 Cq (Ciclo de quantificacdo — ciclo no qual é detectada a fluorescéncia) entre
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as duplicatas. Para cada gene, foram montadas 2 placas de 96 wells com as amostras
tumorais ¢ uma placa com as amostras nao neoplasicas. Em cada placa, foi também
inserida uma amostra calibradora (cDNA de linhagem celular HEK293). Ao se
calcular o valor de expressdo de cada amostra relativo ao valor de expressdo da
amostra calibradora, é possivel comparar valores de expressdo de amostras avaliadas

em placas diferentes.

A Padronizacao

Foram testadas inicialmente trés concentragdes finais de iniciadores (800nM,
400nM e 200nM), seguindo recomendagdes do fornecedor do equipamento. Para os
genes normalizadores, foi estabelecida a concentracdo de 200nM e para o gene
PROML1 a concentracdo de 400nM (Figura 2). No entanto, para o gene BAP1, em
todas as 3 condigcdes testadas foi observado formagdo de dimeros de primers, pela
detecgdo de dois picos na curva de dissociagdo (Figura 4A). Foram entdo realizados
testes com diferentes concentracdes do iniciador forward e iniciador reverso, e
estabelecida a condi¢do em que a concentragdo final do primer forward foi de

200nM e a do primer reverso 100nM (Figura 4B).
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Figura 4A - Curva de dissocia¢do para padronizagdo da concentragdo de primers

para amplificacdo de fragmento referente ao gene PROM1.
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Figura 4B - Curva de dissocia¢ao para padronizagdo da concentragdo de primers

para amplificagdo de fragmento referente ao gene BAP1. A — Curva de dissociagio das
concentragdes de 800nM, 400nM e 200nM resultaram em dois picos. O pico proximo a temperatura
de 80°C resulta da amplificagdo do fragmento de interesse, enquanto que o pico proximo a 70°C é
sugestivo da ocorréncia de dimeros de primers. B - Curva de dissociagdo das concentragdes de 200nM
para o primer forward e 100nM para o primer reverso resultou em um Unico pico proximo a

temperatura de 80°C, indicando amplificag@o especifica do fragmento de interesse.
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B Eficiéncia de amplificagcdo dos iniciadores

Para o célculo da eficiéncia dos iniciadores foram realizadas, para cada par de
iniciador, reagdes em duplicata utilizando cinco diluigdes seriadas de cDNA (100ng;
20ng; 4ng; 0,8ng e 0,16ng). A partir dos resultados da reagdo foi construido um
grafico (curva padrdo) que relaciona os Cgs com o valor das quantidades de cDNA

em logaritimo de base 10 (Figura 5).

A . Beptticaton Fis B Standard Curve
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Figura 5 - Curva padrio para obtencdo da eficiéncia de amplificagdo dos iniciadores.
A — Curva de amplificacdo do gene PROM1. B — Curva padrdo do gene PROM1. C — Curva de
amplificagdo do gene BAP1. D — Curva padrio do gene BAPI. No ecixo x estdo descritas as
quantidades de cDNA utilizadas (logaritimo de base 10) e no eixo y estdo os valores de Cq

correspondentes.
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O valor correspondente ao coeficiente angular (slope) da equagdo da reta da

curva padrdo (y = ax + b) foi utilizado na seguinte formula matematica:
Eficiéncia: 10 (¥51°P9 _ 1,

A eficiéncia obtida para cada gene esta descrito no Quadro 3

Quadro 3 - Eficiéncia de amplifica¢do dos genes avaliados no estudo.

Gene Eficiéncia
BAP1 1,08
CD 133 0,99
ACTB 0,80
GAPDH 1,00
HPRT1 0,80
C Escolha dos Genes Normalizadores

Para definir qual(is) o(s) melhores genes normalizadores foi utilizado o
software GeNorm (Vandesompele et al., 2002). Dentre os 3 genes testados como
normalizadores, os genes ACTB e HPRT foram selecionados como mais estaveis na

populacdo de amostras utilizadas no estudo (Figura 6).
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Figura 6 - Escolha dos genes normalizadores mais estaveis pela analise no software

GeNorm. Dentre os trés genes testados, os genes ACTB ¢ HPRT apresentaram maior estabilidade

entre as amostras do estudo e foram utilizados para normalizacdo dos dados de expressdo génica.

D Quantificacdo Relativa

Para o calculo do valor de expressdo relativa foi utilizado o método proposto
por PFAFFL (2001) que considera o valor de eficiéncia de cada par de iniciador no
calculo. Primeiramente, para obter o valor de expressao de cada amostra em relagdo a
amostra calibradora foi utilizado o valor de média dos Cqgs das duplicatas, na

seguinte formula matematica:

7= (1 + Eficiéncia gene)(Ct amostra calibradora — Ct amostra teste)
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Em seguida, para normalizacdo do valor de expressdo de cada amostra, o
valor de Z obtido para o gene alvo foi dividido pela média dos valores de Z obtidos

para os genes normalizadores ACTB e GAPDH:

Q = Zao / média Zacte e GAPDH

Por fim, foi realizada analise de expressdo comparativa entre as amostras
tumorais ¢ as amostras nao neoplasicas. O valor de expressdo Q de cada amostra

tumoral foi entdo dividido pela média dos valores Q das 9 amostras ndo neoplasicas:

E= Q tumor/ média Qnéo-neoplésicas

35 ESTATISTICA

Os dados obtidos dos prontudrios foram registrados em uma ficha de
levantamento padronizada (Anexo 1) e foram digitados e arquivados em um banco
de dados com o auxilio do programa Excel 7.0 for Windows. Para a analise estatistica
utilizou-se o software Windows Statistical Package for Social Science (SPSS), versdo
21.0. As distribui¢des das varidveis clinicas, anatomopatologicas e variaveis
referentes ao tratamento foram apresentadas na forma de tabelas de contingéncia. A
mensuracdo das variaveis quantitativas foi expressa pelas médias e seus respectivos
desvios-padrao.

Para cada varidvel patoldgica foram criados dois grupos distintos: bom

prognostico € mau prognoéstico, de acordo com os padrdes definidos pela literatura
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atual. Como exemplo, a variavel grau de Furhman foi dividida em grupo Grau 1 e 2
X grupo Grau 3 e 4. A comparagao entre os valores de expressdo génica entre os dois
grupos de cada variavel foi feita utilizando-se o teste estatistico de Mann-Whitney, ja
que se tratava de varidveis continuas e de grupos ndo pareados e ndo
paramétricos.[ 1Estas comparagdes foram feitas para os valores de expressdo de
ambos os genes, CD133 e BAP1, em separado.

Para estudar as analises de SG, SCE e SLD utilizou-se o estimador de
KAPLAN e MEIER (1958) como ferramenta para estimar a probabilidade de um
paciente com CCRcc estar vivo ou, entdo, ndo 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 ndo morrer por CCRcc ou ndo apresentar recidiva de CCRcc
ao longo do tempo, por exemplo. Quanto mais superior for a curva referente a uma
determinada categoria, maior serd a probabilidade de os pacientes dessa categoria
estarem vivos ou sem recidiva do CCRcc até o instante de tempo considerado. Para a
comparagdo das curvas estimadas para cada categoria dentro de uma determinada
variavel utilizou-se o teste ndo-paramétrico de LogRank. Os valores p
correspondentes aos testes sdo apresentados na legenda da figura de cada grafico. O
nivel de significancia adotado foi o de 5%.

Para a analise dos trés tipos de curvas de sobrevida, os pacientes foram
estratificados em grupos a partir da variavel expressao do mRNA do genes CD 133 ¢
BAPI1. Os grupos foram definidos utilizando-se os valores da mediana, dos tercis e
dos quartis de todos os valores de expressao gé€nica da amostra para cada gene em

separado. As curvas de sobrevida foram realizadas para todos os grupos formados.
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Em seguida optamos pela medida de tendéncia central com menor probabilidade de
ocorréncia ao acaso e com menores valores de p. Assim, para o gene BAP1 foi
optado pela apresentacdo da estratificagdo de grupos pela mediana. Para o gene CD
133 a separagdo de grupos pelo valor do percentil 75 foi a forma escolhida para
apresentacao das curvas de SG, SCE e SLD.

Ainda sobre a analise de sobrevidas, foram realizadas comparagdes de médias
dos valores de expressao do mRNA dos genes CD 133 e BAP1 entre os seguintes
grupos: individuos vivos X individuos mortos (sobrevida global); individuos
vivos/mortos por outras causas X individuos mortos por cancer (sobrevida cancer
especifica) e individuos com recidiva x individuos sem recidivas (sobrevida livre de
doenga). Para a analise da SLD, foram excluidos os paciente metastaticos ao
diagndstico, visto que permaneciam com a moléstia apos a cirurgia.. Por se tratar de
grupos nao pareados e ndo parmétricos, as comparacgdes foram feitas com o teste de
Mann-Whitney para variaveis continuas.

Pacientes considerados perdidos de seguimento na data da ultima informagao
contribuiram para a curva de sobrevida até tal data, sendo entdo considerados sob
censura.

Todos os testes estatisticos aqui descritos foram realizados para a amostra
inicial com 88 pacientes.

Uma vez que acreditamos que talvez pacientes com metastases a distancia
apresentem interacdes desconhecidas entre a lesdo primaria e a metastases, que em
teoria poderiam ser biologicamente diferente daqueles com tumores localizados ou
localmente avancados, optamos por investigar um grupo de pacientes teoricamente

mais homogéneo e empregamos os testes estatisticos também para o grupo de 77
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pacientes sem metastases (obtidos apos a exclusdao dos 11 individuos que
apresentavam metastases no momento do diagnostico).

Os valores referentes a dados de freqiiéncia e taxas de sobrevida foram
simplificados com técnicas de arredondamento padronizadas com eliminagdo de
casas decimais. Ja para os valores da expressdo génica dos genes estudados foi
considerada até a quinta casa decimal. A significancia estatistica foi determinada

para um valor de p < 0,05.

3.6 ANALISE DE RISCOS E ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de estudo retrospectivo, ndo houve a interferéncia direta no
tratamento dos pacientes, nem a alteracdo da estratégia de seguimento pds-operatorio
ou a introducdo de qualquer modificacdo terapéutica, ou aplicagdo de qualquer
medicagdo ou método que tenha gerado danos, beneficios, ou outras conseqiiéncias a
qualquer paciente.

Desta forma, ndo foi necessaria a ado¢do de consentimento pos-informado.
Foram utilizados dados de prontudrios e espécimes cirtrgicos congelados no banco
de tecidos do AC Cancer Center. O uso do tecido congelado ndo acarretou prejuizo
aos pacientes, pois, a terapéutica julgada necessaria para os mesmos j& havia sido
instituida e sempre foi mantido material residual no bloco.

O projeto foi avaliado pela Comissdo de Etica e Pesquisa do Hospital do
Cancer (CEP) e foi aprovado em 23/04/2013. Esta protocolado na referida comissdo

sob o numero 1712/2012. (Anexo 3)
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3.7 CASUISTICA

As Tabelas 1 a 5 apresentam as caracteristicas epidemiologicas, clinicas e
patologicas e de estadiamento dos pacientes.

Havia 51 homens (58%) ¢ 37 mulheres (42%). Dentre eles, 86,2% eram
brancos e 13,8% ndo brancos. A idade variou entre 26 € 82 anos, com média de 54,7
anos. O tempo de evolucdo médio entre as queixas iniciais e o diagnostico foi de 1,3
meses (variando de 0 a 24 meses). Do total, apenas 9 (10%) pacientes tinham menos
de 40 anos e mais da metade tinha entre 45 e 59 anos no momento do diagnodstico.
Tabagismo foi observado em 29 (33%) pacientes com dados incompletos para o
calculo do pack year. Cinquenta e cinco pacientes (62,5%) apresentaram-se com
tumor incidental e 33 (37,5%) com algum sintoma relacionado a neoplasia. Os
sintomas mais comumente observados foram dor lombar e hematlria. A triade
classica esteve presente em apenas dois (2,2%) pacientes. Onze pacientes (12,5%)
apresentavam doenga metastatica ao diagndstico e somente 6 (6,8%) deles
apresentavam historico familiar de neoplasia renal (Tabela 1).

Quanto a classificacdo de risco anestésico (ASA), notou-se que somente 13
(14,8%) pacientes eram ASA 1, sendo que a maioria apresentava co-morbidades no
momento do diagndstico.

Observou-se que os niveis de hemoglobina dos pacientes tiveram média de
13,5g/dL e desvio-padrdo de 2, sendo que 15 (18.8%) dos pacientes apresentavam
valores abaixo de 11 g/dl. (Tabela 2).

A nefrectomia radical foi realizada em 56 (63,6%) pacientes, enquanto que

ressecgdes parciais ou enucleagdes ocorreram em 32 (36,4%). A transfusdo
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sanguinea foi necessaria em 12 (16,2%) casos. Quanto as complicacdes, verificou-se
que em 11 (14,9%) pacientes ocorreram precocemente (até 30 dias), sendo as mais
freqlientes a insuficiéncia renal aguda e hemorragias. Complica¢des tardias
acometeram 08 doentes, todos com insuficiéncia renal cronica (Tabela 3).

O maior didmetro tumoral variou de 1,8 a 24,0cm, com média de 6,6 cm e
mediana de 5,5 cm, sendo que em 62 (70,5%) casos as lesdes eram menores do que
7,0cm. A lateralidade tumoral foi semelhante, 44 casos para cada lado, sendo
predominantes as lesdes de polo renal superior (36,4%) (Tabela 2). Em 07 (8%)
pacientes houve invasdo da veia renal. Invasdo de gordura perirrenal ocorreu em 23
(26,1%) pacientes, da pelve renal e ureter em 04 (4,5%) e¢ da glandula adrenal
ipsilateral em 06 (6,8%) casos.

Quanto a analise microscopica, observou-se predominancia de tumores de
baixo grau (graus 1 e 2 de Fuhrman), com 59 casos (67,1%), enquanto que os
tumores de alto grau (graus 3 e 4 de Fuhrman) ocorreram em 29 pacientes (32,9%).
Em 25 (28,4%) casos observou-se a presencga de necrose tumoral. Dezessete (19,3%)
pacientes apresentaram invasdo vascular microscopica (IVM) e 11 (12,5%) invasao
linfatica microscopica (ILM) (Tabela 4). A margem cirurgica microscopica
encontrava-se comprometida em 8 (9,1%) casos (Tabela 6).

A presenca de acometimento linfonodal (pN1-2) foi observada em 5 (5.7%)
casos. Em nenhum dos 32 casos submetidos a nefrectomia parcial a linfadenectomia
foi realizada, pois, por principio, considerou-se que ndo existia o acometimento
linfonodal e todos foram considerados como pNXx.

Dentre os 56 pacientes submetidos a nefrectomia radical, houve 16 (8,2%)

casos em que se observou resseccdo de 8 ou mais linfonodos, sendo a
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linfadenectomia considerada “adequada” (de acordo coma sétima e ultima edi¢ao do
TNM da UICC/2010) e 53 (60%) casos em que nao se alcangou esse valor de
linfonodos e a linfadenectomia foi considerada “inadequada”, seguindo o mesmo
critério.

A distribui¢do dos estadiamentos clinicos 1,2,3 E 4 do TNM/AJCC 2010
ocorreu, respectivamente, em 49 (55,7%), 12 (13,6%), 19 (21,6%) e 8 (9,1%)
pacientes (Tabela 4).

Falhas aos cinco anos ocorreram em 26 (29,5%) pacientes, sendo 15
recorréncias e 11 progressdes (entre os pacientes metastaticos ao diagndstico)
(Tabela 5).

O tipo de recorréncia mais comum foi a local associada a metastase pulmonar
com 6 casos (6,8%), seguido das metéstases isoladas em pulmao, osso e figado, todas
com 3 casos cada. Oitenta e cinco porcento dos casos de recidiva/progressao
receberam algum tipo de tratamento. A terapia com inibidores de tirosina quinase foi
utilizada em 13 pacientes (48%) e 12 pacientes (44,4%) foram submetidos a
metastasectomia.

Ocorreram 13 6bitos (14,7%), dos quais 12 (13,6%) pelo cancer. Ao final do
seguimento, havia 62 (70,4%) pacientes vivos ¢ sem doenga, 10 (11,3%) pacientes

vivos e com doenga ¢ 3 (3,4%) perdidos no seguimento (Tabela 5).
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Tabela 1 — Variaveis epidemiolédgicas de 88 pacientes portadores de CCRcc do AC

Camargo Cancer Center.

Variavel Categorias N %
<40 anos 10.2
Idade 41-60 anos 56 63.6
>61 anos 23 26.1
Nao Brancos 9 10.2
Raca Brancos 56 63.7
Ignorados 23 26.1
Masculino 51 58
Sexo
Feminino 37 42
o Naio 39 443
Tumor incidental
Sim 49 55.7
Nio 55 62.5
Hematuria 12 13.6
Dor lombar 10 11.4
Emagrecimento 5 5.7
Sintomas Febre 1 1.1
Massa palpavel 1 1.1
Dois sintomas 1 1.1
Triade 2 2.2
Outros 1 1.1
) ) . Nio 82 93.2
Historia familiar
Sim 6 6.8
) Nio 59 67
Tabagismo )
Sim 29 33
i ] . Nao 77 87.5
Metéstase ao diagndstico
Sim 11 12.5
TOTAL 88 100 %
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Tabela 2 — Variaveis clinicas de 88 pacientes portadores de CCRcc do AC Camargo

Cancer Center.

Variaveis
ECOG

ASA

Hemoglobina

Lateralidade

Didmetro tumoral

Topografia

TOTAL

Categorias
0

1

2

Ignorados

I

I

I

v

<11

>11
Ignorado
Direito
Esquerdo
Até 7 cm
>7 cm

Polo superior
Polo médio
Polo inferior

Mais de 1 pdlo

42
23

20
13
60
15

15
65

44
44
62
26
32
17
19
20
88

%
47.7
26.1
34
22.8
14.8
62.2
17

17
73.9
9.1
50
50
70.5
29.5
36.4
19.3
21.6
22.7
100%




50

Tabela 3 — Variaveis terapéuticas de 88 pacientes portadores de CCRcc do AC

Camargo Cancer Center.

Variaveis Categorias N %
Tipo cirurgia Nefrec. Radical 56 63.6
Nefrec. Parcial 32 36.4
<180 min 29 329
Tempo cirirgico > 180 min 36 40.9
Ignorado 23 26.2
Nio 62 70.4
Transfusdo sanguinea Sim 12 13.6
Ignorado 14 16
<7 dias 57 64.7
Tempo internagao > 7 dias 13 14.7
Ignorado 18 20.6
Margens Cirtirgicas microscopicas Livres 50 209
Comprometidas 8 9.1
Nao 63 71.6
IRA 8 9.1
Complicagdes precoces Tromboembolicas 1 1.1
Hemorragias 2 2.2
Dados incompletos 14 16
Nio 65 73.9
Complicagdes tardias IRC 8 9
Dados incompletos 15 17.1
TOTAL 88 100
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Tabela 4 — Variaveis anatomopatologicas de 88 pacientes portadores de CCRce do
AC Camargo Cancer Center.

Variaveis Categorias N %
Grau de Fuhrman 1 8 9.1
2 51 58
3 20 22.7
4 9 10.2
Invasdo de Veia Renal Nao 81 92
Sim 7 8
Invasdo Gordura perirrenal Nao 65 73.9
Sim 23 26.1
Invasdo da gordura seio renal Nao 68 77.3
Sim 20 22.7
Invasao de pelve/ureter Nao 84 95.5
Sim 4 4.5
VM Nao 71 80.7
Sim 17 19.3
ILM Nao 77 87.5
Sim 11 12.5
Necrose tumoral Nao 63 71.6
Sim 25 28.4
Componente sarcomatdide Nao 86 97.7
Sim 2 2.3
Adrenal Nao retirada 53 66.2
Livre neoplasia 29 33
Com neoplasia 6 6.8
pN pNO 83 943
pN1 ou?2 5 5.7
Estadio Patolégico I 49 55.7
II 12 13.6
111 19 21.6
v 8 9.1

TOTAL 88 100
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Tabela 5 — Desfecho clinico apds tratamento do tumor primario ¢ situagdo clinica
aos 5 anos do estudo de 88 pacientes portadores de CCRcc do AC Camargo Cancer

Center.

Variavel Categoria N %

Falha ( Recorréncia ou Nao 62 70.5

progressao) Falha 15 17
Progressao 11 12.5

Situacdo clinica ao Vivo sem doenca 62 70.5

término do estudo Vivo com doenga 14 14.8
Morto outras causas 1 1.1
Morto por cancer 12 13.6

TOTAL 88 100
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4 RESULTADOS

41 EXPRESSAO GENICA DO CD133

Os valores das amostras neoplasicas para o gene CD133 variaram de 0,00017
até 10,89995.

Do total de 88 pacientes portadores de CCRcc, 72 pacientes tiveram
expressdao génica de CD133 menor que a média das amostras ndo neoplasicas. A
média de expressdo nas amostras neoplasicas foi 0,91146, com desvio padrio de
2,15537. E foi significativamente menor que a média das amostras ndo neoplasicas

(p=0.0052), conforme Figura 7.
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Figura 7 - Comparagdao dos valores de expressio do CD133 entre amostras

neoplasicas e ndo neoplasicas.
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Na correlagdo com variaveis clinicas e epidemiologicas, o CD133 apresentou
associagdo nas variaveis sexo e presenga de metdstase ao diagndstico (Tabela 9). Os
valores da expressdo génica do CD 133 foram maiores nos homens em relagdo as
mulheres (p=0,018). E a expressdo génica do CD133 foi significativamente menor
nos pacientes com metastases ao diagnostico em relagdo aos ndo metastaticos

(p=0,035).

Tabela 6 — Expressdao do CD 133 segundo variaveis clinicas e epidemiologicas dos
88 pacientes com CCRcec.

Variavel Categoria Meédias p
SEXO Masculino 1.144622255 0.018
Feminino 0.590090098
RACA Branco 0.97366882 0.79
Naéo branco 0.310256594
Nao 1.016763472 0.926
FUMO
Sim 0.6972422
1E2 1.036032376 0.695
ASA
3E4 0.492557729
Nao 1.028508631 0.035
META DIAGN
Sim 0.092173097
Nao 0.740652284 0.662
SINTOMAS
Sim 1.209700781

Na correlagcdo com as varidveis anatomopatoldgicas, a expressao do CD 133
ndo apresentou nenhuma associagao estatisticamente significativa, conforme mostra

a Tabela 7.
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Tabela 7 - Expressdo de CD 133 segundo variaveis anatomopatologicas dos 88

pacientes com CCRcc.

Variavel Grupos n Meédia p
le2 59 0.82385
GRAU DE FUHRMAN 0.912
3e4 29 1.08971
. Nao 68 0.88530
INVASAO GORDURA DO SEIO RENAL 0.467
Sim 20 1.00040
N Nao 65 0.91654
INVASAO GORDURA PERIRRENAL 0.321
Sim 23 0.89710
N Nao 81 0.96493
INVASAO DE VEIA RENAL 0.638
Sim 07 0.29280
N Nao 84 0.93828
INVASAO PELVE/URETER 0.398
Sim 04 0.34825
Nao 71 0.95579
IVM 0.251
Sim 17 0.72634
Nio 77 0.85314
ILM 0.286
Sim 11 1.31972
Nio 63 0.96630
NECROSE TUMORAL 0.557
Sim 25 0.77328
, Nao 86 0.83868
COMPONENTE SARCOMATOIDE 0.604
Sim 02 4.04088
Nio ** 1.00163
ADRENAL 0.408
Sim *k 0.45854
le2 64 0.85282
pT 0.547
3e4 24 1.06785
Nao 83 0.94223
LINFONODO 0.465
Sim 05 0.40075
le2 61 0.88717
ESTADIO 0.606
3e4d 27 0.96634

4.1.1 Pacientes sem metastases ao diagndstico
Na anélise apenas dos pacientes sem metastases ao diagnostico, foi observada
associacao da expressao do CD 133 com as variaveis sexo ¢ ECOG agrupado. Os

valores da expressao génica do CD 133 foram maiores em homens do que em

mulheres (p=0.011) e em pacientes com ECOG 0 quando comparados com ECOG 1
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ou 2 (p=0.045) Tabela 8.

Tabela 8 — Expressdao do CD 133 segundo variaveis clinicas e epidemiologicas dos
77 pacientes com CCRcc nao metastatico ao diagndstico.

VARIAVEL CATEGORIA N MEDIAS P
Branca 49 1.10362

Raca Nao branca 7 0.398839 0.790
Ignorados 21 -
Masculino 43 1.34171

Sexo 0.011
Feminino 34 0.63238
le2 67 1.07719

ASA 0.347
3ed 09 0.77986
0 42 1.03667

ECOG le2 20 0.79963 0.045
Ignorados 15 -
Nao fumante 51 1.16215

Tabagismo 0.804
Fumante 26 0.76635

Quando comparado frente as varidveis anatomopatoldgicas, foi observada
associagdo entre maior expressao de CD133 e o acometimento da glandula adrenal

(p=0,007). (Tabela 9).
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Tabela 9 - Expressao de CD 133 segundo variaveis anatomopatologicas dos 77
pacientes com CCRcc ndo metastatico ao diagndstico.

VARIAVEL GRUPOS n MEDIADECD 133 p
1E2 57 0.852431348
GRAU DE FUHRMAN 0.436
3E4 20 1.530328888
INVASAO GORDURA NAO 64 0.93539882 0706
DO SEIO RENAL SIM 13 1486895394 '
INVASAO GORDURA NAO 61 0.971151185 0514
PERIRRENAL SIM 16 1.247183893 '
INVASAO DE VEIA NAO 74 0.93539882 0706
RENAL SIM 3 1.486895394 '
INVASAO NAO 75 1.041280523 02
PELVE/URETER SIM 2 0.549562692 '
NAO 67 1.00649104
IVM 1
SIM 10 1.176026488
NAO 70 0.932172776
ILM 0.076
SIM 7 1.99186718
NAO 58 1.037190848
NECROSE TUMORAL 0.741
SIM 19 1.00200502
COMPONENTE NAO 76 0.935838745 0104
SARCOMATOIDE SIM 1 8.07142 '
NAO 74 0.887649841
ADRENAL 0.007
SIM 3 4503025463
le2 61 0.890336966
pT 0.87
3e4 16 1.555288103
NAO 76 1.027583997
LINFONODO 0.39
SIM 1 1.098780798
le?2 59 0.917228449
ESTADIO 0.923
3ed 18 1.393260339
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4.2 EXPRESSAO GENICA DO BAP1

Os valores das amostras neoplasicas para o gene BAP1 variaram de 0,06048 a
2,92110.

Do total de 88 pacientes portadores de CCRcc, 78 pacientes tiveram
expressdo génica de BAP1 menor que a média das amostras ndo neoplasicas (Figura
8). A média de expressdo das amostras neoplasicas foi 0,57867 com desvio padrao de
0,50098. A média das amostras neoplasicas foi significativamente menor do que as

amostras nao neoplasicas (p=0.0034)
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Figura 8 - Comparacdo dos valores de expressio do BAP1 entre amostras

neoplasicas e ndo neoplasicas.

A expressao do BAP 1 se associou a classificagdo de ASA (Tabela 10). Os
valores da expressdo génica do BAP 1 foram maiores nos pacientes classificados

como ASA 3 e 4 (p=0,029).
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Tabela 10 — Expressdo do BAP1 segundo variaveis clinicas ¢ epidemiologicas dos
88 pacientes com CCRcc.

Variavel Categoria Meédias p
MASC 0.65826462

SEXO 0.059
FEM 0.468964517
BRANCO 0.606575938

RACA N 0.761
NAO BRANCO 0.745493077
NAO 0.521689814

FUMO 0.157
SIM 0.694602885
1E2 0.544508444

ASA 0.029
3E4 0.774423788

METASTASE AO NAO 0.578080113 0.152

DIAGNOSTICO SIM 0.582819454 .
NAO 0.592183868

SINTOMAS 0.612
SIM 0.566431221

Na analise dos 88 pacientes do estudo, a expressao do BAP 1 ndo mostrou

associacao com nenhuma variavel anatomopatoldgica (Tabela 11)



60

Tabela 11 - Expressdo de BAP 1 segundo variaveis anatomopatologicas dos 88
pacientes com CCRcc.

Variavel Grupos n Me¢dia p
<4 cm 29 0.67300
TAMANHO 0.641
>4 cm 59 0.54999
le2 59 0.57423
GRAU DE FUHRMAN 0.437
3ed 29 0.58770
INVASAO GORDURA DO SEIO Nio 68 0.60090 0339
RENAL Sim 20 0.50306 ’
INVASAO GORDURA Nio 65 0.57487 0475
PERIRRENAL Sim 23 0.58940 ’
_ Nio 81 0.59334
INVASAO DE VEIA RENAL 0.445
Sim 07 0.40889
_ Nio 84 0.59285
INVASAO PELVE/URETER , 0.134
Sim 04 0.28093
Nio 71 0.60025
IVM _ 0.812
Sim 17 0.48852
Nio 77 0.58975
ILM 0.757
Sim 11 0.50110
Nio 63 0.59746
NECROSE TUMORAL , 0.930
Sim 25 0.53131
, Nio 86 0.58172
COMPONENTE SARCOMATOIDE _ 0.815
Sim 02 0.44753
Nio 82 0.55077
ADRENAL 0.866
Sim 06 0.64126
le2 64 0.61199
pT 0.220
3ed 24 0.48980
Nio 83 0.58543
LINFONODO _ 0.978
Sim 05 0.46653
le2 61 0.61867
ESTADIO 0.256
3ed 27 0.48828

4.2.1 Pacientes sem metastases ao diagndstico
No grupo de pacientes nao metastaticos, a expressao do BAP1 ndo apresentou
associacdo com nenhuma das varidveis clinicas ou epidemioldgicas, conforme

mostra Tabela 12.
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Tabela 12 - Expressdo do BAP1 segundo variaveis clinicas e epidemiologicas dos 77
pacientes com CCRcc ndo metastatico ao diagndstico.

Variavel Categoria n Meédias p
Branca 49 0.82284

Raca Nao branca 7 0.60024 0.576
Ignorados 21 -
Masculino 43 0.66458

Sexo 0.117
Feminino 34 0.46867
le2 67 0.54169

ASA 3e4 09 0.87821 0.073
Ignorados 01 -
0 42 0.54723

ECOG le2 20 0.59431 0.952
Ignorados 15 -
Nao fumante 51 0.52552

Tabagismo 0.281
Fumante 26 0.68116
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Tabela 13 - Expressio do BAP1 segundo variaveis anatomopatoldgicas dos 77

pacientes com CCRcc ndo metastatico ao diagndstico.

] _ MEDIA DE
VARIAVEL Categorias p
BAP1
<4cm 29 0.63700696
TAMANHO 0.003
>4 cm 48 0.542478477
1E2 57 0.567089465
GRAU DE FUHRMAN 0.634
3E4 20 0.60940346
INVASAO GORDURA SEIO NAO 64 0.608811081 0.001
RENAL SIM 13 0.426789193 '
INVASAO GORD NAO 61 0.581459068 0,001
PERIRRENAL SIM 16 0.565197848 '
N NAO 74 0.590093408
INVASAO DE VEIA RENAL 0.168
SIM 3 0.281752177
NAO 75 0.588132109
INVASAO PELVE/URETER 0.175
SIM 2 0.201130289
N NAO 67 0.601975405
INVASAO VASCULAR 0.122
SIM 10 0.417981658
N ) NAO 70 0.587621983
INVASAO LINFATICA 0.535
SIM 7 0.48266142
NAO 58 0.600967823
NECROSE 0.603
SIM 19 0.508212367
NAO 76 0.584393604
SARCOMATOIDE 0.104
SIM 1 0.098254794
NAO 74 0.583598848
ADRENAL 0.865
SIM 3 0.441951319
le2 61 0.614988559
pT 0.033
3e4d 16 0.437366663
NAO 76 0.581189338
LINFONODO 0.831
SIM 1 0.341779026
ESTADIO PATOLOGICO 1le?2 59 0.622675948 0,033
AGRUPADO 3e4 18 0.431904897 '
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Na amostra dos 77 pacientes ndo metastaticos ao diagnostico, quando
comparado frente as varidveis anatomopatologicas, foi observada associagdo entre o
valor da expressdo de BAP1 com tamanho tumoral (p=0,003), presenca de invasao
de gordura perirrenal e do seio renal (p= 0,001 e p=0,001, respectivamente) e com o
estadio patoldgico (p=0,033). Em todas essas associagdes, a hipoexpressao génica do
BAPI1 estava relacionada a fatores de mau prognoéstico: tamanho tumoral >4 cm,

invasao de gordura (pT3) e estadio patoldgico agrupado 3 e 4 ( Tabela 13)

4.3 ANALISE DE SOBREVIDA

4.3.1 Sobrevida Global (SG)
Durante o seguimento, ocorreram 13 o6bitos. A SG em 60 meses foi de

85,2%, conforme demonstrado na Figura 9.
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Figura 9 - Curva de sobrevida global em 60 meses para os 88 pacientes portadores

de CCRcc (85.2%).

As variaveis clinicas e demograficas que influenciaram a SG em 5 anos
foram: presenca de sintomas ao diagndstico (p=0,009) e presenga de metastases ao

diagnostico (p<0,001), conforme ilustra a Tabela 14.
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Tabela 14 — Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 anos de acordo com
varidveis clinicas e demograficas em 88 pacientes portadores de CCRcc.

Variavel Categoria N SG em 5 anos (%) p (log rank)

Raca Branco 7 100 0.473
Nao branco 49 93.9

Sexo Masculino 43 90.7 0.618
Feminino 34 94.1

Tabagismo Niao fumante 51 92.2 0.891
Fumante 26 923

ECOG 0 41 92.7 0.624
le2 20 100

ASA le2 67 91 0.317
3e4 9 100

Sintomas Nao 53 98.1 0.009
Sim 24 79.2

Metastase ao diagndstico Nao 77 92.2 <0.001
Sim 11 36.4

Todas as varidveis anatomopatoldgicas analisadas tiveram influencia na SG

em 5 anos (p<0.05), conforme ilustra a Tabela 15.
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Tabela 15 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 anos de acordo com
varidves anatomopatoldgicas de 88 pacientes com CCRecc.

SGemba
Variavel Grupos n
i (%)
le2 59 94.9
Grau de Fuh <0.001
rau de Fuhrman 3ed 29 65.5
Nia 81 87.7
Invasdo Veia Renal 'ao 0.010
Sim 07 57.1
Nio 65 95.4
I a Peri 1 <0.
nvasao Gordura Perirrena Sim 3 56.5 0.001
Na 68 95.6
Invasdo gordura seio renal .ao <0.001
Sim 20 50
Nio 84 88.1
I 30 de Pelve Renal <0.001
nvasao de Pelve Rena Sim 04 25
Nio 71 93
IVM <0.
Sim 17 52.9 0.001
Nio 77 89.6
ILM 0.001
Sim 11 54.5
Nio 63 92.1
| .
Necrose tumora Sim 25 68 0.005
Nio 86 87.2
ti 01 <0.
Componente Sarcomatoide Sim 0 0 0.001
Nio retirada 53 92.5
Retirada sem 29 %28
Adrenal neoplasia ' <0.001
Retlrada.t com 06 133
neoplasia
Nio 83 88.8
N 0.001
P Sim 05 40
le2 61 96.7
Estadio Patoldgico A d <0.001
stadio Patoldgico Agrupado 3e4 7 503

Nenhuma estratificacdo em grupos (mediana, quartis, tercis) da expressao
génica do BAP1 apresentou impacto nas curvas de sobrevida global em 5 anos dos
88 pacientes do estudo. A curva a partir da mediana esta representada na Figura 10

(p=0.774).
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Figura 10 - Curva de sobrevida global em 60 meses para os 88 pacientes portadores
de CCRcc estratificados em valores de expressdao génica do BAP 1 acima e abaixo da

mediana (p=0.774)

Também ndo houve impacto da expressdo génica do CD 133 nas curvas de
sobrevida global em 5 anos em todas as estratificagdes por grupos utilizadas. A

estratificacdo pelo valor do percentil 75 esta exemplificada na Figura 11.
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Figura 11 - Curva de sobrevida global em 60 meses para os 88 pacientes portadores
de CCRcc estratificados pela expressao do mRNA do CD133 acima ou abaixo do
percentil 75 (p=0.823).

A comparacdo dos valores de expressdo do mRNA do CDI133 e do BAPI
entre os grupos de individuos vivos X individuos mortos nao mostrou diferenga

estatistica e estdo apresentadas na Tabelas 16 e 17.

Tabela 16 - Comparagdo de médias dos valores de expressdo do gene CD133 entre
os grupos referentes a sobrevida global em 5 anos para os 88 pacientes.

Grupos n Média CD133 p

Vivos 73 0.82665
Mortos 15 1.58534

0.203
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Tabela 17 - Comparagdo de médias dos valores de expressdao do gene BAP1 entre os
grupos referentes a sobrevida global em 5 anos para os 88 pacientes.

Grupos n Média BAP1 p
Vivos 73 0.59545

0.980
Mortos 15 0.51594

4.3.2 Pacientes sem metéastases ao diagndstico
Entre os pacientes ndo metastaticos ao diagnostico, a sobrevida global em 60

meses foi de 92,2%, conforme mostra a Figura 12.
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Figura 12 — Curva de sobrevida global em 60 meses para os 77 pacientes portadores

de CCRcc ndo metastaticos ao diagndstico (92.2%).
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Dentre as variaveis clinicas e epidemiolodgicas, apenas a presenca de sintomas

ao diagnoéstico apresentou impacto na sobrevida global em 5 anos (p=0.009),

conforme Tabela 18.

Tabela 18 — Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 anos de acordo com
varidveis clinicas e demograficas em 77 pacientes portadores de CCRcc ndo
metastatico ao diagndstico.

Variavel Categoria N SG em 5 anos (%) p (log rank)

Branco 7 100 0.473
Raca Nao branco 49 93.6

Ignorados 21 -

Masculino 43 90.7 0.618
Sexo .

Feminino 34 94.1

Nao fumante 51 92.2 0.891
Tabagismo Fumante 26 923

Ignorados 00 -

0 41 92.9 0.219
ECOG le2 20 100

Ignorados 16 -

le2 67 91 0.317
ASA 3ed 9 100

Ignorados 12 -

Nao 53 98.1 0.009
Sintomas Sim 24 79.2

Ignorados 11 -

J4 dentre as variaveis anatomopatologicas que apresentaram impacto na SG,

destacam-se: graduacdo 3 e 4 de Fuhrman (p<0,001), presenga de invasdo de gordura

perirrenal (p<0,001), invasdo de gordura de seio renal (p<0,001), invasdo de pelve e

ureter (0,041), presenca de componente sarcomatoide (<0,001) e estadio patologico

avancado 3 e 4 (p=0,001), conforme Tabela 19.
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Tabela 19 - Probabilidade acumulada de sobrevida em 5 anos de acordo com

varidves anatomopatoldgicas de 77 pacientes com CCRcc ndo metastatico

SG em 5 anos

Variaveis Categorias N 0/ p (log rank)
o

le2 57 96.5

Grau de Fuhrman 0.003
3e4 20 80
Nao 74 91.9

Invasdo de Veia Renal 0.641
Sim 3 100
Nao 61 98.4

Invas@o Gordura perirrenal <0.001
Sim 16 68.8
Nao 64 98.4

Invasdo da gordura seio renal <0.001
Sim 13 61.5
Nao 75 93.3

Invasdo de pelve/ureter 0.041
Sim 2 50
Nao 67 94

IVH 0.147
Sim 10 80
Nao 70 92.9

ILM 0.559
Sim 7 85.7
Nao 58 93.1

Necrose tumoral 0.656
Sim 19 89.5
Nao 76 93.4

Componente sarcomatdide <0.001
Sim 1 0
Sem neoplasia 74 93.2

Adrenal 0.149
Com neoplasia 3 66.7
NO 76 92.1

pN 0.752
Nlou?2 1 100

) ) Iell 59 98.3

Estadio Patologico Agrupado 0.001

MlelV 18 72.2
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Entre os 77 pacientes ndo metastaticos ao diagnostico, o grupo com menor
expressdo de BAP1 (valores abaixo da mediana) teve menor sobrevida global em 5

anos, porém sem atingir a significancia estatistica (p=0.095) Figura 13.
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Figura 13 - Curva de sobrevida global em 60 meses para os 77 pacientes portadores
de CCRcc ndo metastatico estratificados em valores de expressdo génica do BAP 1

acima e abaixo da mediana (p=0.095).

J& as curvas de SG em 5 anos do gene CD 133 mostraram que quanto maior a
expressdo génica, pior a sobrevida. Mas nenhuma estratificacdo por grupo atingiu a
significancia estatistica. A figura 14 abaixo mostra a curva de SG em 5 anos para

grupos estratificados pelo percentil 75 (p=0.154).
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Figura 14 - Curva de sobrevida global em 60 meses para os 77 pacientes portadores
de CCRcc nao metastatico estratificados pela expressao do mRNA do CD133 acima

ou abaixo do percentil 75 (p=0.154).

Entre os pacientes ndo metastaticos, a comparacao dos valores de expressao
do mRNA do CD133 e do BAPI1 entre os grupos de individuos vivos X individuos

mortos ndo mostrou diferenga estatistica e estdo apresentadas na Tabela 20 e 21.
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Tabela 20 - Comparagdo de médias dos valores de expressdo do gene CD133 entre
os grupos referentes a sobrevida global em 5 anos para os 77 pacientes.

Grupos n Média CD133 p
Vivos 71 0.84531

0.214
Mortos 06 3.33696

Tabela 21 - Comparagdo de médias dos valores de expressdo do gene BAPI entre os
grupos referentes a sobrevida global em 5 anos para os 77 pacientes.

Grupos n Média BAP1 p
Vivos 71 0.59376

0.163
Mortos 06 0.47124

4.3.3 Sobrevida Cancer Especifica (SCE)
Considerando-se toda a amostra com 88 pacientes, foram 12 mortes por

cancer, com sobrevida cancer especifica de 86,4% em cinco anos (Figura 15).
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Figura 15 - Curva de sobrevida cancer especifica em 60 meses para os 88 pacientes

portadores de CCRcc (86.4%).

Dentre as varidveis clinicas e demograficas, as que influenciaram
significativamente a SCE foram: presenca de sintomas ao diagndstico (p=0,027) e

presenca de metéstase ao diagnostico (p<0,001), conforme Tabela 22.
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Tabela 22 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos de

acordo com variaveis clinicas em 88 pacientes portadores de CCRcc.

. ) SCEem5
Variavel Categoria p (log rank)
anos (%)

Branco 7 100

Raca Nao branco 49 93.9 0.473
Ignorados 32 -
Masculino 51 90.7

Sexo 0.293
Feminino 37 97.1
Nao fumante 51 94.1

Tabagismo Fumante 26 923 0.613
Ignorados 11 -
0 41 92.7

ECOG le2 20 100 0.451
Ignorados 27 -
le2 67 92.5

ASA 3e4 9 100 0.351
Ignorados -
Nio 53 98.1

Sintomas Sim 24 83.3 0.027
Ignorados -
Nio 77 93.5

Metastase ao diagnostico <0.001
Sim 11 36.4

Assim como na sobrevida global, todos os fatores anatomopatoldgicos

analisados (Tabela 23) apresentaram impacto (p<0.05) na SCE em 5 anos.
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Tabela 23 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos de

acordo com variaveis anatomopatologicas em 88 pacientes portadores de CCRcc.

Variavel Grupos n SCE em5a (%) p
le2 59 96.6
Grau de Fuh <0.001
rat de Fuliman 3e4 29 65.5
Nio 81 88.9
I 4o Veia Renal .
nvasao Veia Rena Sim 07 571 0.005
Na 65 96.9
Invasdo Gordura Perirrenal .ao <0.001
Sim 23 56.5
Nao 68 97.1
I i d i | <0.001
nvasdo gordura seio rena Sim 20 50
Nio 84 89.3
I a Pelve Renal <0.
nvasdo de Pelve Rena Sim 04 25 0.001
VM Nao 71 94.4 <0001
Sim 17 52.9
Nao 77 90.9
ILM <0.001
Sim 11 54.5
Nio 63 93.7
N | .
ecrose tumora Sim 25 68.0 0.002
Na 86 88.4
Componente Sarcomatoide .ao <0.001
Sim 02 0
Nao retirada 53 943
Retirada sem
29 82.8
Adrenal neoplasia <0.001
Reti
e 1radz'1 com 06 133
neoplasia
Nio 83 89.2
N <0.
p Sim 05 40 0.001
le2 61 98.4
Estadio Patoldgico A d <0.001
stadio Patologico Agrupado 3ed 7 503

Os valores da expressao génica dos genes CD 133 e BAP1 nao apresentaram

impacto na SCE em 5 anos dos 88 pacientes do estudo. Baixa expressao de BAP1 e

alta expressao do CD 133 estiveram relacionadas a pior SCE. Abaixo, a

representacao das curvas de SCE para os genes BAP1 e CD 133, estratificados por

grupos a partir da mediana e do percentil 75, respectivamente. Figuras 16 ¢ 17.
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Figura 16 - Curva de sobrevida cancer especifica em 60 meses para os 88 pacientes
portadores de CCRcc estratificados em valores de expressdao génica do CD 133

acima e abaixo do percentil 75 (p=0.466).
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Figura 17 - Curva de sobrevida cancer especifica em 60 meses para os 88 pacientes
portadores de CCRcc estratificados em valores de expressao génica do BAP 1 acima

e abaixo da mediana (p= 0.992).

A comparacdo dos valores de expressao do mRNA do CDI133 e do BAPI
entre os grupos de individuos vivos/mortos por outras causas X individuos
mortos por cancer ndo mostrou diferenga estatistica ¢ estdo apresentadas nas

Tabelas 24 ¢ 25.
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Tabela 24 - Comparagao de médias dos valores de expressdo do gene CD133 entre
os grupos referentes a sobrevida cancer especifica em 5 anos para os 88 pacientes.

Grupos n Média CD133 p
Vivos/mortos outra causa 73 0.84675 0.142
Mortos por cancer 15 1.52633 .

Tabela 25 - Comparagdo de médias dos valores de expressdo do gene BAPI entre os
grupos referentes a sobrevida cancer especifica em 5 anos para os 88 pacientes.

Grupos n Média BAP1 p
Vivos/mortos outra causa 73 0.59262 0.985
Mortos por cancer 15 0.52653 '

4.3.4 Pacientes sem metéastase ao diagnostico.
Excluindo-se os casos de metastase ao diagnostico, foram cinco mortes por
cancer e sobrevida cancer especifica em 5 anos de 93,5%, conforme Figura 18

abaixo.
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Figura 18 — Curva de sobrevida céancer especifica em 60 meses dos 77 pacientes

com CCRcc ndo metastatico (93.5%).

Para este grupo de pacientes, entre as varidveis clinicas e epidemiologicas, a
presenga de sintomas ao diagnostico apresentou impacto na SCE em 5 anos

(p=0.027), conforme Tabela 26.
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Tabela 26 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos de
acordo com variaveis clinicas em 77 pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico.

Variavel Categoria N SCE em 5 p (log rank)
anos (%)

Branco 7 100

Raca Nao branco 49 93.9 0.473
Ignorados 21 -

Sexo Masculino 43 90.7 0.293
Feminino 34 97.1
Nao fumante 51 94.1

Tabagismo Fumante 26 923 0.613
Ignorados -
0 41 92.7

ECOG le2 20 100 0.451
Ignorados 16 -
le2 67 92.5

ASA 3e4 9 100 0.351
Ignorados 12 -
Nao 53 98.1

Sintomas Sim 24 83.3 0.027
Ignorados 11 -

Dentre as varidveis anatomopatologicas, as que influenciaram

significativamente a SCE foram: grau de Fuhrman (p=0,008), invasdo da gordura

perirrenal e do seio renal (p<0,001 para ambas), invasdo de pelve/ureter (p=0,041),

componente sarcomatoide (p<0,001) e estadio patologico agrupado 3 e 4 (p=0,001),

conforme Tabela 27.
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Tabela 27 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos de
acordo com variaveis anatomopatologicas em 77 pacientes portadores de CCRcc ndo
metastatico.

SCE em 5 anos

Variaveis Categorias N % p ( log rank)

Grau de Fuhrman le2 57 98.2 0.008
3e4d 20 80

Invasdo de Veia Renal Nao 74 93.2 0.674
Sim 3 100

Invasdo Gordura perirrenal Nao 61 100 <0.001
Sim 16 68.8

Invasdo da gordura seio renal ~ Nao 64 98.4 <0.001
Sim 13 61.5

Invasdo de pelve/ureter Nao 75 93.3 0.041
Sim 2 50

IVH Nao 67 94 0.147
Sim 10 80

ILM Nio 70 92.9 0.559
Sim 7 85.7

Necrose tumoral Nao 58 93.1 0.656
Sim 19 89.5

Componente sarcomatdide Nao 76 93.4 <0.001
Sim 1 0

Adrenal Sem neoplasia 74 93.2 0.149
Com neoplasia 3 66.7

pN NO 76 92.1 0.752
Nlou2 1 100

Estadio Patolégico Tell 59 98.3 0.001
HlelV 18 72.2

Dentre os 77 pacientes ndo metastaticos, ndo se observou impacto do grau de
expressio do BAP1 na SCE em nenhuma das estratificagdes por grupo. O
agrupamento pelo valor da mediana teve um p=0,165, sendo uma menor SCE no

grupo com baixa expressao de mRNA do BAP1. (Figura 19)
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Figura 19 - Curva de sobrevida cancer especifica em 60 meses para os 77 pacientes
portadores de CCRcc ndo metastatico estratificados em valores de expressao génica

do BAP 1 acima e abaixo da mediana.

Para andlise de SCE a partir dos valores de expressdao do CD133, novamente
foi utilizado o percentil 75 como ponto de corte. Nao houve impacto da expressdo
génica do CD 133 nas curvas de sobrevida (p=0,372), sendo o grupo com maior

expressao relacionado com uma pior SCE (Figura 20).
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Figura 20 - Curva de sobrevida cancer especifica em 60 meses para os 77 pacientes
portadores de CCRcc ndo metastatico estratificados em valores de expressao génica

do CD 133 acima e abaixo do percentil 75 (p=0.372).

Entre os pacientes ndo metastaticos, a comparacdo dos valores de expressao
do mRNA do CD133 e do BAP1 entre os grupos de individuos vivos/mortos outras
causas X individuos mortos por cancer nao mostrou diferenca estatistica e estdo

apresentadas na Tabela 28 e29.
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Tabela 28 - Comparagao de médias dos valores de expressdo do gene CD133 entre
os grupos referentes a sobrevida cancer especifica em 5 anos para os 77 pacientes.

Grupos n Média CD133 p
Vivos ou mortos outra causa 72 0.86571 0333
Mortos por cancer 05 3.54566 '

Tabela 29 - Comparagio de médias dos valores de expressdo do gene BAPI entre os
grupos referentes a sobrevida cancer especifica em 5 anos para os 77 pacientes.

Grupos n Média BAP1 p
Vivos ou mortos outras causa 72 0.59088 0.154
Mortos 05 0.48772 '

4.3.5 Sobrevida Livre de Doenca (SLD)
As andlises de sobrevida livre de doenga foram realizadas apenas para o
grupo de pacientes sem metdstases ao diagnostico (n=77). A SLD em cinco anos na

populacao estudada foi de 80,5%, como ilustrado na Figura 21.
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Figura 21 — Curva de sobrevida livre de doenga em 60 meses para os 77 pacientes

portadores de CCRcc ndo metastaticos ao diagndstico (80.5%).

Nenhuma variavel clinica e demografica apresentou impacto significativo nas

curvas de SLD, conforme a Tabela 30 abaixo.
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Tabela 30 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga em 5 anos de
acordo com variaveis clinicas e demograficas em 77 pacientes portadores de CCRcc

nao metastaticos ao diagndstico.

SLD em 5 anos

Variavel Categoria %) p (log rank)

Branco 9 55.6

Raca Nao branco 56 67.9 0.603
Ignorados 23 -

Sexo Masculino 51 64.7 0.181
Feminino 37 78.4
Nao fumante 59 71.2

Tabagismo Fumante 28 69 0.593
Ignorados - -
0 43 79.1

ECOG le2 26 61.5 0.158
Ignorados 19 -
le2 70 77.1

ASA 3e4 15 46.7 0.043
Ignorados 03 -
Nao 54 85.2

Sintomas Sim 33 48.5 <0.001
Ignorados 01 -

Metastase ao diagndstico nao 77 503 <0.001
Sim 11 0

Dentre as varidveis anatomopatologicas,

as que influenciaram

significativamente a SLD foram: grau de Fuhrman (p=0.003), invasdo da gordura

perirrenal e do seio renal (p<0.001 para ambas), invasdo vascular microscopica

(p=0.044), componente sarcomatodide (p<0.001) e estadio patologico (p<0.001),

conforme demonstrado na Tabela 31.
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Tabela 31 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga em 5 anos de
acordo com variaveis anatomopatologicas em 77 pacientes portadores de CCRcc ndo
metastaticos ao diagnostico.

Variaveis Categorias N SLD em 5 anos % p
le2 57 89,5
Grau de Fuhrman 0.003
3e4 20 55
Nao 74 81.1
Invasdo de Veia Renal 0.173
Sim 3 66.7
X Nio 61 91.8
Inviasao Gordura <0001
perirrenal Sim 16 375
x : Nio 64 92.2
Invasao da gordura seio <0001
renal Sim 13 23.1
Nao 75 81.3
Invasao de pelve/ureter 0.431
Sim 2 50
Nao 67 85.1
IVM 0.044
Sim 10 50
Nio 70 82.9
IVL 0.195
Sim 7 57.1
Nio 58 79.3
Necrose tumoral 0.671
Sim 19 84.2
Nao 76 81.6
Componerr?te <0.001
sarcomatoide Sim 1 0
Sem neoplasia 74 81.1
Adrenal 0.891
Com neoplasia 3 66.7
NO 76 80.3
pN 0.456
Nlou2 1 100
Estadio Patologico lLell 59 93.2
Agrupado 0.001
IlelV 18 38.9

Apesar dos casos com baixa expressio do mRNA BAP1 apresentarem uma

pior SLD, ndo se observou impacto significativo do grau de expressdo génica do

BAP1 estratificado pela mediana na SLD (p=0,625), conforme demonstrado a seguir,

na Figura 22.



90

iH BAP_mediana
' 1 < mediana
—1 = mediana
—+—
0.8=
<
<
+
=
= 0.6
a +
=t
<T
2 0.4
E -
[~
=]
o
W
0.2+
0.0

00 10.00 20.00 30.00 40,00 50.00 60.00
SEGUIMENTO EM MESES

Figura 22 — Curva de sobrevida livre de doenga em 60 meses para os 77 pacientes
portadores de CCRcc ndo metastaticos ao diagndstico, conforme expressao génica do

BAPlestratificada pela mediana (p=0.625).

Nao foi observado impacto da expressao génica do gene CD133 nas curvas
de SLD, mesmo utilizando-se diferentes formas de estratificacdo dos valores em
grupos. Na Figura 23 estd demonstrada a curva de SLD do CDI133 conforme

estratificacdo pelo percentil 75 (p=0.766).
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Figura 23 - Curva de sobrevida livre de doenga em 60 meses para os 77 pacientes
portadores de CCRcc ndo metastaticos ao diagndstico, conforme expressao génica do

CD133 estartificada pelo percentil 75 (p=0.776).

Para os pacientes ndo metastaticos, a comparagdo dos valores de expressao do
mRNA do CDI133 e do BAPI entre os grupos de individuos sem recidiva X
individuos com recidiva nao mostrou diferenga estatistica e estdo apresentadas na

Tabelas 32 e 33.
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Tabela 32 - Comparagao de médias dos valores de expressdo do gene CD133 entre
os grupos referentes a sobrevida livre de doenca em 5 anos para os 77 pacientes.

Grupos n Média CD133 p
Sem recidiva 64 0.89701

0.381
Com recidiva 13 1.74478

Tabela 33 - Comparagdo de médias dos valores de expressdao do gene BAP1 entre os
grupos referentes a sobrevida livre de doenga em 5 anos para os 77 pacientes.

Grupos n Média BAP1 p
Sem recidiva 64 0.57406

0.290
Com recidiva 13 0.63268

4.3.6 Analises Multivariadas

A analise multivariada foi realizada na analise da SG e SCE no grupo com 88
pacientes e na SLD no grupo com 77 pacientes. O baixo nimero de eventos (6 € 5,
respectivamente) ndo justificou a realizagdo de analise multivariada para a SG e SCE
do grupo com 77 pacientes. A SLD nao foi analisada para o grupo de 88 pacientes

devido a presenca de individuos com metastases ao diagndstico.

. Analise Multivariada SG

Devido ao baixo nimero de eventos (n=13), foram selecionadas apenas as 3
variaveis mais significativas para a andlise multivariada. Foram elas: grau de
Fuhrman (p<0.001), presenga de necrose tumoral (p=0.005) e estadio estratificado
(p<0.001).

No modelo multivariado com as varidveis selecionadas, presenga de necrose

tumoral (RR= 3.229; IC 95% [1.162 — 8.975]) e estadio patologico estratificado
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(RR=10.999; 1C 95% [3.088 — 39.182]) foram fatores independentes para risco de

obito.

. Analise Multivariada SCE

Devido ao baixo nimero de eventos (n=12), foram selecionadas apenas as 3
varidveis mais significativas para a analise multivariada. Foram elas: grau de
Fuhrman (p<0.001), presenga de necrose tumoral (p=0.002) e estadio estratificado
(p<0.001).

No modelo multivariado com as varidveis selecionadas, apenas o estadio
patolégico estratificado (RR= 8.738; IC 95% [1.655 — 45.858]) foi fator de risco

independente para o obito.

. Analise Multivariada SLD

Devido ao baixo nimero de eventos (n=15), foram selecionadas apenas as 3
variaveis mais significativas para analise multivariada. Foram elas: grau de Fuhrman
(p=0.003), presenga de invasao vascular microscopica (p=0.044) e estadio patoldgico
agrupada (p<0.001).

No modelo multivariado com as varidveis selecionadas, apenas o estadio
patoldgico estratificado (RR: 8.270; IC 95% [2.629 — 26.013]) foi fator independente

para risco de recidiva neoplasica.
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5 DISCUSSAO

51 ASPECTOS GERAIS

Dentre as variaveis clinicas avaliadas neste estudo, apenas a presenca de
sintomas ao diagnostico e a presenca de metdstases ao diagnostico apresentaram
influencia nas curvas de SG, SCE e SLD. Esse resultado ¢ compativel com a
literatura (HOFBAUER et al. 2014; TILKI et al. 2014) por se tratarem de fatores
indicativo e definidor, respectivamente, da doenca avangada.

Neste atual estudo, a classificagdo de ASA, previamente descrita por nosso
grupo como ferramenta prognostica das curvas de sobrevida (DE CASSSIO ZEQUI
et al. 2010), se mostrou relevante apenas para a curva de SLD, ndo tendo relevancia
nas outras curvas de SG e SCE. Este dado ¢ interessante, pois logicamente espera-se
que individuos com maiores escores de ASA apresentem mais complicacdes pos
operatérias e menores taxas de SG, em virtude de suas comorbidades, conforme
demontrado por outro estudo de nosso grupo recente (FERREIRA et al. 2013).
Entretanto, nosso grupo mostra novamente que pacientes com mais doencas
associadas, podem ter desfechos clinicos menos favoraveis.

Talvez isso se dé pelo fato destes pacientes (ASA 3) terem um prejuizo
imunitario em comparagdo as pessoas mais sadias (ASA 1 e 2), ou pode ser um viés,
decorrente destes pacientes frequentarem mais servicos médicos e se submeterem a
mais exames diagnoésticos, devido as diversas afeccdes e, deste modo, estarem mais

expostos a chance do diagndstico da recidiva mais precoce.
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No nosso grupo, observou-se que variaveis anatomopatoldgicas classicas
descritas em estudos prévios, como grau de Fuhrman (FUHRMAN et al. 1982; TSUI
et al. 2000; HERMANN et al. 2007), invasao de gordura perirrenal, invasao de pelve
renal , componente sarcomatoide e estadio TNM patologico se mostraram fatores
prognosticos para as curvas de SG e SCE nas analises univariadas do grupo com os
88 pacientes e também no grupo sem os pacientes metastaticos ao diagndstico.

Em relacdo a SLD encontramos quase os mesmos fatores descritos nas curvas
de SG e SCE, com a adic¢ao da invasdao microvascular ¢ a auséncia de associagdo de
invasao de pelve renal com a SLD. A invasdo microvascular como fator prognostico
em curva de SLD corrobora os achados de outros autores (VAN POPPEL et al. 1997,
DALL’OGLIO et al. 2007).

O sistema TNM de estadiamento ¢ atualmente o fator mais utilizado como
prognéstico no CCR (LAM et al. 2006). Junto com outras variaveis
anatomopatoldgicas como grau de Fuhrman (LAM et al. 2005), diferenciagdo
sarcomatoéide (GOLDSTEIN et al. 1997) e presenga de necrose tumoral
(SENGUPTA et al. 2005), os fatores anatomopatoldgicos sdo critérios consagrados
muito utilizados na pratica atual. No entanto, mesmo estes fatores ja consagrados
ainda apresentam eficécia insatisfatoria para predizer o comportamento de pequenas
massas renais € a evolugdo pos operatéria de tumores cirurgicamente ressecados.
Mesmo os principais nomogramas para evolu¢do poés operatdria dos tumores
ressecados apresentam eficacia em torno de 80% (GALFANO et al. 2008).

Consequentemente, parece razoavel a busca por novos marcadores
biomoleculares que apresentem impacto prognostico e possam auxiliar na conduta

terapéutica de pacientes com CCR. Estes marcadores devem ser avaliados através de
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curvas de sobrevida e pela associagcdo com outras varidveis clinicas e
anatomopatoldgicas de importancia progndstica.

Além disso, a analise destes marcadores precisa, preferencialmente, ser
factivel e reprodutivel em produtos de bidpsias renais, para avaliagdo do possivel
comportamento de massas renais com indicagdo de protocolo de vigilancia ativa ou

tratamentos ablativos.

5.2 EXPRESSAO DO CD 133

A proteina CD133 tem sido usada como marcador de células tronco tumorais
humanas, pois, estudos experimentais demonstraram que células CD133+ foram
capazes de gerar crescimento tumoral quando xenoimplantada em ratos (Singh et al.
2004), caracterizando a auto renovagdo, e foram capazes de produzir padrdes
antigénicos e morfolégicos semelhantes ao tumor original, caracterizando a multi
potencialidade (RICCI-VITTIANI et al. 2007).

Além disso, células tronco tumorais (CTCs) CDI133+ foram associadas a
progressdo tumoral em tumores pancreaticos, bem como, foram consideradas
essenciais para o processo de metastases deste tipo de carcinoma (HERMANN et al.
2007) e do carcinoma colorretal (SINGH et al. 2004). Em células ja diferenciadas, a
proteina geralmente se apresenta hipoexpressa (ARTELLS et al. 2012).

Em artigo de YU et al. (2010) sobre carcinoma géstrico, o autor analisa a
relagdo da expressdo génica do CD133 com outro gene, o KI67, este um gene
marcador de proliferacdo celular. O resultado, considerado como interessante pelo

autor, demonstrou uma relagdo negativa entre os dois genes. Os casos com alta
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expressao de CD133 foram associados a uma menor expressao de KI67, isto ¢, uma
menor atividade de proliferagdo celular. Uma das explica¢des para este achado seria
a presenga de diferentes perfis celulares e moleculares de acordo com a evolugao do
processo de crescimento e proliferacdo intratumoral, caracterizando o conceito de
heterogeneidade tumoral (GERLINGER et al. 2012).

As CTTs CDI133 + seriam caracterizadas por um alto potencial de
diferenciag¢do, porém com uma baixa proliferagdo, servindo como um pequeno pool
celular cujo processo mitotico fica estacionado na fase GO. O processo de
proliferacdo celular se iniciaria mais intensamente com as células um nivel abaixo
das CTTs no processo de diferenciacao.

Esta caracteristica confere as CTTs CD133+ um carater de reserva técnica
tumoral para criagdo de células diferenciadas com poder mitético e de proliferacao.
Analisando além, devido a seu processo mitotico estacionado na fase GO da mitose,
as células CD133+ também seriam mais resistentes a agentes quimio e radio
terapicos, estando entdo, diretamente envolvidas no processo de resisténcia celular
tumoral (GANGEMI et al. 2009).

Estes achados sugerem que a propor¢do de CTTs em um determinado tumor
teria relevancia clinica numa busca de uma terapia alvo contra as CTTs
especificamente. Um complexo terapéutico droga/anticorpo anti-CD133 ja se
mostrou efetivo ao inibir o crescimento de carcinoma hepatocelular em linhagens
celulares in vitro e in vivo (SMITH et al. 2008). Uma diminui¢do na quantidade de
CTTs poderia portanto indicar um sucesso terapéutico contra a doenga.

A proteina CD133 ja foi relacionada a varios tumores s6lidos na raga humana

tais como: retinoblastoma, leucemias, carcinoma hepatocelular, carcinoma colorretal,
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carcinoma de células renais e outros. E seu nivel de expressdo, tanto génico (mRNA)
quanto proteico (imunohistoquimica) ja foi descrito em trabalhos prévios.

ARTELLS et al. (2012) descreveram a expressdo génica do CD133 em 64
pacientes portadores de carcinoma colorretal, pareando tecido neoplasico com tecido
ndo neoplasico de todos os individuos. Em 70% dos pacientes, os autores acharam
um hiperexpressdao de CD133 no tecido neoplasico.

Em outro estudo avaliando o mRNA do CD133 em 31 pacientes portadores
de carcinoma gastrico, 0o mRNA do CD133 estava expresso em 100% dos tecidos
neoplasicos, enquanto apenas 16% dos tecidos ndo neoplasicos apresentavam o RNA
mensageiro (YU et al. 2010).

Num dos poucos estudos disponiveis sobre analise génica em CCR, o mRNA
do CD133 estava hipoexpresso no tecido neoplasico em relagdo ao tecido ndo
neoplasico em 28 de 41 pacientes (p=0.04),porém, neste mesmo artigo, o CD133 ndo
se correlacionou com nenhum marcador de mau prognostico ou desfecho
desfavoravel da doenga (D’ALTERIO et al. 2010).

Nos nossos resultados, a expressao génica do CD133 no tecido neoplasico foi
menor que a média das amostras ndo neoplasicas em 82% dos pacientes. E a média
da expressao do mRNA CD133 dos tecidos neoplasicos foi significativamente menor
que a média dos nao neoplasicos. Este achado foi semelhante a outro estudo do nosso
grupo que evidenciou a hipoexpressao imunohistoquimica do CD133 em tecidos
tumorais (DA COSTA 2011). Deve-se considerar que, em ambos os trabalhos do
nosso grupo, a comparacdo dos tecidos tumorais e ndo tumorais foi feita de forma
ndo pareada, utilizando-se uma amostra menor de pacientes para fazer uma

amostragem de tecidos ndo neoplésicos.
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Esta diferenca de comportamento da expressdo do CDI133 no CCR, em
relacdo a outros tumores do trato gastrointestinal (colorretal, gastrico e pancreatico),
parece acontecer também quando se avalia o impacto prognostico do CD133 nestes
tumores.

Nos tumores do aparelho digestivo, a hiperexpressao génica de CD133 parece
associado com uma pior apresentacdo clinica da doenca. HORST et al. (2009)
avaliando mRNA CD133 em cancer colorretal encontraram significativa correlagdo
da hiperexpressdo génica com pior apresentacdo clinica da doenga, tais como
metastases hepaticas sincronicas e envolvimento linfonodal.

Achado semelhante foi publicado por HORST et al. (2009) mostrando a
hiperexpressdo de CDI133 relacionada a presenga de metastases hepaticas
sincronicas.

Num grupo de 99 pacientes submetidos a gastrectomia por carcinoma
gastrico, a alta expressdo da proteina na ITHQ esteve associada a fatores de mau
prognoéstico como: tumores maiores que 5 cm, estadio TNM avancado, linfonodos
comprometidos, invasdo linfatica e vascular microscopicas. Ainda neste mesmo
grupo, foi avaliada a expressdo génica do mRNA do CD133 em 31 pacientes, sendo
a hiperexpressdo do mRNA CD133 também associada a envolvimento linfonodal e
pior sobrevida global (YU et al. 2010).

Na analise do papel do CD133 no CCR, dois estudos, avaliando a expressao
proteica do CD133 através de IHQ, encontraram resultados diferentes em relacao aos
tumores gastrointestinais. Um destes estudos foi realizado por nosso grupo por DA
COSTA et al. (2012a e b) e foi o principal motivador para que o CD133 continuasse

a ser estudado através de outra técnica biomolecular como a RT-qPCR.
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Neste estudo, nosso grupo encontrou uma hipoexpressao imunohistoquimica
do CD133 nos tecidos tumorais e esta baixa expressao se associou com a presenga de
invasdo vascular microscépica, um reconhecido fator de mau prognostico em CCR.
Além disso, a baixa expressdo de CD133 se associou a reducdo de todas as taxas de
sobrevida estudadas (SG,SCE e SLD) na analise univariada. Porém, nao se observou
impacto desse marcador nas analises multivariadas de sobrevida (DA COSTA et al.
2012aeb).

O outro artigo analisando a expressdo proteica do CD133 demonstrou que a
hiperexpressdo proteica do CD133 foi maior em pacientes nao metastaticos e
apresentou correlacdo com fatores de bom progndstico como a falta de componente
sarcomatoide ou necrose na pega cirargica (KIM et al. 2011).

No estudo aqui apresentado, a unica correlagdo do CD133 estatisticamente
significativa com fatores progndsticos anatomopatoldgicos foi a correlagdo de sua
hiperexpressdo com a presenca de invasdo da glandula adrenal (p=0.007). A
expressao génica do CD133 ndo paresentou impacto nas curvas de SG, SCE ou SLD.

De acordo com a sétima versdio do TNM da AJCC 2010, a invasdo da
glandula adrenal caracteriza o estadio T4, isto ¢, um estadio patolégico avangado
(EDGE et al. 2010). No entanto, a correlagdo do mRNA do CD133 com o estadio
patolégico estratificado em grupos (I e 2 X 3 e 4) ndo foi estatisticamente
significativa. Com isso, ndo podemos descartar a possibilidade de falha estatistica do
tipo beta na correlagdo do CD133 com a presenga de invasdo adrenal.

Apesar da falta de significancia estatistica, possivelmente explicada por uma
amostra pequena para um tempo de acompanhamento de 5 anos, ao analisarmos

apenas descritivamente, percebemos uma associacdo da hiperexpressio de mRNA
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CD133 com alguns fatores de mau prognostico € com menores tempo de sobrevida
nas curvas apresentadas, embora sem significancia estatistica, ressaltemos.

Por se tratar de um dos poucos estudos analisando o mRNA do CD133 em
CCR, este trabalho parece mostrar que a correlagdo entre hiperexpressdo de CD133 ¢
fatores de mau prognostico em CCR nido ¢ diferente dos tumores gastrointestinais,
merecendo uma investigacdo numa maior coorte, ao invés de ser descartado com
fator prognoéstico em CCRcc.

Os achados diferentes entre as técnicas de RT-qPCR e IHQ também foram
previamente relatados em tumores colorretais (KEMPER et al. 2010) e em tumores
gastricos (YU et al. 2010). Sugerem os autores que uma mudanca no padriao de
glicosilagcdo da proteina levaria a alteracdo na expressdo imunohistoquimica do
epitopo AC 133.

A importancia da glicosilacdo no mecanismo de diferenciacao celular parece
estar bem definido. Sabe-se que o estado de glicosilagdo de uma célula muda de
acordo com seu grau de diferenciagdo e transformacdo maligna. Devido a ligagdo
restrita do anticorpo AC133 a um epitopo glicosilado de CD133, é possivel que a
expressao do antigeno AC133 observada possa estar subestimada, quando vista como
uma medida de expressdo do CD133 (CORBEIL et al. 2000).

Ademais, nem sempre a hiperexpressdo de um marcador biomolecular,
verificada durante a transcricdo através do mRNA, se traduz inequivocamente em
alta expressao pela imunohistoquimica. Além da questdo da glicosilagao dos epitopos
mencionada acima, inimeros outros eventos biomoleculares podem ocorrer para a
baixa expressao na [HQ.

De qualquer modo, ¢ curioso que numa mesma Institui¢do com expertise em
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técnicas biomoleculares, a hipoexpressao imunohistoquimica esteja associada a
eventos desfavoraveis especificos (morte por CCR e recidiva), equanto que a sua
hiperexpressao em mRNA pareca se associar com pior progndstico. Consideragdes
devem ser feitas a respeito de um eventual erro ao compararmos “pari passu’ estes
diferentes estudos de nosso grupo como se fossem similares.

O estudo atual, infelizmente, por diversas limitagdes, ndo atingiu poder
estatistico para validar a expressao do mRNA do CD 133 como fator prognostico
independente em CCR, ao contrario do estudo de DA COSTA (2012 ae b).

O estudo em tela, analisou o CD 133 apenas em portadores de CCR tipo de
células claras, enquanto que na série de DA COSTA (2012 a ¢ b) tivemos 30% de
outros tipos histoldgicos (42 de 142 paciente ndo apresentavam CCR de células
claras).

Além disso, por motivos logisticos de nossa institui¢do (disponibilidade em
Biobanco), os pacientes analisados por RT-qPCR nesta série foram diferentes
daqueles analisados por imunohistoquimica. Um futuro estudo analisando as duas
técnicas no mesmo grupo de pacientes seria importante para confirmar a eventual
“incongruéncia de achados entre elas ao se estudar o CD133 em pacientes portadores

de CCR.

5.3 EXPRESSAO DO BAP1

O conhecimento a respeito do panorama de mutagdes no CCRcc, o subtipo
histologico mais agressivo do CCR, mudou drasticamente nos ultimos quatro anos

em decorréncia dos achados de estudos génomicos em cancer renal. Antes conhecida
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como a doenca de um unico gene, o VHL. Sabe-se que a mutacdo ou inativacdo
epigenética do gene von Hippel Lindau, encontrada em até 90% dos CCRcc, ainda ¢
considerada o evento primario na patogénese deste tumor, porém nao apresenta valor
prognostico e/ou preditivo significativo (RAKIN et al. 2006).

Neste contexto, novos estudos de sequenciamento identificaram uma
frequéncia alta de mutacdo em outros genes, envolvidos na remodelagdo de
cromatina, podendo-se citar o PBRM1 (41%), o KDM5C (9%), o BAP1 (8%) ¢ o
SETD2 (4%) (DALGLIESH et al. 2010; GUO et al. 2012). Apesar do mecanismo de
acdo destes genes remodeladores de cromatina ainda ndo estar totalmente
esclarecido, a cromatina, juntamente com as histonas, sdo a base da arquitetura
génomica e sua desregulacao certamente acarreta alteragdes na transcrigdo de outros
importantes genes (HORN et al. 2002). Estas altera¢cdes em genes envolvidos com
controle epigenético torna a via de remodelagdo de cromatina um campo emergente e
promissor no estudo da oncogénese renal.

Como ja foi relatado na introdugdo desta dissertacdo, 3 destes genes de
remodelacdo de cromatina (BAP1, PBRMI1 e SETD2) estdo localizados no mesmo
brago curto do cromossomo 3 (3p21), préoximos ao locus 3p25 do gene VHL.
Portanto, a perda de um dos alelos do 3p, presente na maioria dos CCRcc, acarreta
uma alteracdo em 4 genes com possivel ligagdo funcional entre eles. Estudos como
estes que identificaram os genes remodeladores de cromatina continuam a serem
feitos por varios centros. Neste contexto, um grupo da Mayo Clinic publicou
recentemente 31 genes altamente expressos no CCRcc que provavelmente possuam
papel importante no inicio e na progressao desta doenca (VON ROEMELING et al.

2014).
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Estudos de exome sequencing, confirmados pelo sequenciamento por método
Sanger, demonstraram o BAP 1 como um gene supressor tumoral no CCRecc,
funcionando de acordo com a teoria "two-hit tumor supressor" (PENA LLOPIS et al.
2012). A perda inicial do brago pequeno do cromossomo 3 pode inativar varios genes
ligados a supressdao tumoral no CCRcc, incluindo o BAP1. A maneira de inativacao
do segundo alelo do BAP1 ¢ especifica de cada orgdo ou tecido. Nos mesoteliomas,
por exemplo, ambos os alelos devem ser inativados por muta¢des pontuais ou
inser¢des (TESTA et al. 2011). No CCRecc, esta perda do 3p leva a um estado celular
de vulnerabilidade para a perda do segundo alelo do BAP1. PENA LLOPIS et al.
(2012) encontrou uma frequéncia de 14% de mutacdes no alelo restante do BAPI,
sendo a maioria delas produtoras de proteinas truncadas, geralmente no dominio
UCH (ubiquitin C terminal hydrolase) da deubiquitinase nuclear.

A perda de um alelo nativo e a presenga de mutacdes truncadas no alelo
remanescente podem explicar o nosso achado de baixa expressio de mRNA do
BAP1 no tecido tumoral quando comparado ao pool de amostras de tecidos ndo
neoplasicos. Esta diferenga de expressao foi estatisticamente significativa (p=0.0034)
e 86% pacientes apresentaram menor expressao de mRNA no tecido tumoral.

Em relagdo aos fatores clinicos e epidemioldgicos, encontramos associacao
entre a expressdo do BAP1 e a classificagdo de ASA (p=0.029). Estudo prévio de
nosso grupo demonstrou a classificagdo da American Society of Anesthesiology como
ferramenta prognostica adicional no CCR, semelhante aos escores de status
performance como ECOG e Karnofsky Performance Status (KPS). Dentre os 145
pacientes, os classificados como ASA 3 apresentaram menores taxas de SG,SCE e

SLD que os ASA 1 e 2, com impacto nas analises uni e multivariadas.
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Adicionalmente os ASA 3 tiveram 10 vezes mais metastases € menos tumores
assintomaticos que os demais (DE CASSIO ZEQUI et al. 2010). Recentemente
corroboramos a associa¢ao do ASA 3 com varidveis clinicopatologicas desfavoraveis
e com menor SG na analise univariada (FERREIRA et al. 2013).

Em relacdo as varidveis anatomopatoldgicas de reconhecido valor
prognoéstico, ndo encontramos associacdes entre a expressio do BAPI e estas
variaveis ao analisarmos os 88 pacientes da casuistica. Na analise feita com exclusao
dos 11 pacientes metastaticos, encontramos a correlagdo estatisticamente significante
da baixa expressdao do BAP1 com: tumores maiores que 4cm, tumores com estadio
pT 3 e 4, presenca de invasdo de gordura perirrenal/seio renal e com estadios
patolégicos avangados (3 ¢ 4).

Nao sabemos com certeza se as metastases apresentam interagdes com a lesao
primaria a ponto de influenciar a expressdo do tumor primario e, por isso, optamos
por investigar a expressdo do mRNA num tumor “livre” em teoria de eventuais
influéncias. Esse talvez seja um ponto favorarel em nossa analise.

Frente a esses resultados, talvez o BAP 1 seja importante nos CCR
localizados e localmente avangados e ndo nos metastaticos, situagao na qual diversos
eventos biomoleculares que confiram mais vantagens adaptativas (mutagdes
adicionais, imortalizacdo celular, interacdes com outras vias biomoleculares ainda
desconhecidas etc) possam ter ocorrido. Um exemplo disso € o verificado com a
anidrase carbonica IX, um marcador progndstico importante em pacientes com
metastases, mas insignificante para pacientes com doenca local ou loco regional
(SANDLUND et al. 2007; DE MARTINO et al. 2009).

Sabe-se que o tamanho tumoral é fator prognoéstico independente, porém,
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principalmente em idosos, existe uma chance de até¢ 12% a 20% de benignidade em
pequenas massas renais. At¢é mesmo as PMR, quando malignas, podem ja se
apresentar metastaticas entre 1 a 8% dos casos (KLATTE et al. 2008). A bidpsia na
identificagdo de malignidade em pequenas massas tumorais apresenta boa
sensibilidade e também boa especificidade na caracterizagdo do subtipo histologico.
No entanto, a sensibilidade ¢ baixa para identificacdo de outros importantes fatores
de mau progndstico como grau de Fuhrman e presenca de necrose (MILLET et al.
2012).

A identificacdo de fatores de mau prognostico em bidpsias de pequenas
células renais ¢ de extrema importancia para prever o potencial de agressividade da
massa ¢ ajudar na decisdo terapéutica, principalmente em caso de Active
Surveillance. Frente ao nosso achado de BAP1 pouco expresso em tumores maiores,
podemos tentar investigar a correlacdo entre a baixa expressdo de mRNA com PMR
de maior potencial de crescimento e agressividade.

O envolvimento da gordura perirrenal é reconhecido como fator progndstico
independente em algumas séries. A invasdo da gordura adjacente ao seio renal
confere pior evolugdo se comparada a invasdo da gordura da face externa do rim
(TAKASHI et al. 1993). Ao analisar uma série de 205 pacientes inicialmente
classificados como pT3a, THOMPSON et al. (2005) demonstrou que os 43 pacientes
que apresentavam invasao da gordura do seio renal tinham maior mortalidade cancer
especifica, mesmo na analise multivariada, em relacdo aos pacientes apenas com
gordura perirrenal comprometida. THOMPSON et al. (2005) sugere inclusive
modificac¢des na classificacdo dos tumores pT3a pela AJCC.

O estadiamento TNM (Tumour-Node-Metastasis) ¢ o sistema prognéstico
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mais utilizado em CCR. Submetido a frequentes atualizagdes, encontra-se desde
2010 em sua sétima versdo pela American Joint Comitte on Cancer (AJCC) e ¢
importante ferramenta de estratificagdo de pacientes portadores de CCR (TELOKEN
et al. 2009).

A relacdo encontrada com estadios patologicos avangados foi compativel com
outros estudos prévios em CCRcc. Estadios patoldgicos 3 e 4 foram associados a
pacientes BAP1 negativos na imunohistoquimica (JOSEPH et al. 2013) e a pacientes
com presenca de mutacao no gene BAP1 (HAKIMI et al. 2013).

A perda de um alelo BAPI foi associada a tumores com maior grau nuclear
de Fuhrman, 3 e 4. Os autores atribuiram este achado a uma ativa¢do da via
tumorigénica do mTOR- mammalian target of rapamycin (PENA LLOPIS et al.
2012). A mesma correlagdo entre alto grau de Fuhrman com baixa expressdo de
BAP1 também foi encontrada em analise de 1330 casos por imunohistoquimica
(JOSEPH et al. 2013). Em nossa estatistica, essa correlacdo com grau de Fuhrman
ndo foi reprodutivel. Vale ressaltar que neste estudo, que os casos com grau de
Fuhrman 3 e 4 foram proporcionalmente menores que os casos grau 1 ¢ 2, 33% ¢
67%, respectivamente.

Num estudo analisando a evolucdo pds operatoria de pacientes com CCRcc
de baixo risco pelo Mayo clinic SSIGN score (FRANK et al. 2002), os autores
encontraram a expressdo imunohistoquimica do BAP1 como fator de risco para
mortalidade cancer especifica na analise univariada. Em outro estudo analisando
targeted sequencing de 185 pacientes portadores de CCRcc, a presenga de mutagdes
no BAP1 impactou negativamente a curva de sobrevida cancer especifica (HAKIMI

etal. 2013).
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Estudo da Universidade do Texas entre 1998 e 2011 analisou, por
sequenciamento, a frequencia de mutacdo entre dois genes de remodelagdo de
cromatina, o BAP1 ¢ o PBRMI. Entre os 145 pacientes, percebeu-se que as
mutagdes destes dois genes foram, na sua grande maioria, mutuamente exclusivas.
Os pacientes BAP1 mutantes apresentaram sobrevida global menor que os PBRM1
mutados (4.6 anos, intervalo confianca 2.1-7.2 X 10.6 anos; ic 9.8 — 11.5). Nesse
mesmo estudo, os autores validaram este impacto do BAP1 na SG em outra coorte
com 327 pacientes do Projeto The Cancer Genome Atlas. Os poucos casos de
mutagdes duplas sincronicas, BAP1 e PBRMI, foram associados a componente
sarcomatoide e a pior curva de SG e SCE (KAPUR et al. 2013).

Em relagdo ao PBMR1, nosso grupo demonstrou por IHQ e por RT-qPCR do
mRNA que a perda de sua expressdo génica e proteica se associou a piores taxas de
SCE e SLD em andlise univariada e também com fatores clinico patolégicos
desfavoraveis (DA COSTA et al. 2014).

Nossa casuistica demonstrou que o BAP1 esteve também associado a fatores
de mau prognoéstico ja estabelecidos na literatura. A ausé€ncia de impacto deste
marcador nas trés curvas de sobrevida pode ser consequencia da baixa casuistica,
haja visto que existe uma nitida tendéncia de dissociacdo das curvas de SG e SCE
entre pacientes ndo metastaticos com valores abaixo e acima da mediana da
expressao de mRNA do BAPI.

Os estudos inicias de sequenciamento foram capazes de mostrar a frequencia
de mutagdao do BAP1 nos casos de CCRcc, bem como, mostrar as correlagdes entre a
presenga destas mutagdes com fatores classicos de mau progndstico e piores curvas

de sobrevida. No entanto, a analise por sequenciamento ndo ¢ capaz de analisar os
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casos onde o gene BAP1 possa sofrer algum tipo de silenciamento epigenético.

Buscando um outro ponto de vista sobre o BAPI, autores apresentaram
estudos analisando a expressdo proteica através de imunohistoquimica. Com uma
casuistica significativa, JOSEPH et al. (2013) analisou mais de 1300 pacientes com
CCRcc classificados como baixo risco. Conforme o resultado da imunohistoquimica,
os pacientes foram classificados como BAPI nuclear negativos ou BAP1 nuclear
positivos. Apesar do achado de aproximadamente 11% de BAPI negativos ser
compativel com estudos de mutacdo (5 a 15%), o autor mostrou a dificuldade de
classificar um niimero expressivo de casos. Os casos duvidosos foram considerados
como BAP1 heterogéneos ou BAPI fraco reagente e ambos foram excluidos do
estudo.

A andlise por sequenciamento do gene BAP1 falha por ndo identificar
possiveis silenciamentos epigenéticos do gene. Por sua vez, a analise da expressao
proteica por imunohistoquimica pode apresentar dificuldades técnicas pré-analiticas,
analiticas e pos-analiticas de classificagdo dos casos.

Em CCRcc, ndo é do nosso conhecimento estudos prévios de analise do
mRNA do BAPI através da técnica de RT-qPCR. Esta técnica é capaz de demonstrar
a auséncia de expressdo génica, seja devido a mutagdes truncadas ou por
silenciamento epigenético.

A técnica de RT-qPCR pode apresentar falhas como: contaminagdo da
amostra com DNA gendmico; a amplificagdo de transcritos nido especificos ou a
medigdo de sinais inespecificos por excesso de oligonucleotideos iniciadores. Porém,
sdo atualmente disponiveis varios recursos metodologicos que permitem detectar a

eventual formagdo de moléculas espurias, mantendo a alta qualidade nos
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experimentos realizados, como realizado em nossa institui¢oes.

Em nossa metodologia, ap6s o tratamento da amostra com a enzima DNAase,
a auséncia do DNA gendémico foi confirmada através do teste negativo pro gene
GAPDH e pela auséncia de amplificacdo de fragmentos em gel de agarose. Além
disso, as sondas foram desenhadas para serem complementares ao transcrito de
interesse na regido delimitada pelos iniciadores, normalmente na juncdo entre dois
éxons do transcrito, evitando assim amplificagdo por DNA gendmico.

A presenga de dois picos de amplificagdo, sugestiva de dimeros de primers
foi especificamente interessante na analise do mRNA do BAP1. Somente apés o
ajuste da concentragdo dos primers forward e reverse foi possivel uma curva de
dissociacdo unica, indicando a amplificacao especifica do gene de interesse.

Em nosso estudo, encontramos dificuldade para estratificar os pacientes em
grupos de acordo com o grau de expressio do mRNA. Utilizamos os valores
numéricos puros para fazermos as correlagdes com os fatores de mau prognosticos ja
estabelecidos e utilizamos os percentis destes valores para estratificar os grupos na
confecg¢do das curvas de sobrevida. A busca por novos métodos de agrupamento de
pacientes de acordo com o valor da expressdo génica sera importante para estudos
futuros em nosso grupo.

Podemos até mesmo discutir qual o valor ideal de calibracdo, a partir do qual
comparamos os demais valores. As amostras normais de nossa série representam o
peritumoral ndo neoplasico de apenas 9 pacientes, que serviu de comparagdo com
todos os 88 casos. Entretanto isso ¢ pratica comum € ndo nos parece necessario e
economicamente viavel investigar amostras ndao tumorais em uma grande série de

pacientes.
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Estudos que analisam o comportamento de um gene utilizando um método
unico estdo sujeitos a erros nos resultados por problemas metodologicos.
Entendendo-se que exista uma sequencia de processos desde a presenca de um gene
até a expressao de seus produtos funcionais (MRNA e proteinas), futuros estudos
devem buscar a analise de toda esta cadeia de processos, utilizando-se de diferentes
técnicas biomoleculares na analise de um mesmo gene.

Nosso grupo ja realizou estudo analisando a expressdo do VHL, principal
gene do CCRcc, em todas as etapas desde da transcricdo quanto tradugdo. O
sequenciamento revelou 35 novas mutagdes ndo descritas do VHL,incluindo os tipos:
missence, nonssense, delegoes e duplicagdes. Porém, a presenca das mutagdes nao
foram concordantes com os resultados encontrados nas expressdes génicas e
proteicas. Uma das possiveis explicacdes para esta nao concordancia pode ser por
casos VHL positivos na imunohistoquimica com proteina produzida por alelo
mutado ¢ ndo do tipo selvagem. E a RT-qPCR pode ndo distinguir entre 0 mRNA
normal ou um splicing alternativo (ALVES et al. 2014).

Nossa casuistica demonstrou que o gene BAP1 novamente esteve associado a
fatores de mau progndstico ja estabelecidos na literatura. A auséncia de impacto
significativo deste marcador nas curvas de sobrevida pode ser consequencia da baixa
casuistica, haja visto que existe uma tendéncia de dissociagdo das curvas de SG e
SCE entre pacientes ndo metastaticos com valores abaixo e acima da mediana do
BAPI1. Numa outra abordagem para analisar o desfecho clinico com os valores de
expressio do BAPI1, percebemos que, apesar dos grupos de pior desfecho
apresentarem uma menor média de expressdo do mRNA do BAPI, também ndo

houve diferenca estatisticamente significativa nos valores do mRNA entre os grupos:
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vivos X mortos por cancer X mortos por outras causas e também entre os Sem
recidiva X com recidiva.

De acordo com a teoria da heterogeneidade tumoral proposta por
GERLINGER et al. (2012), os eventos mutacionais em genes de remodelacdo de
cromatina do cromossomo 3p podem ser eventos ramificadores e formadores de
tronco de linhagens celulares heterogéneas dentro de um mesmo tumor.

Por se tratar de um estudo piloto, com limitadores de custo, este trabalho
serviu para validar a importancia do BAP1 como marcador tumoral e estimular a
continuagdo da pesquisa deste, e de outros genes envolvidos na remodelagdo de
cromatina, com uma maior casuistica, com analises através de mais de um método
biomolecular e, por fim, incluir um maior nimero possivel destes genes para estudar
suas frequéncias de inativacdo e as possiveis correlacdes entre eles. As correlagdes
conhecidas até o momento, por ex: BAP1 e PBRMI1, podem, no futuro, ajudar a
montar um perfil genético de agressividade tumoral. Também, ¢ importante a analise
de diferentes microareas tumorais € até mesmo metastases, em futuros estudos,
respeitando-se o conceito da heterogeneidade tumoral.

Por ora ja se encontra em andamento a analise imunohistoquimica do BAP -1
numa série de nossa institui¢do que inclui estes 88 casos e mais todos os casos em
laminas de TMA, visto que ndo depende de material em biobanco. De posse desses
dados num futuro breve, poderemos entender melhor o desencadeamento bioldgico

entre a transcri¢ao e a expressao proteica deste gene.
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CONCLUSOES

O mRNA do CD133 e do BAP -1 sdo menos expressos no CCRcc em

comparagdo ao tecido renal ndo neoplasico.

A baixa expressdo do mRNA do CD133 se associou a presenca de invasao

tumoral da glandula adrenal.

A expressao do CD133 ndo apresentou impacto nas curvas de SG, SCE ou

SLD.

A baixa expressado do mRNA do BAPI1 se associa a fatores de mau
prognostico como: a ocorréncia de tumores maiores (> 4cm), invasdo de

gordura perirrenal/seio renal e estadios patoldgicos avangados.

Nas curvas de SG e SCE, os casos com baixa expressao de do mRNA do
BAP1 apresentaram curvas inferiores de sobrevida, porém, sem impacto

estatisticamente significativo.
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Anexo 1 — Ficha de Levantamento de dados

Nome:

Registro: Lamina: Data de
admisséo:

Idade (anos): Raca: (1) Branco (2) Nao branco Sexo: (1)

Masculino (2) Feminino Tabagismo: (1) Fumante (2) Nao fumante (9) Ignorado
“Packyear”: (0) Ignorado (1) 1-10 Packyears (2) 11-20 Packyears (3) >20 Packyears
ECOG: (0)0 (1) 1(2)2

ASA: (1)1 (2)2 (3)3 (4)4 Sintomas: (0) Auséncia (1) Hematuria (2) Dor lombar (3)
Emagrecimento (4) Febre (5) Outros (6) Massa palpavel (9) Ignorado

Tempo de Evolucéo (meses):

Tumor incidental: (0) Sim (1) Ndo

Metéstase ao diagnostico: (0) Nao (1) Sim
Tumor Familiar: (0) Nao (1) Sim

N° de Familiares: (0) 0 (1) 1 (2) 2
Hemoglobina: Hematocrito:
Cirurgia: (1) Radical (2) Parcial

Incisdo: (1) Abdominal (2) Lombotomia
Ressecgdo: (0) Irressecavel (1) Ressecgao total (2) Margem microscopica (3)
Margem macroscopica

Tempo de Cirurgia:

Data da Cirurgia: Transfusdo: (0) Nao (1) Sim

Volume de transfusao:

Complicagdes Precoces: (0) Nio (1) Insuficiéncia renal aguda (2) fleo paralitico (3)
Infeccdo (4) Cardiovascular (5) Tromboembolismo (6) Fistula urinaria (7)
Hemorragia (9) Outras

Internacéo (dias): ComplicacGes Tardias: (0) Nao (1)

Insuficiéncia renal aguda (2) Suboclusao intestinal (3)



Parede abdominal Estadio T: (1) Tla Estadio N: (0) NO TNM: (1) TNOMO

N° de Linfonodos: N° de Linfonodos +:

Estadio Robson: (1) I (2) IT (3) IIIa (4)I1Ib (5) IIlc (6) IV
Estadio clinico: (1) I (2) IT (3) I1I (4) IV Grau de Fuhrman: (1) I (2) IT (3) I1I (4)
v

Tipo Histoldgico: (1) Células claras (2) Papilifero (3) Croméfobo (4) TTE3 Gene
(5) Ductos coletores (6) Inclassificavel (7) Outros

Diametro tumoral (cm): Lateralidade: (1) Direito (2)

Esquerdo (3) Bilateral Tumor bilateral: (0) Nao (1) Sincrénico (2) Metacronico
Multifocal: (0) Nao (1) Sim Topografia: (1) Poélo superior (2) P6lo médio (3) Pélo
inferior (4) Mais de um pdlo Invaséo vascular: (0) Nao (1) Sim Invaséo vascular
linfatica: (0) Nao (1) Sim Invasao de veia renal: (0) Ndo (1) Sim Invaséo de veia
cava: (0) Ndo (1) Sim Invaséo de pelve e/ou ureter: (0) Nao (1) Sim

(4) Hipertensao arterial sistémica (6) ) Outras (2) T1b (3) T2 (4) T3a (5) T3b(6) T3c
(7) T4

(1) N1 (2) N2 (3) Nx (2)TN+MO (3) TNOM+ (4) TN+M+

Invasdo de gordura: (0) Nédo (1) Sim
Necrose tumoral: (0) Nao (1) Sim
Invasdo de Adrenal: (0) Nao (1) Sim
Falha: (0) Nao (1) Sim Data da falha:
Falha: (0) Nao (1) Local (2) Pulmao (3) Osso (4) Figado (5) SNC (7) Outro

Tratamento: (0) Nao (1) Cirurgia (2) Radioterapia (3) Cirurgia + RT Imunoterapia
+ quimioterapia (6) Outro (7) Quimioterapia (8) Inibidor tirosina quinase

Data da ultima consulta: Status: (1) Vivo sem

doenca (2) Vivo com doenca (3) Morte outras causas (5) Morte por cancer
(6) Perda de vista Obito: (1) Sim (2) Nao Sobrevida global (meses):

Sobrevida livre de doenca (meses): Seguimento atualizado (meses):



Anexo 2 — Estadiamento TMN (2010 — 7% edi¢do)

KIDNEY STAGING FORM

CLINICAL P ATHOLOGIC
Extent of disease before STAGE CATEGORY DEFINITIONS Extent of disease through
any treatment completion of definitive surgery

O y clinical - staging completed LATERALITY: O y pathologic - staging completed
;ﬂg :eoedw\:'anly;;rrag?rry bt Tumor SIZE: Oleft O right O bilateral ggg;gqaﬁrﬁi\ruargl :I;eraw AND
PRIMARY TUMOR (T)
O ™ Primary tumor cannot be assessed a 1
a 7o No evidence of primary tumor a To
amn Tumor 7 cm or less in greatest dimension, limited to the kidney amn
Q Tia Tumor 4 cm or less in greatest dimension, limited to the kidney O Ta
a Tib Tumor more than 4 cm but not more than 7 cm in greatest dimension limited to Q Tib
the kidney
Q m Tumor more than 7 cm in greatest dimension, limited to the kidney amn
O T Tumor more than 7 cm but less than or equal to 10 cm in greatest dimension, g T2a
limited to the kidney
a T2 Tumor more than 10 cm, limited to the kidney Q T2
Q T3 Tumor extends into major veins or perinephric tissues but not into the ipsilateral & T3
adrenal gland and not beyond Gerota's fascia
O T3 Tumor grossly extends into the renal vein or its segmental (muscle containing) U T3a
branches, or tumor invades perirenal and/or renal sinus fat but not beyond
Gerota's fascia
Q T3 Tumor grossly extends into the vena cava below the diaphragm a T
Q T3 Tumor grossly extends into the vena cava above the diaphragm or invades the Q T3
wall of the vena cava
a T4 Tumor invades beyond Gerota's fascia (including contiguous extension into the QT4
ipsilateral adrenal gland)
REGIONAL LYMPH NODES (N)
a Nx Regional lymph nodes cannot be assessed O NX
O nNo No regional lymph node metastasis Q No
o N Regional lymph node metastasis a N
DISTANT METASTASIS (M)
a wmo No distant metastasis (no pathologic MO; use clinical M to complete stage group)
a m Distant metastasis a wm
ANATOMIC STAGE « PROGNOSTIC GROUPS
CLINICAL i ; PATHOLOGIC
GROUP T N M | GROUP T N M
al T NO MO a ™ NO MO
a T2 NO MO (a T2 NO MO
aum TiorT2 N1 MO (a m TiorT2 N1 MO
T3 NoorN1 MO T3 NOorN1 MO
aw T4 Any N Mo (a v T4 Any N MO
Any T Any N M1 Any T Any N M1
|
O Stage unknown | O Stage unknown




Anexo 3 — Carta de aprovacgio da Comissdo de Etica e Pesquisa do A.C.Camargo
Cancer Center (CEP)

A.C.Cama rgo Comité de Etica em
) Pesquisa - CEP
Cancer Center

Sdo Paulo, 25 de abril de 2013,

Ao
Dr. Sténio de Cassio Zequi.

Aluno: Deusdedit Cortez Vieira da Silva Neto (Mestrado).

- Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1712/12
“Analise do valor da expressdo de RNA mensageiro dos genes CD133 e do BAPl como
fatores progndsticos no carcinoma de células renais”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunido de
23/04/2013, apés analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de
11/12/2012, aprovaram a realizagdo do projeto do estudo (datado de 26 de margo de 2013)
em referéncia e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

~  Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;
»~  Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do Conselho Nacional de
z Sande;
'~ » Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;
»  Declaragio Sobre os Dados Coletados, Publicagdo dos Dados e Propriedade das
Informagoes Geradas;
~  Declaragdio Sobre o Uso e Destino do Material Biologico, Publicagio dos Dados e
Propriedade das Informagdes Geradas;
» Declaragdo Sobre a Publicagio dos Dados de Pesquisa Utilizando Amostras
Fornecidas e Processadas pelo Biobanco do Hospital AC Camargo;
» Declaragdo de Ciéncia e Comprometimento do Biobanco do Hospital AC
Camargo; )
» Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Urologia do
Hospital AC Camargo;
~ Declaragdo de - Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia
Patologica do Hospital AC Camargo;
~ Declaragdo de Infraestrutura e Instalagdes do Departa.mcmcl de Urologia do
Hospital AC Camargo;
~  Orgamento Financeiro Detalhado.

Informacoes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas ao
CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,
N
Prof. Dr. Luiz Paulo Kowalski
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa ) 11




