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RESUMO

Fares AF. Analise da expressdo de beta catenina, E-caderina e N-
caderina em carcinoma de células renais metastatico. Sdo Paulo; 2018.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Introducdo: Apesar dos crescentes avangos em torno das vias de
carcinogénese e mecanismos tumorais e de metastases, ainda se
desconhecem biomarcadores moleculares que guiem o prognostico e a
conduta terapéutica no CCRm. O objetivo desse estudo foi avaliar a
expressdo imunohistoquimica na metastase de CCRm de proteinas
relacionadas a via de carcinogénese da transicdo epitélio-mesénquima.
Materiais e métodos: Dos 129 pacientes com CCRm tratados no
A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de 2007 a margo de 2016 que
tiveram o tecido metastatico analisado, coletamos dados epidemioldgicos,
clinicos e patoléogico. Foram avaliados os graus de expressao
imunohistoquimica dos marcadores N-caderina, E-caderina e Beta-catenina,
utilizando-se do método de tissue microarray. Resultados: No modelo de
Cox simples, observamos positividade da N-caderina e da beta-catenina
nuclear, estando relacionadas tanto com SG (p=0.01, p=0.004,
respectivamente) quanto com SLP (p=0.001, p=0.018, respectivamente).
Com relacdo ao modelo de Cox multiplo, observamos positividade da beta-
catenina nuclear (RR = 0.40, IC 95% 0.18 — 0.87) e da Classificacédo do
IMDC (RR = 0.18, IC 95% 0.043 - 0.74) para SG enquanto observamos
apenas positividade da Classificagdo IMDC para SLP (RR = 0.12, IC: 0.02 —
0.53, p = 0.005). Realizado analise de Kaplan Meier estratificada criando-se
a variavel N-caderina positiva / Beta-catenina positiva, onde notamos que se
ambos os marcadores positivos, a SG mediana nao foi atingida, enquanto
que se ambos negativos, SG mediana era de 43.33 meses (p 0.004, IC 20.7
— 62.8). Referente a SLP, temos que se ambos os marcadores positivos,
SLPm foi 125.5 enquanto se ambos negativos, foi 51.9m (p = 0.004 IC 18.9



— 45.04). Conclusao: corroborando a teoria da necessidade de transi¢cao
mesénquima-epitélio na metastase para que a colonizagado do novo sitio seja
eficaz, observamos SG e SLP superior nos pacientes com fendtipo

mesenquimal na metastase.

Descritores: Neoplasias Renais. Metastase Neoplasica. Caderinas. Imuno-
Histoquimica. Analise Serial de Tecidos.



SUMMARY

Fares AF. [Evaluation of Beta-catenin, E-cadherin and N-cadherin in
metastatic renal cell carcinoma]. Sao Paulo; 2018. [Dissertacdo de
Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Background: Despite oncologic community effort towards metastasis
pathways and carcinogenesis studying, a lot is yet unknown regarding
metastatic renal cell carcinoma (mCCR) prognostic and predictive
biomarkers. We aimed to evaluate immunohistochemical staining of mCCR
metastatic tissue Materials and Methods: A hundred and twenty nine
patients with mCCR treated at A.C.Camargo Cancer Center between
January 2007 and March 2016 had their clinical and pathological data
retrospectively collected. A Tissue Microarray (TMA) was constructed and
evaluation of E-cadherin, N-cadherin and Beta-catenin was performed.
Results: In a simple Cox analysis, N-cadherin and nuclear-Beta-catenin
were prognostic for overall survival (OS)( p=0.01, p=0.001, respectively) and
progression free survival (PFS) (p=0.004, p=0.018). Regarding multiple Cox
analysis, Nuclear-beta-catenin (RR = 0.40, IC 95% 0.18 — 0.87) and IMDC
Prognostic Classification (RR = 0.18, IC 95% 0.043 — 0.74) were positive for
OS, while for PFS, only IMDC Prognostic Classification was positive (RR =
0.12, IC: 0.02 — 0.53, p = 0.005). In addition, we performed a stratified
Kaplan Meier survival analysis, creating a new variable with N-cadherin
positive / Nuclear-beta-catenin positive. When this variable was positive, OS
was non-reached, while when negative, OS was 43.33 m (p 0.004, Cl 20.7 —
62.8); when both were positive, PFS was 125.5m and were negative it was
51.9m (p = 0.004 Cl 18.9 — 45.04). Conclusion: we found that patients with
mCCR and mesenchymal phenotype in metastatic tissue have longer OS
and PFS, favoring mesenchymal-epithelial-transition theory.

Key-words: Kidney Neoplasms. Neoplasm Metastasis. Cadherins.
Immunohistochemistry. Tissue Array Analysis
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1  INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA E HISTORIA

O carcinoma de células claras renal (CCR) ocupa o décimo terceiro
lugar em frequéncia no mundo e representa cerca de 3,7% do total das
neoplasias diagnosticadas nos Estados Unidos (FERLAY et al. 2010;
NOONE et al. 2018). Cerca de 20 a 30% dos pacientes ja tém o diagndstico
como doencga metastatica e tem uma sobrevida baixa, de cerca de 11,6% em
5 anos (NOONE et al. 2018).

Os fatores de risco mais comuns sao hipertenséo arterial sistémica,
tabagismo e obesidade. Outras condigdes clinicas associadas com CCR
sao: insuficiéncia renal crbnica, hemodiadlise, transplante renal, doencas
cisticas renais e possivelmente diabetes mellitus (MCLAUGHLIN et al.
2006). Habitos de vida como consumo de carne vermelha, também parecem
ter alguma influéncia no aparecimento de CCR. A realizacdo de atividade
fisica pode reduzir em até 9% o risco de CCR e o consumo moderado
(>=11g/dia) de alcool também parece reduzir as taxas de CCR. Fatores
genéticos também contribuem para o aumento de incidéncia de CCR, como
na Sindrome de von Hippel Lindau, sindrome de Birt-Hogg-Dubbé e
Sindrome de carcinoma renal papilifero, entre outras (GNARRA et al. 1994;
HAAS et al. 2014). Os casos esporadicos representam até 95% do total

enquanto que até 5% estao relacionados a CCR hereditarios e familiares.



Historicamente, a quimioterapia nunca foi eficaz no CCR, € menos de
25% dos pacientes respondem ao tratamento com interleucinas
(MCDERMOTT et al. 2005). A escassez de tratamento sistémico efetivo
disponivel e a descoberta da intima relagao de fatores angiogénicos e CCR,
motivaram estudos no final dos anos 90 e inicio dos anos 2000 com
terapias-alvo, tendo como um de seus protétipos o sunitinibe, uma molécula
inibidora de multiplas quinases, em especial as relacionadas aos receptores
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), do fator de crescimento
de fibroblastos e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (RINI
2007). Em 2007 tivemos a divulgacdo de um dos primeiros estudos fase llI,
multicéntrico e randomizado, coordenado por MOTZER et al. que
estabeleceu a superioridade do sunitinibe sobre o inferferon alfa, terapia
padrao da época (CHAND et al. 2005; MOTZER et al. 2009). Dessa forma,
os inibidores de tirosina quinase tornaram-se as medicagcbes padrao-ouro
para o tratamento de primeira-linha de CCRm.

Com o advento das terapias- alvo, a sobrevida global mediana dos
pacientes com cancer renal metastatico aumentou consideravelmente,
chegando a 24-26 meses (71,8% de sobrevida em 5 anos) (NOONE et al.
2018). Apesar disso, a duracado da resposta é bastante heterogénea e nao
tdo duradoura, sendo a sobrevida livre de progressdo mediana cerca de 11
meses na primeira linha de terapia. Além disso, do total de pacientes que
iniciam tratamento sistémico, apenas cerca de 43% conseguem receber uma
segunda linha de tratamento e 11% uma terceira linha, demonstrando a

importancia de se escolher o tratamento correto ja na primeira linha



(ALIMOHAMED et al. 2014). Para isso, seria interessante o conhecimento de
biomarcadores prognosticos e preditores de resposta a determinado
tratamento-alvo, a exemplo de outras neoplasias sdlidas, como a
hiperexpressdo de HER2 nas neoplasias de mama, ou a mutacdo do EGFR
nas neoplasias de pulmao. Entretanto, até a presente dada ndo dispomos de
biomarcadores em carcinoma renal e por isso a indicacdo do tratamento

sistémico é baseada em escores clinicos de prognéstico.

1.2 TERAPIA SISTEMICA

O sunitinibe € um inibidor multiquinase, cujos receptores tirosina-
quinases inibidos incluem o VEGFR (1,2 e 3) e o PDGFR (alfa e beta).
Inicialmente, foi aprovado para uso em segunda linha apds progressao a
terapia com citocinas (MOTZER et al. 2006). A seguir, em 2007, o estudo de
MOTZER et al. (2007) fase lll, randomizado, multicéntrico, que comparava
sunitinibe com INF-alfa, terapia padréo na época, em uma populagéo virgem
de tratamento, demonstrou superioridade da terapia alvo, tanto no seu
desfecho principal, que foi sobrevida livre de progressao (SLP) [sunitinibe 11
meses x INF-alfa 5 meses HR 0,42 (95% CI: 0.32-0.54; P<0.001)], quanto
nos seus desfechos secundarios como sobrevida global [sunitinibe 26.4
meses e INF-alfa21.8 meses, HR 0.82 (95% CI, 0.67 to 1.001, p= 0,051)] e
taxa de resposta [47% com sunitinibe comparado com 12% com INF-alfa (p

<0,001)] (MOTZER et al. 2009). A partir de ent&o, o sunitinibe passou a ser a



molécula padrao de tratamento em primeira linha para carcinoma renal
metastatico, independente do subtipo histolégico.

O pazopanibe é um inibidor multiquinase, cujos receptores tirosina-
quinases inibidos incluem VEGFR (1 2 e 3), PDGFR (alfa e beta), além do c-
kit. Inicialmente foi avaliado comparado a placebo, demonstrando aumento
de SLP [pazopanibe 9.2 meses versus placebo 4.2 meses, HR 0.46 (95% ClI,
0.34-0.62; P <.0001)] (STERNBERG et al. 2010). A seguir, foi comparado
diretamente com sunitinibe, ndo mostrando diferengas significativas de SG e
SLP, porém o perfil de toxicidade favoreceria o pazopanibe (MOTZER et al.
2013).

O bevacizumab é um anticorpo monoclonal que se liga ao VEGF,
inibindo sua ligagao com o VEGFR e assim inibindo a angiogénese. Existem
dois estudos fase Il que demonstram superioridade do INF-alfa +
bevacizumabe versus INF-alfa isolado. Ambos demonstram maior SLP no
braco de INF-alfa + bevacizumab e tendéncia a maior SG no mesmo grupo
(RINI et al. 2008; RINI 2009; ESCUDIER et al. 2010).

O tensirolimus, composto inibidor do complexo C1 do mTOR, foi
avaliado em um estudo fase Ill, randomizado, em pacientes de risco
desfavoravel baseado no escore de Motzer, com trés bragos: tensirolimus
isolado, tensirolimus + INF-alfa e INF-alfa isolado. O estudo foi positivo para
o seu desfecho principal, que era sobrevida global, [tensirolimus 10,9 meses
versus INF-alfa 7,3 meses HR 0.73 (95% CI: 0.58-0.92; p = 0.008)]. Além
disso, também foi positivo nos seus desfechos secundarios, como SLP [5.5

vs 3.1 meses; HR: 0.66; p = 0.001], taxa de beneficio clinico [32.1 vs 15.5%]



e duragcdo de resposta [mediana de duragdo de resposta 11.1 meses no
brago temsirolimus e 7.4 meses no brago IFN-a] (HUDES et al. 2007). A
partir deste estudo, a indicacdo para pacientes de risco desfavoravel em
primeira linha de tratamento sistémico, é de tensirolimus (LIUNGBERG et al.

2010).
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Figura 1 - Inativagdo do VHL no CCR e sua implicagdo na terapia alvo.

Inativagcao do VHL no CCR e sua implicacado na terapia alvo. A perda do VHL é
0 evento genético mais frequente no CCR. A sua perda, livra a célula da regulagéo negativa
no fator de indugdo de hipoxia (HIF), que por sua vez, quando aumentado no citoplasma,
tem agdo no nucleo, causando mudangas no metabolismo celular e levando a sobrevivéncia
dessa célula. O consequente aumento da expressao de VEGF leva a angiogénese e

carcinogénese.



Em meados de 2016 a imunoterapia deu seus primeiros passos em
direcao ao tratamento do carcinoma renal, com a comparagao do nivolumab
- um inibidor de check-point PD-1 - e everolimus em pacientes com
carcinoma de células renais previamente expostos a uma ou duas linhas de
terapia anti-VEGFR. Neste estudo fase Ill, houve um aumento da SG de 5,4
meses [nivolumab 25 meses versus everolimus 19,6 meses HR 0.73 (98.5%
Cl, 0.57-0.93; P=0.002)], demonstrando superioridade (MOTZER et al.
2015).

MOTZER et al. (2018) publicou em margo o primeiro estudo fase 3
randomizado comparando imunoterapia com sunitinibe. Nesse estudo, os
autores randomizaram os pacientes para receberem nivolumabe (anti-PD-1)
e ipilimumabe (anti-CTLA-4) no brago experimental, contra sunitinibe no
braco controle. O desfecho principal do estudo era comparar a SG dos
grupos na populagdo de risco alto ou intermediario conforme IMDC. O
resultado foi favoravel ao brago da imunoterapia, e aos 18 meses de
tratamento, 75% dos pacientes do bragco experimental estavam vivos, versus
60% do grupo controle. O grupo dos imunoterapicos ainda ndo atingiu a SG
mediana, enquanto o grupo do sunitinibe teve SG mediana = 26 meses com
HR de 0.63 (IC = 0.44-0.89). Referente a SLP, também houve beneficio,
com 11.6 meses para os imunoterapicos versus 8.4 meses para o sunitinibe.
Quando o grupo de baixo risco foi adicionado (populagao por intengéo de
tratar, somando baixo, intermediario e alto risco), o beneficio se manteve
para a SG mediana (Nao atingido x 32.9 meses) porém desapareceu para a

SLP (12.4 m x 12.3 m). Esse estudo estratificou os pacientes quanto a



expressao de PD-L1, porém nao era critério de inclusao do estudo e tanto os
positivos quanto os negativos, apresentaram beneficio dos imunoterapicos.
Fica claro que a estratificacdo clinica pelo IMDC na realidade traduz
doencas diferentes, provavelmente por biologia e mecanismos de

carcinogénese diferentes.

1.3 BIOMARCADORES

Os biomarcadores podem variar desde marcadores clinicos (como
pressdo arterial sistémica) até substancias enddgenas (como proteinas
plasmaticas) ou biomarcadores biomoleculares que s&o especificas para um
subtipo tumoral (como mutagdes). Além disso, eles podem ser
biomarcadores prognésticos, referindo-se ao maior ou menor risco de morte
relacionados a sua presenca ou podem ser biomarcadores preditivos,
referindo-se a maior ou menor resposta a certo medicamento quando
presentes (LAIRD et al. 2015).

Idealmente, qualquer nova intervengdo médica deve ser adotada
apenas se houver evidéncia nivel | e essa evidéncia deve ser produzida em
um estudo randomizado e prospectivo. Entretanto, para o estudo de
biomarcadores, essa qualidade de estudo se torna muito dificil e pouco
pratica, ja que pode envolver n&do fazer uso de uma determinada terapia
padrdao, o que se tornaria antiético e também levaria um tempo
demasiadamente longo para que pudesse ser realizada uma analise

prospectiva do papel desses biomarcadores. Por isso, em 1996, a American



Society of Clinical Oncology Tumors Markers Guideline Committee
recomentou cinco niveis de evidéncia (Levels of Evidence - LOE) para se
determinar a validade clinica e a utilizacdo de um biomarcador. Em 2009
essa classificacdo foi atualizada por SIMON et al. e ela leva em conta a
categoria dos estudos que avaliam o biomarcador em questdo. Assim, os
estudos devem primeiramente ser categorizados em: Categoria A: estudo
prospectivo e randomizado desenhado e com poder estatistico para a
analise do biomarcador estudado. Categoria B: estudo prospectivo nao
primariamente desenhado para a analise do biomarcador estudado.
Categoria C: estudo prospectivo, observacional, de registro de dados.
Categoria D: estudo retrospectivo, observacional. Apds isso, o nivel de
evidéncia do biomarcador pode ser estabelecido, levando-se em conta o
numero de estudos publicado em cada categoria. Nivel | de evidéncia: pelo
menos um estudo categoria A ou um ou mais estudos categoria B com
resultados consistentes. Nivel II: pelo menos um estudo categoria B ou dois
ou mais categoria C com resultados consistentes. Nivel lll: pelo menos um
estudo categoria C. Nivel IV e V: estudos categoria D. A grande maioria dos
estudos de biomarcadores se encaixa na categoria D: observacional e
retrospectivo (SIMON et al. 2009), pela grande dificuldade na execugéao e

randomizacao de pacientes baseado em biomarcadores.



1.3.1 Biomarcadores clinicos em CCRm

A observacio e o estudo dos biomarcadores clinicos de CCRm levou
a criagcdo dos chamados escores progndsticos clinico-laboratoriais em
carcinoma renal metastatico. Sdo esses escores que ditam a indicacdo do
tratamento sistémico até os dias de hoje (LJUNGBERG et al. 2010).

O primeiro escore desenvolvido foi o algoritmo do Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center (MSKCC score), desenvolvido na era do tratamento
com citocinas por MOTZER et al. (1999). Este escore, publicado em 1999,
observou que os pacientes com CCRm e portadores de anemia,
hipercalcemia, KPS <80%, os ndo submetidos a nefrectomia e com DHL
elevado tinham um pior progndstico. Os pacientes eram entao classificados
como: risco favoravel (0 fator prognéstico adverso), risco intermediario (1-2
fatores) e risco desfavoravel ou alto risco (3 ou mais fatores progndsticos
adversos), com curvas distintas de sobrevida global (MOTZER et al. 1999;
MOTZER et al. 2002).

Apds dez anos do primeiro escore publicado HENG et. al. (2009)
reavaliou os critérios clinicos prognésticos, agora ja na era da terapia alvo.
Validou entdo seis variaveis que conferiam pior prognostico: anemia,
hipercalcemia, KPS <80%, tempo da nefrectomia para a metastase < 1 ano,
neutrofilia e plaquetose e também classificou o risco em: risco favoravel (0
fator progndstico adverso), risco intermediario (1-2 fatores) e risco
desfavoravel ou alto risco (3 ou mais fatores progndsticos adversos), com
curvas distintas de sobrevida global.

Assim, a indicag¢ao clinica do tipo de terapia alvo a ser utilizada na
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primeira linha de tratamento sistémico se faz através de escores clinicos.
Conforme ja descrito, existem cinco tipos de terapia alvo aprovadas pelo
U.S. Food & Drug Administration-FDA em primeira linha, entretanto, pela
falta de mecanismos de individualizacdo do tratamento, suas indicagdes se
sobrepéem. O sunitinibe, pazopanibe e INF-alfa + bevacizumabe sao
terapias alvo aprovadas para pacientes de risco favoravel ou intermediario
em primeira linha. Ja o tensirolimus € o unico aprovado especificamente
para primeira linha de tratamento de pacientes com risco desfavoravel
(LJUNGBERG et al. 2010). Em 16 de abril de 2018, o FDA aprovou o combo
de imunoterapia ipiimumabe e nivolumabe em primeira linha, que se mostrou
superior em SG quando comparado ao padrao sunitinibe (MOTZER et al.
2018). A partir dessa data, a indicagdo em primeira linha para pacientes com
risco intermediario e alto é de ipilimumab e nivolumabe concomitantes, nos
Estados Unidos.

Além dos biomarcadores clinicos utilizados nos escores prognoésticos,
existem também biomarcadores clinicos preditores de terapias anti-VEGFR
em CCRm. Por exemplo, a hipertensdo arterial sisttmica >= 140mmHg
funciona como um biomarcador clinico preditivo para resposta a terapia alvo
anti-VEGFR (BONO et al. 2011). Da mesma forma, o hipotireoidismo parece
também ser biomarcador clinico preditivo para a terapia anti-VEGFR (BUDA-

NOWAK et al. 2017).
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1.3.2 Biomarcadores moleculares em CCRm

No CCR, a inativagdo do gene Von Hippel Lindau (VHL), com
producdo da proteina VHL alterada, é a alteragdo génica mais
frequentemente encontrada (GNARRA et al. 1994; The Cancer Genome
Atlas Research Network TCGA 2013) e a sua perda completa por alteragbes
genéticas (delegdes, mutagdes, insercdes e perda de 3p25) ou epigenéticas
(metilagdes) constituem o primeiro evento oncogénico do carcinoma renal. A
perda da proteina VHL leva ao aumento na concentracao do fator indutor de
hipéxia (HIF) (SEMENZA 2013; MASSON et al. 2014) por diminuir sua
degradagdo via ubiquitinagdo, mesmo que haja um ambiente
adequadamente oxigenado. Com isso, ha ativagdo de genes VEGF, PDGF e
Glut1, estimulando o crescimento do tumor por estimulo exacerbado a
angiogénese, transporte de glicose e crescimento autocrino
(BRATSLAVSKY et al. 2007).

Entretanto, a perda isolada de VHL néo é suficiente para induzir CCR,
como evidenciado pela observacao de individuos com doenga de VHL que
ficam anos em laténcia e também observando ratos com perda de VHL
induzida e que ndo desenvolvem CCR (KAPITSINOU et al. 2008; WEI e
HSIEH 2015). Isso sugere que mecanismos adicionais genéticos ou
epigenéticos devam ocorrer para que o CCR se desenvolva.

Para isso, foi realizada uma grande andlise das mutagdes
potencialmente envolvidas na carcinogénese do CCR, revelando varias
outras mutagdes presentes no tecido tumoral primario: PBRM1 (29-41%),

SETD2 (8-12%), BAP1 (6-10%), KDM5C (4-7%) e MTOR (5-6%). De forma
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bastante interessante, a PBRM1, SETD2 e BAP1, que sao supressores
tumorais, estao localizados no cromossomo 3p21. Isso indica que se houver
perda do braco curto do cromossomo 3, tanto VHL como PBRM1, SETD2 e
BAP1 serdo perdidos, mostrando que a perda do 3p €& um evento
praticamente universal no CCR (PENA-LOPIS et al. 2012; HAKIMI et al.
2013; SATO et al. 2013) e o evento genético inicial.

Em 2014, DA COSTA et al. publicou a analise de PBRM1 como
biomarcador progndstico em CCR localizado, exclusivamente células claras.
Cento e doze casos foram avaliados por meio de RT-PCR, confirmando que
PRBM1 negativa tem impacto negativo na sobrevida por cancer especifica e
na sobrevida livre de doencga (89.7% x 70.6% p = 0.017 € 87.3% x 66.7% p =
0.048, respectivamente). Outra publicagdo do mesmo grupo, agora
analisando 441 casos com CCR EC | e Il, demonstrou que a perda
concomitante de PBRM1 e BAP1 tem impacto na sobrevida cancer
especifica (SCE) e na sobrevida livre de doenga (SLD) (95.3% x 77.6% p <
0.001) em 10 anos (DA COSTA et al. 2018). Por outro lado, em 2017, KIM et
al. fez a mesma analise de PRBM1 em 351 casos de CCR localizado, ndo
confirmando importancia prognéstica.

Pensando no ponto de vista preditivo, uma analise de biomarcadores
genbmicos foi publicada em 2016, avaliando os pacientes incluidos no
estudo RECORD-3 (sunitinibe x everolimus em primeira linha) (MOTZER et
al. 2014; KNOX et al. 2017). Os pacientes com mutagcdo de BAP-1 que
utilizaram sunitinib tiveram SLP de 8.1m, enquanto os que utilizaram

everolimus tiveram 5.5m. Os com mutacdo de PBRM1 ndo apresentaram
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melhor SLP com sunitinibe versus everolimus. Ja os com mutacdo de
KDM5C tiveram SLP muito mais longa com o uso de sunitinibe versus
everolimus (20.6m x 9.8m) (HSIEH et al. 2017a, b).

Outro estudo, publicado em 2015, realizou analise genémica de um
painel com 8 genes no tecido do tumor primario em pacientes com CCRm.
Os pacientes foram classificados em grupos de bom e mau prognéstico, que
conseguiu ter valor estatistico, confirmando entdo que esse painel € um
biomarcador progndstico. Além disso, eles avaliaram 48 pacientes com
CCRm que estavam recebendo ITK e demonstraram que a avaliagao
prognoéstica estava associada a melhor resposta radiolégica ao ITK (p =
0.0005 e SLP prolongada (p = 0.019) (CHOUDHURY et al. 2015; LAIRD et
al. 2015).

Além desses, varios outros estudos, analisando principalmente a via
de angiogénese ligada ao VEGF ja foram publicados. Muitas das proteinas e
genes que fazem parte dessa via ja foram extensamente avaliadas. Uma
revisdo sistematica publicada por FUNAKOSHI et al. (2014) avaliou 50
artigos que analisavam biomarcadores preditivos e progndsticos em CCR e
incluiram apenas artigos com andlise de biomarcadores gendmicos,
protedmicos ou celulares relacionados a vias em que a terapia alvo anti-
VEGF tem acgdo. Muitos marcadores sanguineos ou do tecido tumoral
primario foram analisados (por sequenciamento, PCR, IHQ, citometria de
fluxo ou genotipagem), como por exemplo: gene VHL, VEGF-A, TNF-gama,

Beta-catenina, HIF, IL-6, entre outros. Essa revisdo sistematica chegou a
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conclusao que atualmente, o biomarcador mais promissor para CCR ¢ a IL-
6.

Além de ter um papel na inflamagao sistémica, a IL-6 regula genes
que regulam a proliferacéo celular, promovem angiogénese e suprimem a
apoptose, através do STAT-3 (signal-transucer-and-activator-of-transcription-
3) (AGGARWAL et al. 2006). Além disso, pacientes com niveis mais altos de
IL-6 circulante ja foram associados com pior prognostico em pacientes que
utilizam pazopanibe (TRAN et al. 2012). Por outro lado, niveis altos de IL-6
também foram associados com aumento de SLP em pacientes usando
pazopanibe quando comparados ao placebo (NIXON et al. 2013). Apesar de
0 mecanismo exato pelo qual IL-6 tem papel preditivo e progndstico seja
desconhecido, esses achados sugerem que prognostico adverso de IL-6
elevada pode ser atenuado pelo uso de terapia anti-VEGF. Apesar de varios
estudos retrospectivos demonstrarem papel da IL-6, eles ndo cumprem a
determinacado Nivel de Evidéncia 1 e por isso sua importancia preditiva
precisa ser validada de forma independente para ser adicionada a pratica
clinica.

Assim, apesar de anos de pesquisa e de inumeros artigos
pesquisando biomarcadores progndsticos e preditivos, nenhum biomarcador
molecular cumpre as caracteristicas necessarias para seja incorporados a

pratica clinica.
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1.3.3 Biomarcadores moleculares e vias de carcinogénese gque serao
estudadas
1.3.3.1 B-catenina - via WNT

A via de sinalizagdo WNT é um sistema antigo, que foi muito bem
conservado durante a evolugao das espécies. Ela tem um papel crucial no
desenvolvimento embrionario de todas as espécies animais e na
regeneragao dos tecidos em animais adultos.

Desde o seu descobrimento, nos anos 80, a sinalizacdo WNT é
estudada como mediador da progressdo do cancer. Primeiramente, ela foi
identificada como um proto-oncogene presente no cancer de mama. Depois,
foi identificada a correlacdo da via WNT com a transicdo epitélio-
mesénquima (TEM), fenbmeno importante para progressdo do cancer e
desenvolvimento de metastases.

A via WNT, junto as suas proteinas integrantes, como a Beta-
catenina, tém sido cada vez mais estudada no CCR e sua ativacao tem sido
cada vez mais correlacionada ao maior grau tumoral, tamanho de tumor,
invasao vascular e outros fatores progndsticos adversos (MACDONALD et
al. 2009; KRABBE et al. 2014; ZHANG et al. 2017).

A Beta-catenina é uma glicoproteina que desempenha papel
fundamental na transicao epitélio- mesénquima e tem sua expressao celular
dependente da ativacdo da via WNT. Ela se encontra em trés principais
locais na célula: na membrana, onde esta ancorada a E-caderina, fazendo

seu papel de adesdo célula-célula; no citoplasma, onde tem a sua
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concentracdo aumentada quando a via WNT esta ativada e no nucleo
(KRABBE et al. 2014).

Além disso, a Beta-catenina funciona como um fator muito importante
na sinalizagdo da via canbénica do WNT. A desregulagcédo da sinalizagao do
complexo WNT/Beta-catenina resulta em um acumulo anormal de Beta-
catenina no citoplasma das células tumorais levando ao desenvolvimento de
um complexo com multiplos fatores de transcricdo, que acaba levando a
carcinogénese e progressao da doenga (LAMOUILLE et al. 2014; NIETO et

al. 2016).
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Fonte: Adaptado de TIAN et al. (2011)
Figura 2 - Via de sinalizagdo WNT/B-catenina. A) em uma situacdo onde a via

WNT ndo esta ativada, a beta-catenina citoplasmatica é fosforilada e degradada pelo
processo de degradacdo proteossdmica. B) se a via WNT estiver ativada, ocorre a
fosforilagdo da axina, impedindo a degradacdo da beta-catenina. Esta por sua vez se
acumula no citoplasma e migra para o nucleo para promover transcricdo de moléculas
WNT ativadoras. Vé-se também que a beta-catenina fica ancorada na E-caderina de

membrana ou no citoplasma ou no nucleo
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A Beta-catenina também € membro do complexo caderina e esta

envolvida na adesao célula-a-célula dependente de canais de Ca2*. A falha
no complexo E-caderina/Beta-catenina ativa o mecanismo de metastase em
uma série de malignidades (SU e SIMMEN 2009; TSENG et al. 2010;
KANDQUZ et al. 2010; CHEN et al. 2016). Além disso, a Beta-catenina
funciona como um fator muito importante na sinalizacdo da via candnica do
WNT. A desregulagcdo da sinalizagcdo do complexo WNT/Beta-catenina
resulta em um acumulo anormal de Beta-catenina no citoplasma das células
tumorais levando ao desenvolvimento de um complexo com multiplos fatores
de transcrigédo, que acaba levando a carcinogénese e progressao da doencga.
Existe evidéncia de que a reducdo da expressao de E-caderina e o
acumulo de Beta-catenina citoplasmatica estdo associados a variaveis
clinicas mais agressivas e com um comportamento biolégico mais agressivo.
Além disso, um estudo recente demonstrou que o complexo E-caderina
negativa/Beta-catenina positiva esta associado a pior prognostico em termos
de sobrevida global em carcinoma renal localizado (ZHANG et al. 2017).
Entretanto, o valor clinico prognéstico da sinalizagdo da via WNT e da

desregulagédo da Beta-catenina e E-caderina no CCRm néo € conhecido.

1.3.3.2 Transicao Epitélio-Mesénquima e Caderinas
A transi¢cao epitélio-mesénquima (TEM) € um processo em que a
célula epitelial perde a sua polaridade e acessibilidade célula-célula e ganha

poder de invasao e migragdo. Trata-se de um processo natural durante a
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vida embriogénica, principalmente na fase de gastrulacdo e neurulagao e

também natural em processos de cicatrizacao.

Existem trés tipos de TEM: Tipo 1, que ocorre durante a vida

embriogénica; tipo 2, que ocorre em cicatrizagdes e regeneracao de tecidos;

tipo 3, que faz parte da carcinogénese, progressdo do cancer e com

propriedades de células-tronco (LAMOUILLE et al. 2014).

v' Ativacado da TEM

De uma forma geral, a TEM é ativada e regulada por uma série de

mecanismos (LAMOUILLE et al. 2014):

Fatores de transcrigdo multiplos: incluindo SNAIL, o fator de
transcricdo bHLH, ZEB, entre outros, que incluem fatores da familia
FOX e da familia GATA

Regulagdo a nivel de RNA: desde splicing de mRNA até controle
mediado por miRNA

Proteinas da familia TGF-beta: que inclui processos dependentes da
proteina SMAD e processos nao dependentes dessa proteina, como
por exemplo através da via do PI3K

Inducdo pelos receptores de tirosina-quinase: tanto o fator de
crescimento endotelial, quanto o fator de crescimento endotelial
relacionado ao Cripto 1 (TDGF1), o fator de crescimento plaquetario e
o fator de crescimento endotelial vascular estdo relacionados com a

ativacao da TEM



19

Durante o processo de carcinogénese, a TEM também pode se
desencadear independentemente de qualquer outro estimulo, pela proépria
disfungdo da E-caderina, que pode ter origem genética (mutagdes),
epigenética, por silenciamento da transcricio ou por degradagao

proteossémica (BERX et al. 2009).

ECM \Integrin Inflammation  Hypoxia
o Tyrosine ’

Plasma | TGFp family Delte-like, \smo  SH

membrane -;‘,{)‘ receptors receptors Jagged 10

Cytoplasm

Epithelial-mesenchymal progression

Fonte: Adaptado de LAMOUILLE et al. (2014)

Figura 3 - Vias de sinalizagdo da TEM. As vias de sinalizagdo podem cooperar
entre si para induzir TEM completa. Além de promover ativagdo de TEM pela proteina
SMAD, ele também pode ativar PISK-AKT, ERK-MAPK, p38-MAPK e as vias do JUN-N
terminal-kinase. Apos fosforilagdo do dominio 2 da SRC, ela faz uma ligagdo com a via
RAS-RAF-MEK-ERK, promovendo ativacdo dessa via também. Varios fatores de
crescimento que atuam via RTK, incluindo fatores de crescimento endoteliais, fatores de
crescimento plaquetarios, VEGF, entre outros, também ativam a via do RAS-RAF-MEK-
ERK, levando a TEM e carcinogénese. A via WNT ativada promove TEM impedindo a
inibicdo da beta-catenina pela glicogénio-sintase-quinase. O acumulo da beta-catenina no
citoplasma é translocado ao nucleo, promovendo um programa de expressado genética que

favorece TEM.
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v Eventos celulares que ocorrem apds a ativacdo da TEM

Apos o rompimento da E-caderina na membrana celular, a beta-
catenina nédo pode mais atuar na membrana pois perde a ancoragem e fica
livre no citoplasma. Nesse momento, a Beta-catenina pode ser degradada
ou pode ser protegida da degradagao, quando a via WNT esta ativada,
atuando na transcricdo e carcinogénese. Além da beta-catenina, a p120
catenina também se acumula no citoplasma, levando a transcricao de
multiplos fatores. O inicio do processo de TEM também afeta os
desmossomos e a integridade das jungdes gap € comprometida pela
reducdo dos niveis de conexina.

Apds o inicio da TEM, a célula inicia um processo de reorganizagao
do seu citoesqueleto cortical de actina para que ele promova o alongamento
e a mobilidade em uma certa direcdo. Essa reorganizagao do citoesqueleto,
em conjunto com a perda de polaridade celular, resulta em grandes
mudangas no formato e alongamento das células. Todo esse processo, em
conjunto com a polaridade em front-rear sdo essenciais para a TEM e
permitem a migragdo e metastase direcional do tumor (LAMOUILLE et al.
2014).

Durante a TEM, a célula redireciona a sua expressao génica para
promover mudancas no citoesqueleto e tornar a célula aderente a outras
células de origem mesenquimal. Entretanto, essa aderéncia é mais fraca do
que a aderéncia entre as células epiteliais, facilitando a mobilidade dessas

células.
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A regulacao negativa da E-caderina € um hallmark da TEM e reinforga
a desestabilizagao das jungdes de aderéncia. Essa diminuigao da E-caderina
€ acompanhada por estimulo a caderina-neural-mesenquimal (N-caderina),
resultando no processo chamado cadherin-switch e alterando a adesao
celular. As interacdes celulares da N-caderina sao mais fracas, promovendo
uma maior mobilizagdo, migracdo e invasao celular (WHEELOCK et al.
2008; LAMOUILLE et al. 2014).

Outra molécula ativada nesse processo € a molécula de adeséao
neural celular (NCAM). Ela age ativando a familia de receptores tirosina

quinase SRC, estimulando a carcinogénese. (LAMOUILLE et al. 2014)
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Fonte: Adaptado de LAMOUILLE et al. (2014)
Figura 4 - Eventos celulares durante a TEM. a) Os primeiros passos da TEM

incluem o desaparecimento do contato célula-a-célula (incluindo jungbes tight,
desmossomos, juncdes de intervalo e jungdes de aderéncia) e a perda de polaridade

celular. A expressao de genes epiteliais € reprimida, enquanto a expressdo de genes
mesenquimais é estimulada. b) Apds isso, a arquitetura da actina citoplasmatica se
reorganiza e a célula adquire motilidade e capacidade invasiva produzindo proteinas que
sdo capazes de degradar a matriz extra-celular (MEC). A transicdo mesénquimo-epitelial
(TME) possibilita a célula que sofreu TEM retornar ao seu estado original. Esse processo de
TME acontece durante o desenvolvimento de estruturas que devem ser regeneradas e

também pode ocorrer na metastase.
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Existem estudos, recém-publicados, que correlacionam marcadores
mesenquimais (Snail, vimentina, ZEB) a tumores primarios maiores, mais

heterogéneos, e possivelmente mais agressivos (ZALDUMBIDE et al. 2016).

1.3.4 Heterogeneidade intertumoral e intratumoral no CCR

A heterogeneidade intratumoral (HIT) pode ter consequéncias
importantes na medicina personalizada que comumente € baseada em
bidépsias tumorais uUnicas para avaliagdo molecular de biomarcadores. A HIT
em CCR localizado e CCRm tem se mostrado cada vez mais presente,
tornando mais dificil a analise de biomarcadores moleculares progndsticos e
preditivos.

GERLINGER et al. (2012) realizou sequenciamento de exomas,
analise de aberragdes cromossémicas e perfil de ploidia de DNA a fim de
estudar varias amostras de biopsias de CCR localizado e seus respectivos
sitios metastaticos. As biopsias dos tumores primarios foram realizadas
antes e depois da nefrectomia redutora e as biopsias das metastases foram
feitas antes do inicio de everolimus neoadjuvante e depois de 1 semana sem
0 uso de everolimus (0s pacientes usavam everolimus por 6 semanas). A
seguir, os pacientes retomavam o uso de everolimus até progressao de
doencga (PD). Os resultados sugeriram que a evolugdo das mutagdes no
CCR se da por um tronco e varias ramificagdes e nao de uma forma linear.
(Figura 5). Outros estudos também corroboram a hipdtese tronco-
ramificagcbes, sendo a mutagao tronco fundamental para a tumorigénese e a

mutagcdo VHL seria a grande responsavel nos tumores esporadicos renais.
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As mutacdes-ramificagcbes formam subclones e sado responsaveis pelo
crescimento e progressao dos tumores. Exemplos de mutagdes-ramificacoes
sdo PBRM1, BAP1, SETD2, KDM5C. Esses subclones ndo sao bem
avaliados por sequenciamento-bulk no inicio, ja que poucas células fazem
parte desse clone. Entretanto, podem ser avaliados através do

sequenciamento de células isoladas.

™

Subclone E
Subclone D
Subclone C
Subclone B
Subclone A

Trunk Mutation

Fonte: BEKSAC (2017)
Figura 5 - Arvore filogenética demonstrando a mutagdo tronco e as

consequentes mutagdes e subclones.

Na analise de Gerlinger, 63 a 69% das mutagdes somaticas nao
foram detectadas em todas as regides dos tumores biopsiadas. Apenas 31%
das mutacdes detectadas por sequenciamento no tumor primario estavam
presentes em todas as regides do mesmo tumor (incluindo metastases).
Essas alteragbes génicas, quando isoladas, ndo conseguem levar ao
sucesso 0 surgimento e crescimento tumoral. Alteragbes epigenéticas e

expressdes génicas diferentes devem ocorrer para o0 sucesso da
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carcinogénese (SUN e YU 2015). O microambiente tumoral também tem
importancia para permitir que o tumor se desenvolva e esse microambiente
também é heterogéneo em diferentes partes do tumor. GERLINGER et al.
(2013) realizou sequenciamento de células T para avaliar a distribuicao
dessas células em diferentes partes do tumor renal, chegando a conclusao
que a frequéncia de células T varia muito em diferentes partes do tumor
renal. CALLEA et al. analisou em 2015 a heterogeneidade tumoral de PD-L1
e observou que ndo apenas o PD-L1 é heterogéneo no tecido tumoral, mas
como também ele quase que s6 esta presente em areas de alto grau
tumoral.

Também ha evidéncia de que o uso de medicagdes sistémicas
aumenta a heterogeneidade intra-tumoral. STEWART et al. (2015)
demonstrou que apdés 3 ciclos de sunitibe, houve aumento da
heterogeneidade intra-tumoral, da quantidade de mutacbes e da
variabilidade de expresséao proteica tumoral.

BRANNON et al. (2010) classificaram o carcinoma de células renais
subtipo células claras em dois tipos de acordo com o perfil genético: ccA e
ccB. O ccA, comparado com o ccB, é associado com melhor SCE (8.6 anos
x 2 anos p 0.0002) e melhor SG (4.9 anos x 1.8 anos p = 0.004). SERIE et
al. (2017) fizeram uma analise genética por meio do ClearCode34, de 111
pacientes que tinham o tecido do tumor primario e da metastase disponivel,
usando o principio da subclassificacdo em ccA e ccB. Eles compararam os
dois tecidos e viram que 43% das metastases apresentavam subtipo de

células claras diferente do tumor primario.
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Essa grande heterogeneidade intratumoral dificulta ainda mais a
pesquisa por biomarcadores prognosticos e preditivos em CCRm. A procura
€ por biomarcadores que tenham, ndo apenas validade analitica, mas
também qualificagdo clinica, ou seja, que tenham significancia clinica e
sejam aplicaveis a pratica médica (DANCEY et al. 2010).

Entretanto, sdo poucos os estudos que avaliam o tecido metastatico em
CCR e tendo em vista a heterogeneidade intra-tumoral no carcinoma renal
metastatico (GERLINGER et al. 2012), torna-se fundamental o melhor
entendimento das vias moleculares de carcinogénese e de potenciais

biomarcadores confiaveis, tanto para ITK quanto para imunoterapicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a expressdo imunohistoquimica de Beta-catenina, E-caderina
e N-caderina como marcadores prognosticos de sobrevida global nas

metastases de carcinoma de células renais.

2.2 OBJETIVO SECUNDARIO

Avaliar a expressdo imunohistoquimica de Beta-catenina, E-caderina
e N-caderina como marcadores prognosticos de sobrevida livre de
progressdo nas metastases de carcinoma de células renais em 12 linha de

tratamento sistémico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO E CASUISTICA

Apods aprovagao no Comité de Etica do A.C.Camargo Cancer Center,
nos identificamos retrospectivamente todos os pacientes com carcinoma
renal metastatico em tratamento ou em acompanhamento na instituicdo no
periodo de janeiro de 2007 a margo de 2016 (Anexo 1). Essa identificagéo
foi feita através do banco de dados eletrénico do registro hospitalar do
A.C.Camargo Cancer Center. Todos os pacientes com material patolégico
foram filtrados e destes, registramos apenas os com tecido tumoral da
metastase.

De um total de 129 pacientes, coletamos os dados clinicos dos
registros em prontuario médico arquivados no SAME e pelo prontuario
eletrbnico. ldade, género, tipo de nefrectomia, escala de performance de
Karnofsky (Anexo 2), grau de Fuhrman/ISUP (Anexo 5), subtipo histologico,
particularidades histologicas, sitio de metastase, realizacdo de
metastasectomia e estadiamento, de acordo com o AJCC 72 edigao foram
registrados (Anexos 3 e 4). Com relacdo aos exames laboratoriais,
coletamos hematodcrito e hemoglobina iniciais, contagem de neutrdfilos,
contagem de plaquetas, calcio total corrigido e linfocitos. Apds isso, os

pacientes foram categorizados em grupos de risco, de acordo com os
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critérios do IMDC em risco baixo (0 variaveis positivas), intermediario (1-2
variaveis positivas) e alto (3 ou mais variaveis positivas) (Anexo 6).

O seguimento dos pacientes foi feito de multiplas formas: avaliando-
se 0 prontuario médico da oncologia clinica, da urologia ou de outras
especialidades que o paciente tenha frequentado; entrando em contato com
médicos de outras instituicbes que sejam atualmente responsaveis pelo
tratamento do paciente; via contato telefénico com os pacientes que nao
tinham dados recentes arquivados em prontuario.

Os dados patolégicos foram avaliados das laminas do tecido da
metastase de cada paciente, armazenadas no arquivo do departamento de

Patologia do A.C.Camargo Cancer Center.

3.2 ELEGIBILIDADE

Os pacientes elegiveis deveriam ter 18 anos ou mais e diagndstico
histolégico comprovado de carcinoma de células renais metastatico. O tecido
da metastase deveria estar disponivel para analise microscopica e se
houvesse mais de um sitio metastatico, ambos deveriam ser analisados. A
histologia obrigatoriamente era subtipo células claras, podendo haver até
10% de componente sarcomatoide e/ou rabdoide.

Quanto ao tratamento recebido, os pacientes poderiam ter feito
apenas seguimento ou terem sido submetidos a intervengdes, tais como:
metastasectomia dos sitios de metastase (uma ou mais cirurgias),

tratamento sistémico com inibidores da tirosina quinase, com interleucinas
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em altas doses, com imunoterapia ou com inibidores da via do mTOR.
Excluimos pacientes com outros canceres metastaticos, outras

histologias que nao células claras, material da metastase insuficiente para

analise e os pacientes com dados clinicos de prontuario ou seguimento

insuficientes para analise de sobrevida.

3.3 CONSTRUCAO DO TISSUE MICROARRAY (TMA)

A analise da expressao das moléculas de E-caderina, N-caderina,
Beta-catenina nuclear, Beta-catenina de membrana e Beta-catenina
citoplasmatica foi feita em TMA. Os casos foram resgatados do arquivo do
Departamento de Anatomia Patoldgica e os blocos representativos do tumor
foram separados. Apds coloragao das laminas pela técnica de hematoxilina-
eosina, as areas mais representativas do tumor foram identificadas por meio
de exame microscopico. As areas de interesse, definidas como aquelas com
maior porcentagem de células tumorais em relacéo ao estroma e as células
nao neoplasicas, foram marcadas com caneta permanente e identificadas
nos blocos de parafina correspondentes (blocos doadores). Usando o tissue
microarrayer (Beecher Instrument, Silver Springe, MD, USA), foram retirados
cilindros das areas de interesse previamente identificadas e transferidos
para novos blocos de parafina (blocos receptores).

Para cada caso foram retirados dois cilindros de 1mm de duas areas
distintas do tumor, que foram distribuidos no bloco de parafina receptor de

forma que cada amostra de um bloco doador ocupou uma determinada linha
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e uma determinada coluna no bloco receptor. Foram obtidos cortes
histolégicos em duplicata destes blocos de TMA e dispostos em laminas com
adesivos Microsystems Inc®. As laminas foram coradas com HE e para os

estudos imunohistoquimicos foram utilizados anticorpos especificos.

3.4 IMUNOHISTOQUIMICA

As secgbes foram montadas em laminas de vidro e secas apos 30
minutos em uma temperatura de 37 graus Celsius. As secbes foram
desparafinizadas em xileno e re-hidratadas através de uma série de alcoois.
As secbes foram entdo mergulhadas em um anticorpo primario conforme
quadro abaixo. Todos os procedimentos de imunohistoquimica foram feitos
usando o sistema de visualizagdo Novolink de acordo com as especificacdes

do fabricante.

Quadro 1 - Lista de anticorpos primarios utilizados com respectivos clones,
titulos, nomes de fabricantes e codigos

Anticorpo Marca Clone Diluigao Padréo Avaliado
Anti-E- BD Transduction 36 1/1000 Membrana
caderina

Anti-N- Dako 6G11 1:50 Membrana
caderina

Anti-Beta- BD Transduction 14 1/600 Membrana,
catenina Citoplasma e

Ndcleo

Uma patologista especialista em uro-oncologia e cega para o
desfecho dos casos, (IWC) pontuou qualitativamente a intensidade da E-

caderina, N-caderina, Beta-catenina na membrana, Beta-catenina no nucleo
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e Beta-catenina no citoplasma em todas as amostras. A leitura dos
resultados da imunohistoquimica nos blocos receptores foi feito no formato
de uma tabela de Excel onde se identifica uma determinada amostra pela
coluna e linha correspondente aquela que ocupa no bloco de parafina.
Durante a leitura, a patologista responsavel IWC analisou as laminas
enquanto AFF registrava os dados na tabela do Excel, para minimizar erros.
Utilizamos tecido renal nao neoplasico como forma de controle
positivo da reacgao para todos os marcadores pesquisados. Como marcador

negativo, a marcagao padrao foi utilizada.

3.5 PONTUACAO DA IMUNOHISTOQUIMICA

Cada caso foi pontuado de forma independente pela patologista
responsavel (IWC). Os marcadores foram avaliados e pontuados
qualitativamente, de acordo com a intensidade de captacdo do anticorpo na
célula.

Para posterior analise estatistica e categorizagdo, foi calculado o
ponto de corte do marcador para o qual se melhor diferenciava a sobrevida
em dois grupos (conforme descrito na segdo “analise estatistica”). Essa
estratégia foi adotada para todos os marcadores e foi o que definiu a
categorizagdo dos mesmos.

A E-caderina e N-caderina foram avaliadas na membrana celular e
pontuadas de 0 a 3. Recebiam pontuacdo 0 se ndo houvesse captacao 1 se

captacao fraca 2 se moderada e 3 se forte. O ponto de corte da E-caderina
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foi 0, e por isso consideramos o0s grupos negativo versus positivo para
analise estatistica. Ja o ponto de corte da N-caderina foi 2 e os grupos foram
divididos em negativo, fraco e moderado versus forte captagao.

A Beta-catenina foi avaliada em todas as suas localiza¢des celulares:
membrana, citoplasma e nucleo. A beta-catenina de membrana foi pontuada
de 0 a 2, sendo 0 sem captacdo 1 perda parcial e 2 positivo total. O ponto de
corte da beta-catenina de membrana foi 1, por isso os grupos foram negativo
e perda parcial versus positivo total.

Ja a Beta-catenina citoplasmatica foi pontuada de 0 a 3, sendo 0 se
nao houvesse captacido 1 se captacao fraca 2 se moderada e 3 se forte. O
ponto de corte foi 2 e os grupos foram negativo, fraco e moderado versus
forte.

Por sua vez, a beta-catenina nuclear recebeu pontuagao em forma de
porcentagem, de 0 a 100%. O seu ponto de corte foi 0 e entdo os grupos

foram negativo versus positivo.



34

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizado uma analise descritiva das variaveis, em que
as distribui¢cdes de frequéncia absoluta (n) e relativa (%) foram apresentadas
para as variaveis qualitativas, e as principais medidas resumo, como a
média, desvio padrdo, mediana, valores minimo e maximo para as variaveis
quantitativas.

A fim de investigar uma possivel associagdo entre as variaveis
qualitativas, o teste de independéncia (teste qui-quadrado ou teste exato de
Fisher, quando apropriado) foi aplicado. A comparagéo entre duas ou mais
amostras (independentes) com respeito a uma variavel quantitativa foi
realizada por meio do teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney (dois
grupos) ou o teste de Kruskal-Wallis (trés ou mais grupos) seguido de uma
comparacgao multipla via método de Bonferroni.

A concordancia entre os marcadores foi avaliada por meio da medida
de concordancia Kappa. O coeficiente kappa pode variar de < 0 até 1. Se <0
significa sem concordéancia; se 0-0.19, concordancia pobre; se 0.2-0.39,
concordéncia fraca; se 0.4-0.59, concordédncia moderada; se 0.6-0.79
concordancia importante; se 0.8-1, concordancia quase perfeita.

Com o objetivo de criar dois grupos de pacientes (bom e mal
prognoéstico) em relagdo ao marcador RNL e aos biomarcadores em estudo
E-caderina, N-caderina, Beta-catenina de membrana, Beta-catenina
citoplasmatica e Beta-catenina nuclear, um ponto de corte foi estimado. A

técnica da maximizagdo da estatistica log-rank padronizada proposta por
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LAUSEN e SCHUMACHER (1992) foi aplicada. A ideia da técnica é
determinar o valor que deixa a estatistica log-rank padronizada com o valor
maximo. O valor que maximiza a estatistica € considerado como a estimativa
do ponto de corte.

Em situacbes em que o tempo até o desfecho é de interesse (SG ou
SLP) foram estimadas as curvas de sobrevivéncia por meio do estimador de
Kaplan-Meier, bem como o teste log-rank aplicado com objetivo de comparar
as curvas de sobrevivéncia. Além disso, possiveis fatores de riscos foram
avaliados por meio do modelo de riscos proporcionais de Cox simples e
multiplo, sendo sua influéncia medida pela razdo dos riscos (RR). A
avaliagdo da suposi¢cao de proporcionalidade foi verificada por meio dos
residuos de SCHOENFELD (1982) seguido do teste de proporcionalidade
proposto por GRAMBSCH e THERNEAU (1994). Em todos os casos temos
indicios que as covariaveis apresentam efeito constante ao longo do tempo.

Em todos os testes realizados o nivel de significancia fixado foi de
5%. Assim, resultados cujos valores p sdao menores que 0,05 séao
considerados estatisticamente significativos. O software IBM SPSS versao

24 e o software livre R versdo 3.4 foram utilizados nas analises de dados.
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4 RESULTADOS

4.1 PACIENTES

Resgatamos os dados de pacientes com carcinoma renal metastatico
tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de 2007 a margo de
2016. De um total de 129 pacientes incluidos no estudo, 91 (70.5%) eram
homens, sendo a idade mediana de 56.5 anos. Apenas 10 pacientes (7.8%)
ndo foram submetidos a nefrectomia. Dos nefrectomizados com dados
disponiveis (82 pacientes), 46 encontravam-se com doenca localizada inicial,
sendo estadiamento patoldgico | (pT1a ou pT1b e NO; 26%) ou Il (pT2a ou
pT2b pNO; 31%). Dos 129 pacientes, 45 (34.9%) apresentaram-se com
metastase sincrbénica, ou seja, no momento do diagndstico do carcinoma
renal ou dentro de 6 meses apds esse diagnaostico.

Quanto a classificagao de risco do IMDC, os nossos resultados foram
bastante consistentes com a literatura, com 25 (23%) de bom prognéstico,
61 (57%) de progndstico intermediario e 21 (20%) de mau prognostico
(HENG et al. 2009).

As caracteristicas descritivas da populagdo estdao detalhadas na

Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1 - Variaveis epidemioldgicas de 129 pacientes portadores de CCRm

- A.C.Camargo Cancer Center

., : Ndmero de 95% Cl valor
Variével Categoria pacientes HR .Limi.te Limit_e p
inferior superior
Idade continuo 123 1.031 1.008 1.053 0.007
Estadiamento T1NO 1 (26%) Ref
patologico T2NO 25 (31%) 0.94 0.440 2.015 0.877
T3 or N+ 19 (23%) 1.17 0504 2.749 0.706
T4 or M1 17 (21%) 0.623 0.243 1.597 0.324
Fuhrman 1 4 (6%) Ref
2 29 (40%) 2.147 0.277 16.624 0.464
3 23 (32%) 3.198 0.413 24.777 0.266
4 6 (22%) 5.405 0.666 43.872 0.114
ISUP 1and 2 33 (46%) Ref
3and4 9 (54%) 1.916 1.017 3.610 0.044
Metastase Nao 9 (65%) Ref
sincronica Sim 43 (35%)  1.354  0.827 2.217 0.228
Pulméo Néo 32 (27%) Ref
Sim 88 (73%) 1.206 0.678 2.147 0.523
Figado Nao 88 (73%) Ref
Sim 32 (27%) 1.454 0.878 2.409 0.146
Ossos Nao 54 (45%) Ref
Sim 67 (55%) 1.911 1.157 3.157 0.011
SNC N&o 98 (82%) Ref
Sim 22 (18%) 1.827 1.049 3.182 0.033
Intra-abdominal Nao 83 (69%) Ref
Sim 38 (31%) 0.556 0.320 0.965 0.037
Subcutéaneo Nao 102 (84%) Ref
Sim 9 (16%) 0.959 0.499 1.843 0.900
Metastasectomia Néo 72 (59%) Ref
Sim 50 (41%) 0.192 0.103 0.355 <0.0001
Critério IMDC Rlsco alto 1 (20%) Ref
Risco baixo 25 (23%) 0.109 0.047 0.253 <0.0001
 RISCO  61(57%) 0190 0101 0360  <0.0001
intermediario
Relagao <4.09 63 (77%) Ref
Neutrofilo- >4.09 18 (22%)  3.712  2.004 6.875  <0.0001

Linfocito
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4.2 TRATAMENTO DA DOENCA METASTATICA

Analisando a forma de tratamento realizado, dos 128 pacientes com
dados disponiveis 19 (15%) foram submetidos apenas a metastasectomia do
sitio de doencga a distancia, nao tendo realizado tratamento sistémico. Desse
mesmo total de pacientes, 9 (7%) pacientes ndo realizaram nenhuma forma
de tratamento sistémico, sendo mantidos apenas em melhor suporte de vida.
Trinta e um pacientes (24%) realizaram metastasectomia porém também
fizeram tratamento sistémico a seguir. No total 95 (74%) pacientes fizeram
tratamento sistémico.

Dos pacientes submetidos a tratamento sistémico em primeira linha,
85 (89%) fizeram inibidores de tirosina quinase (sunitinibe, sorafenibe ou
pazopanibe). O restante foi submetido a temsirolimus (6 pacientes, 6%),
Interferon (3 pacientes, 3%) ou interleucina em alta dose (2 pacientes 2%) e
estdo descritos na Tabela 2.

De um total de 104 pacientes com dados de segunda linha
disponiveis, apenas 57 (55%) foram submetidos a uma segunda linha de
tratamento sistémico. Everolimus foi utilizado em 25 pacientes (40%),
sorafenibe foi utilizado em 11 (18%), o pazopanibe em 9 (15%) e o
nivolumabe em 7 (11%) pacientes. O restante das medicacdes utilizadas em

segunda linha estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Tipos de tratamentos realizados pelos 129 pacientes com CCRm
- A.C.Camargo Cancer Center

Variavel Valor
Metastasectomia 50 (41%)
Tratamento sistémico em primeira linha 95 (79%)
Sunitinib 63 (66%)
Sorafenib 2 (2%)
Pazopanib 19 (20%)
Temsirolimus 6 (6%)
Interferon 3 (3%)
IL-2 2 (2%)
Tratamento sistémico em segunda linha 57 (47%)
Everolimus 25 (44%)
Sorafenib 11 (19%)
Pazopanib 9 (16%)
Nivolumab 7 (12%)
Sunitinib 3(5%)
Interferon 1(2%)
Axitinib 1(2%)




40

4.3 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA DAS CADERINAS

Do total de 129 casos, 88 (68.2%) tinham material histopatologico
disponivel e com boa qualidade técnica, sendo incluidos na analise de N-
caderina. A N-caderina foi visualizada na membrana celular e sua pontuacéao
reflete a intensidade da marcagédo. Onze (12.5%) casos foram pontuados
negativos 26 (29.5%) fracos, 32 (36.4%) moderados e 19 (21.6%) fortes.

Realizamos o teste kappa para concordancia entre os spots do TMA
de N-caderina e observamos que existe concordancia discreta (kappa =
0.344, p <0.001) entre os diferentes spots do mesmo tumor, ja sugerindo
certo grau de heterogeneidade intratumoral de N-caderina.

O ponto de corte da N-caderina para SG e SLP foi 2 (<=2 versus >2),
conforme analisado pela estatistica de log-rank maximizada para obter o
melhor ponto de corte correlacionado a Sobrevida. Apos a avaliacédo de N-
caderina <= 2 versus > 2, observamos 67 (77%) pacientes com marcagao
negativa ou baixa, versus 20 (23%) com marcagao forte.(Figura 6)

Quanto a E-caderina, 89 (68.9%) casos foram incluidos na analise
final. Ela também é uma proteina de membrana celular e sua pontuacao
reflete a intensidade da marcagao. Quinze (16.9%) casos foram pontuados
negativos, 47 (52.8%) fracos 27 (30.3%) moderados e n&o houve nenhuma
marcagao forte. A correlacdo kappa para concordancia entre os spots do
TMA de E-caderina foi de 0.435 (p<0.001), considerada uma concordancia

moderada (Figura 7).
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O ponto de corte da E-caderina para SG e SLP foi 0 e ndo houve
nenhum caso de forte captacdo de E-caderina na membrana do tecido
metastatico. Apds avaliacdo da E-caderina pelo ponto de corte O,
observamos 14 (15.7%) pacientes com marcagcdo negativa versus 75
(84.3%) com marcagao positiva.

A correlacédo das caderinas e as variaveis clinicas de maior interesse

estdo representadas na Tabela 3.

o |0 ==

Figura 6 - Laminas da imunohistoquimica da N-caderina. A - expresséo

negativa; B - expressao fraca; C - expressdo moderada; D - expressao forte
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Figura 7 - Laminas da imunohistoquimica da E-caderina. A - expresséo

negativa; B - expressao fraca; C - expressdo moderada; D - expressao forte
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Tabela 3 - Variaveis clinicas de interesse correlacionadas com as caderinas
de 129 pacientes do A.C.Camargo Cancer Center

N-caderina N-caderina Valor E-caderina E-caderina Valor

Variavel . . . .
positiva negativa p positiva negativa p

Género

e Masculino 15 (75%) 51 (76.1%) 0.55 56 (74.7%) 11 (78.6%) 0.52

e Feminino 5 (25%) 16 (23.9%) 19 (25.3%) 3 (21.4%)
Nefrectomia

e Sim 20 (100%) 61 (91%) 0.19 72 (96%) 13 (92.9%) 0.79

e nao 0 6 (9%) 3 (4%) 1(7.1%)
Estadiamento patolégico

e pT1pNO 3 (20%) 11 (25.6%) 12 (24.5%) 3 (33.3%)

e pT2pNO 7 (46.7%) 11 (25.6%) 0.43 17 (34.7%) 1(11.1%) 0.28

e pT3e/ou pN+ 2 (13.3%) 12 (27.9%) 10 (20.4%) 4 (44.4%)

e T4elouMl 3 (20%) 9 (20.9%) 10 (20.4%) 1(11.1%)
Fuhrman

o 1 0 (0%) 2 (5.4%) 2 (4.3%) 0 (0%)

o 2 8 (61.5%) 13 (35.1%) 0.09 19 (41.3%) 3 (50%) 0.93

e 3 5 (38.5%) 11 (29.7%) 15 (32.6%) 2 (33.3%)

e 4 0 (0%) 11 (29.7%) 10 (21.7%) 1(16.7%)
Classificagdo IMDC

e Bom 4 (21.1%) 12 (21.8%) 0.05 16 (24.6%) 2 (20%) 0.85

e Intermediério 15 (78.9%) 30 (54.5%) ' 40 (61.5%) 6 (60%) '

e Mau 0 (0%) 13 (23.6%) 9 (13.8%) 2 (20%)
Neutrofilia

e Sim 1 (5.3%) 10 (19.6%) 013 7 (11.5%) 3 (30%) 0.1

e Nao 18 (94.7%) 41 (80.4%) 54 (88.5%) 7 (70%)
Metastasectomia

e Sim 12 (60%) 30 (44.8%) 0.17 39 (48.9%) 4 (28.6%) 0.08

e Naéo 8 (40%) 37 (55.2%) 35 (51.1%) 10 (71.4%)
Relacao
Neutrofilo/Linfécito

o >407 1 (6.3%) 12 (27.3%) 0.07 10 (18.9%) 3 (37.5%) 0.22

o <=4/07 15 (93.8%) 32 (72.7%) 43 (81.1%) 5 (62.5%)
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4.4 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA DAS BETA-CATENINAS

De um total de 129 casos, 84 (65.1%) tinham material histopatolégico
disponivel e com boa qualidade técnica, sendo incluidos na analise de Beta-
catenina de membrana. A beta-catenina foi bem visualizada na membrana
celular, e sua pontuacgao reflete a intensidade de captacdo desse marcador
na membrana. Trinta e nove (46.4%) casos foram negativos, 31 (36.9%)
tiveram perda parcial e 14 (16.7%) foram completamente positivos na
membrana celular.

Fizemos a analise de concordancia kappa entre os spots de
diferentes locais do tumor, sendo 0.091 (p<0.001), caracterizando fraca
concordédncia e sugerindo também heterogeneidade intratumoral na
metastase.

O ponto de corte da Beta-catenina de membrana para sobrevida
global foi 1. Setenta e um (84.5%) dos casos tinham captagdo fraca na
membrana e 13 (15.5%) apresentavam positividade total de captagdo na
membrana. (Figura 8)

Quanto a Beta-catenina citoplasmatica, de um total de 129 casos, 85
(65.8%) tinham material disponivel e estavam em boa qualidade técnica para
analise. A sua captacdo no citoplasma foi bastante heterogénea e a
pontuagédo foi baseada na intensidade da captagcdo. Onze casos (12.9%)
foram negativos 24 (28.2%) captaram de forma fraca, 39 (45.9%) moderada

e 11 (12.9%) forte. (Figura 8)
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Fizemos a analise da concordancia kappa de Beta-catenina
citoplasmatica nos spots do mesmo tecido da metastase, que resultou em
0.33, significando correlagdo positiva, porém discreta, sugerindo também
heterogeneidade intratumoral na metastase.

Apos avaliarmos o ponto de corte da beta-catenina citoplasmatica
com relagéo a sobrevida global que foi 2, observamos 73 (85.9%) casos com
baixa captacao e 12 (14.1%) casos com forte captagao.

Em relacao a Beta-catenina nuclear, todos os 129 casos puderam ser
bem analisados tecnicamente. A captacdo nuclear foi bem visualizada e
pontuada conforme intensidade, em valor de porcentagem. Apds analise do
ponto de corte pela sobrevida global, que foi 0, definimos como positivo
captagdo >=1% e negativo se <0. No total, tivemos 79 (61.2%) casos
negativos e 50 (38.8%) positivos.(Figura 8)

Quanto a analise de concordéncia da Beta-catenina nuclear, o
coeficiente kappa foi 0.35, inferindo novamente concordancia discreta.

A correlagao entre as beta-cateninas de membrana e citoplasma e as
variaveis clinicas estao descritas na Tabela 4. J& a referente a beta-catenina

nuclear estio descritas na Tabela 5.
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Tabela 4 - Variaveis clinicas de interesse correlacionadas com a beta-
catenina de membrana e citoplasmatica de 129 pacientes do A.C.Camargo

Cancer Center

B-catenina B-catenina B-catenina  B-catenina
. Valor . . Valor
Variavel membrana membrana citoplasma citoplasma
positiva negativa positiva negativa
Género
e Masculino 11 (84.6%) 52 (73.2%) 0.31 8 (66.7%) 56 (76.7%) 033
e Feminino 2 (15.4%) 19 (26.8%) ) 4 (33.3%) 17 (23.3%) ’
Nefrectomia
e Sim 12(92.3%) 68 (95.7%) 0.79 10(83.3%) 71(97.3%) 0.04
e néo 1(7.7%) 3 (4.2%) 2 (16.7%) 2 (2.7%)
Estadiamento patolégico
e pT1pNO 2 (12.5%) 13 (27.7%) 2 (25%) 12 (25.5%)
e pT2pNO 4 (50%) 14 (29.8%) 0.64 3 (37.5%) 15 (31.9%) 0.85
e pT3e/ou pN+ 2 (25%) 11 (23.4%) 1(12.5%) 12 (25.5%)
e T4elouMl 1(12.5%) 9 (19.1%) 2 (25%) 8 (17%)
Fuhrman
e 1 1(14.3%) 1(2.4%) 1(14.3%) 1(2.4%)
e 2 2 (28.6%) 19 (46.3%) 044 1(14.3%) 20 (47.6%) 0.24
e 3 2 (28.6%) 13 (31.7%) 3 (42.9%) 13 (31%)
e 4 2 (28.6%) 8 (19.5%) 2 (28.6%) 8 (19%)
Classificagdo IMDC
e Bom 1(8.3%) 15 (26.8%) 013 0 (0%) 17 (27%) 0.09
e Intermediario 7 (58.3%) 34 (60.7%) ' 6 (66.7%) 38 (60.3%) '
e Mau 4 (33.3%) 7 (12.5%) 3 (33.3%) 8 (12.7%)
Neutrofilia
e Sim 2 (15.4%) 8 (14.8%) 062 1(11.1%) 9 (15.3%) 0.60
e Nao 11 (84.6%) 46 (85.2%) 8 (88.9%) 50 (84.7%)
Metéastase pulmonar
e Sim 8 (61.5%) 53 (76.8%) 0.20 043
e Néo 5 (38.5%) 16 (23.2%) ) 9 (81.8%) 53 (73.6%) ’
2 (18.2%) 19 (26.4%)
Metastase intra-
abdominal 053 0.40
e Sim 3(23.1%) 19 (27.1%) 2 (18.2%) 20 (27.4%)
e Néo 10 (76.9%) 51 (72.9%) 9 (81.8%) 53 (72.6%)
Metastase em
subcutaneo
e Sim 3(23.1%) 13 (18.6%) 047 2 (18.2%) 14 (19.2%) 0.65
e Nao 10 (76.9%) 57 (81.4%) 9 (81.8%) 59 (80.8%)
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Tabela 5 - Variaveis clinicas de interesse correlacionadas com a beta-
catenina nuclear de 129 pacientes do A.C.Camargo Cancer Center

Variavel B-catenina B-catenina nuclear Valorp
nuclear positiva  negativa

Género
e Masculino 38 (76%) 53 (67.1%) 0.18
e Feminino 12 (24%) 26 (32.9%)

Nefrectomia
e Sim 48 (96%) 71 (89.9%) 0.31
e Néo 2 (4%) 8 (10.1%)

Estadiamento

patolégico
e pT1pNO 11 (33.3%) 12 (22.2%)
e pT2pNO 9 (27.3%) 17 (31.5%) 0L
e pT3elou pN+ 6 (18.2%) 13 (24.1%)
e T4elou M1 7 (21.2%) 12 (22.2%)

Fuhrman
o 1 0 (0%) 4 (8.9%)
o 2 12 (38.7%) 19 (42.2%) 0.33
e 3 12 (38.7%) 13 (28.9%)
o 4 7 (22.6%) 9 (20%)

Classificagdo IMDC
e Bom 12 (27.3%) 15 (22.4%)
e Intermediario 27 (61.4%) 36 (53.7%) e
e Mau 5 (11.4%) 16 (23.9%)

Neutrofilia
e Sim 2 (5%) 16 (24.6%) 0.007
e Naéo 38 (95%) 49 (75.4%)

Metastase pulmonar
e Sim 39 (78%) 51 (67.1%) 0.13
e Nio 11 (22%) 25 (32.9%)

Metastase intra-

abdominal
e Sim 11 (22%) 29 (37.7%) 0.04
e Nio 39 (78%) 48 (62.3%)

Metastase em

subcuténeo
. Sim 13 (26%) 8 (10.4%) B2

e Nao 37 (74%) 69 (89.6%)
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Figura 8 - Laminas da imunohistoquimica de beta-catenina. A - expresséo
negativa; B e C - expressao positiva da beta-catenina nuclear; D - expressao positiva da

beta-catenina de membrana e citoplasmatica

4.5 ANALISE DE SOBREVIDA

A sobrevida global mediana da populagao estudada foi 49.28 meses e
o tempo de seguimento mediano foi de 70.4 meses. Ao final da analise, 74
(57.8%) eventos de 6bito ja haviam ocorrido.

A anadlise do modelo de Cox simples das variaveis clinicas e
sobrevida global estd demonstrada na Tabela 6. A presenca de metastases
Osseas e em sistema nervoso central denotaram pior prognéstico, enquanto
a presencga de metastases intra-abdominais denotaram melhor prognéstico.
A classificagdo do IMDC, a relagao neutréfilo-linfocito > 4.09 e a realizagao

de metastasectomia também foram estatisticamente significativas em termos
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de progndéstico e sobrevida global (p < 0001), compativel com a literatura por
HENG et. al. (2009), HU et al. 2015, TEMPLETON et al. (2016), BILEN et al.
(2018) e LALANI et al. (2018) sugerindo que a nossa amostra populacional
esteja bem representada.(Figura 9).

A analise do modelo de risco de Cox simples das variaveis
moleculares e SG esta disposta na Tabela 7. Observamos significancia
estatistica para os biomarcadores N-caderina (p=0.01) e Beta-catenina
nuclear (p=0.001). (Figuras 13 e 14)

Quanto a SLP, a mediana foi 24.54 meses. Ao final da analise,
tivemos um total de 88 (69.8%) eventos de 6bito ou progressao de doenca
ou toxicidade limitante. A analise do modelo de Cox simples das variaveis
clinicas e SLP estd demonstrada na Tabela 6 (Figuras 16 e 17).
Observamos que Fuhrman elevado foi estatisticamente significativo em
termos de SLP, mas ndo em termos de SG. Metastase dssea, metastase em
SNC e em linfonodos impactaram em pior prognostico em termos de SLP.
Da mesma forma que para SG, a classificacdo IMDC, a relagao neutrofilo-
linfécito e a realizagdo de metastasectomia tiveram significancia estatistica
em termos de SLP (p < 0.0001).

A analise do modelo de risco de Cox simples das variaveis
moleculares e SLP esta disposta na Tabela 7. Assim como para SG, foram
positivos para SLP os biomarcadores N-caderina (p = 0.004) e Beta-catenina

nuclear (p = 0.001).
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Tabela 6 - Modelo de risco de Cox simples das variaveis clinico-laboratoriais
com SG e SLP

Variavel SG mediana Valor p SLP mediana  Valorp

Género
e Feminino 71.39m 0.24 37.32m 0.20
e Masculino 42.61m 24.31m

Nefrectomia
e Sim 54.80m <0.001 30.16m <0.001
e Nio 8.64m 6.11m

Estadiamento  patolégico

inicial
e TINO 42.61m 19.02m
e T2NO 59.36m 0.59 24.41m 0.61
e T3 elou N+ 36.20m 30.16m
e T4elou M1 175.37m 37.32m

Fuhrman inicial
e 1 Nao avaliavel 86.14m
e 2 59.36m 0.09 37.12m 0.01
e 3 25.06m 16.0m
o 4 43.36m 19.02m

Metastase pulmonar
e Sim 43.33m 0.40 24.34m 0.25
e Nao 79.50m 37.94m

Metastase hepéatica
e Sim 43.36m 0.15 19.35m 0.07
e Nao 49.28m 30.39m

Metastase 6ssea
e Sim 37.38m 0.008 19.71m 0.02
e Nio 95.63m 37.32m

Metastase SNC
e Sim 32.49m 0.02 21.42m 0.03
e Nio 59.72m 30.39m

Metastase intra-abdominal
e Sim 95.63m 0.01 37.94m 0.13
e Nio 40.54m 24.31m

Metéstase subcutanea
e Sim 32.09m 0.93 21.42m 0.29
¢ Niao 49.28m 30.16m

Metéastase linfonodal
e Sim 34.33m 0.41 19.02m 0.002
e Niao 59.36m 37.32m

Classificagao IMDC
e Bom 95.63m 60.74m
e Intermediario 58.15m < 0.0001 30.16m <0.0001
e Mau 16m 14.29m

RNL
e <=4.09 58.15m < 0.0001 30.16m <0.0001
e >4.09 11.49m 9.52m

Metastasectomia
e Sim 98.39m <0.0001 71.39m <0.0001

e Nao 26.84m 16m
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Figura 9 - Sobrevida global estratificada pela Classificagdo de risco IMDC.

Nota-se a separacdo clara das curvas de sobrevida de acordo com o prognéstico do

paciente (p<0.0001)
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Figura 10 - Curvas de sobrevida global de acordo com a relagao neutrdfilo

linfécito, dicotomizada no ponto de corte estabelecido 4.09 (p<0.0001)
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Figura 11 - Curvas de sobrevida global de acordo com a realizag&o ou n&o

de metastasectomia (p< 0.0001)

Tabela 7 - Modelo de risco de Cox simples das variaveis moleculares e SG

Sobrevida Sobrevida livre
- Valor N Valor
Variavel global de progressao
mediana mediana P
N-caderina spot mais
alto
e Negativo 21.22m 15.90
T 40.54m g:03 34.07 By
° Moderado 50.10m 30.16
e Forte 98.39m 86.27
N-caderina cut off
e Negativo, 42.61m 30.16
fraco, 0.01 0.004
moderado
e Forte 98.39m 86.27
E-caderina spot mais
alto
e Negativo 43.33m 27.99
e Fraco 68.27m 0.43 37.94 0.53
° Moderado 78.58m 24.31
e Forte Nenhuma Nenhuma
amostra amostra
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Cont/ Tabela 7

Sobrevida livre

- Sobrevida Valor - Valor
Varidvel . de progressao
global mediana p g p
mediana
E-caderina cut off
e Negativo 40.54m 0.30 27.99 0.44
e Fraco, moderado, forte 68.27m 37.32
Beta-catenina de membrana
spot mais alto
e Negativo 59.36m 0.31 32.0 0.70
e Perda parcial 79.50m 53.58
e Positivo total 50.10m 37.12
Beta-catenina de membrana cut
off
e Negativo, perda parcial 71.39m 008 37.32 e
e Positivo total 50.10m 19.02
Beta-catenina citoplasmética
spot mais alto
e Negativo 59.72m 32.0
. Fragco 43.33m 079 37.04 0.99
e Moderado 71.39m 34.07
e Forte 54.80m 37.32

Valor mais alto de N-caderina

1.0
negativo
fraco
Ly moderado
ifarte
* negativo-censurado
0.8+ | fraco-censurado

] moderado-censurado
4 L +— forte-censurado
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Figura 12 - Sobrevida global dos pacientes estratificada pela marcagao mais
alta da N-caderina. Demonstramos que houve separacédo das curvas pelo valor mais
alto de marcagao da N-caderina, sendo a marcacao negativa de pior prognéstico e a forte

de melhor progndstico (p = 0.03).
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Figura 13 - Sobrevida global de acordo com a categorizagdo da N-caderina

no seu ponto de corte. Apds categorizarmos a N-caderina de acordo com o

seu ponto de corte (pontuagdo <=2 versus >2), observamos importante

separacgao das curvas de sobrevida global (p = 0.01).
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Figura 14 - Sobrevida global de acordo com a categorizacdo da Beta-

catenina nuclear no seu ponto de corte (0 versus > 0). Observamos importante

separagao das curvas de sobrevida global (p = 0.001).
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Figura 15 - Sobrevida livre de progressdo dos pacientes estratificada pela

marcagao mais alta da N-caderina. Observamos separagéo importante das curvas,

sendo a marcagao negativa de pior prognéstico e a marcagao forte a de melhor progndstico

(p = 0.001).
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Figura 16 - Sobrevida livre de progressao de acordo com a categorizagao da

N-caderina no seu ponto de corte (<=2 versus > 2). Observamos importante

separagao das curvas de sobrevida livre de progressao (p = 0.004)
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Beta-catenina nuclear ponto de corte
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Figura 17 - Sobrevida livre de progressao de acordo com a categorizagao da
Beta-catenina nuclear em seu ponto de corte (0 versus > 0). Observamos

separacao das curvas de sobrevida livre de progresséo ( p = 0.018).

4.5.1 Modelo de Cox simples

Os biomarcadores estudados foram avaliados de forma univariada
por modelo de Cox simples. N-caderina e Beta-catenina nuclear foram
positivas, com HR 0.40 e 0.36, respectivamente. Beta-catenina de
membrana teve uma tendéncia a significancia estatistica, com HR 1.92. E-

caderina e Beta-catenina citoplasmatica ndao foram significativas.

Biomarcador Categoria | Numero | HR 95% ClI Valor
de Limite Limite p
amostras inferior | superior

E-cadherin Negativo | 14 (16%) | Ref
Positivo | 72 (84%) | 0.69 0.34 1.39 0.308

N-cadherin Negativo | 64 (76%) | Ref
Positivo | 20 (24%) | 0.40 0.19 0.84 0.015

Membranous-B-catenin | Negativo | 69 (84%) | Ref
Positivo | 13 (16%) | 1.92 0.94 3.91 0.070

Nuclear-B-catenin Negativo | 36 (44%) | Ref
Positivo | 46 (56%) | 0.36 0.20 0.65 0.001
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4.5.2 Modelo de Cox multiplo

Para ser realizado, as variaveis com valor p < = 0.01 e variaveis de
maior interesse clinico foram escolhidas. Como o numero de eventos para
SG, descartando valores ausentes nas variaveis, foi 30, o nUmero maximo
de variaveis era 4. Assim, as variaveis descritas na Tabela 8 foram

escolhidas para analise no modelo multiplo relacionado a SG.

Tabela 8 - Variaveis escolhidas para analise no modelo Cox multiplo e seus
respectivos valores p na analise de Cox simples.

Variavel escolhida Valor p
Metastasectomia < 0.001
Risco IMDC <0.001
N-caderina cut off 0.01
Beta-catenina membrana cut-off 0.07
Beta-catenina nuclear cut off 0.001

Apos realizagdo do modelo de Cox multiplo, as variaveis idade,
Classificacao IMDC, realizacdo de metastasectomia, N-caderina e Beta-
catenina nuclear confirmaram-se como variaveis de significancia estatistica

independentes para risco de 6bito. (Tabela 9).



58

Tabela 9 - Analise do modelo Cox multiplo referente a sobrevida global.

95% CI
Variavel Categoria HR  Limite Limite Valor p
inferior  superior
Idade 1.05 1.02 1.09 0.004
Género I\Iﬂasc_ul_lno Ref 0.19 1.49 0.23
eminino 0.51
Risco prognostico Risco-alto Ref
IMDC Risco-baixo 0.17 0.05 0.54 0.003
Risco-intermediario  0.24 0.09 0.64 0.004
Metastasectomia Nao Ref
Sim 5.23 2.22 12.33 <0.0001
N-caderina Baixo Ref
Alto 0.32 0.1 0.91 0.033
-catenina- Alto Ref
En catenina i Tas 054 3.84 0.47
-catenina-nuclear Baixo Ref
B Py oog 013 0.60 0.001

Com relagcdo a SLP, o numero de eventos, descartando valores
ausentes nas variaveis, foi de 34. Por isso, escolhemos as mesmas variaveis
descritas na Tabela 9 para analise de Cox modelo multiplo relacionado a
SLP.

Apods analise do modelo Cox multiplo, apenas a variavel Classificagao
IMDC (HR = 0.12, IC: 0.02 - 0.53, p = 0.005) manteve significancia
estatistica, sendo a uUnica a se confirmar como variavel prognéstica

independente para SLP.
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4.5.3 Anélise estratificada Kaplan-Meier

Fizemos ainda uma analise estratificada de sobrevida global,
verificando especificamente a relacdo de sobrevida dos marcadores N-
caderina e Beta-catenina nuclear.

Avaliando apenas os pacientes com N-caderina negativa, percebemos
que quando beta-catenina nuclear positiva, a sobrevida mediana € de 59.7
meses enquanto se beta-catenina nuclear negativa, a sobrevida é 36.2
meses (p 0.007). Da mesma forma, se N-caderina positiva e beta catenina
nuclear positiva, a sobrevida global mediana n&o pode ser atingida,
enquanto se beta catenina nuclear negativa, SGm é 54.8m (p 0.035).

(Figuras 18 e 19).

Analise de sobrevida estratificada
N-caderina negativa ou fraca

Beta-catenina
nuclear
Mo
>0
I~ 0-censurado

0.8 >0-censurado

0.6

Pacientes

0.4

0.2+

L] T T T ] 1 T L}
00 2000 4000 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Sobrevida Global

Figura 18 - Analise de sobrevida dos pacientes com N-caderina negativa

estratificada pela beta-catenina nuclear (p=0.007)
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Andlise de sobrevivéncia estratificada
N-caderina forte

Beta-catenina
nuclear
o
>0
= 0-censurado
>0-censurado

1.0+

0.89

Pacientes

0.47

0.24

0.0

1 T 1 T T
.00 50.00 100.00 150.00 200.00
Sobrevida Global

Figura 19 - Analise de sobrevida dos pacientes com N-caderina forte pela

beta-catenina nuclear (p = 0.035)

Apos esses achados positivos, criamos a variavel N-caderina
positiva/Beta catenina nuclear positiva, no intuito de avaliar o papel
prognéstico conjunto dos dois marcadores. Feito isso, encontramos que se
ambos os marcadores positivos, a SG mediana nao foi atingida, enquanto
que se ambos negativos, SG mediana era de 43.33 meses (p 0.004). Figura
20.

A mesma variavel N-caderina positiva/Beta catenina nuclear positiva,
agora avaliando por SLP, encontramos que quando positivo, SLPm foi 125.5
enquanto quando ambos negativos, foi 51.9m (p = 0.004 IC 18.9 — 45.04),

conforme disposto na Figura 21.
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N-caderina positiva / Beta catenina nuclear positiva
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Sobrevida Global
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Figura 20 - Analise da sobrevida global se Beta-catenina positiva e N

caderina positiva versus Beta-catenina negativa e N-caderina negativa.

Observamos grande separagao das curvas, com significancia estatistica (p = 0.0004).
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Figura 21 - Analise da sobrevida livre de progressdo se Beta-catenina

positiva e N caderina positiva versus Beta-catenina negativa e N-caderina

negativa. Observamos grande separagdo das curvas, com significancia estatistica (p =

0.008).
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5 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, um grande esfor¢co de toda a comunidade
cientifica tem sido feito para que a biologia basica tumoral e as vias de
carcinogénese sejam melhor compreendidas, e que entdo novos tratamentos
possam levar a diminuigdo da mortalidade e morbidade pelas doencas
oncoldgicas. Apesar disso, mais de 90% dos 6bitos relacionados ao cancer
ainda sao devido a existéncia e a progressdo de metastases (MEHLEN e
PUISIEUX 2006). A capacidade biolégica de crescimento, proliferacéo e
metastase tumoral foi bem descrita no classico artigo Hallmarks of Cancer,
(HANAHAN e WEINBERG 2000, 2011). Ele descreve seis capacidades
biolégicas constitucionais dos tumores: sinalizagdo sustentada de
proliferacdo, capacidade de evasdo dos supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, replicagédo imortal, inducdo da angiogénese e
capacidade de invasao e metastase.

Na primeira publicacdo desse artigo, em 2000, a capacidade de
invasdo e metastase situava-se meramente no campo especulativo. Sabia-
se, entretanto, que uma série de alteracbes morfolégicas aconteciam na
célula tumoral para que ela se tornasse mais agressiva, facilitando o
processo de metastase. A primeira alteragao conhecida e a que se tornou o
hallmark desse processo € a perda da caderina de epitélio (E-caderina).
Esse processo recebeu o nome de transicao epitélio-mesénquima e com o

avancar da luz cientifica foi visto que além da perda de E-caderina, varias



63

outras proteinas de expresséo epiteliais sdo perdidas, tais como claudina,
ocludina, e citoqueratinas (LAMOUILLE et al. 2014). Concomitantemente, ha
0 aumento da expressdo de marcadores mesenquimais celulares, incluindo
N-caderina, vimentina, fibronectina e proteina especifica do fibroblasto. Esse
processo leva a uma série de alteragcdes morfologicas celulares, como perda
da polarizagao apico-basal celular, diminuicdo do poder de adesao célula-
célula, alongamento celular, aumentando o poder de invasdao e metastase
tumoral. Além do grande potencial metastatico das células que sofreram
TEM, existem evidéncias que essas células se tornam mais parecidas com
as células-tronco (stemness), com alto poder de plasticidade, podendo se
indiferenciar e se rediferenciar em diferentes graus e a qualquer momento da
sua evolugdo (NIETO et al. 2016). Trata-se de um processo dinamico,

progressivo e reversivel, que acontece principalmente no tumor primario.
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Metastasis: MET-like phenotype

Primary tumor
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Fonte: Adaptada de MITTAL (2018).
Figura 22 - Plasticidade celular na cascata de metastase: processo de

transigcéo epitélio-mesénquima e transicdo mesénquima-epitelio

Esse esquema ilustra a complexidade da cascata de metastase, do
ponto de vista da plasticidade celular. Ele mostra a heterogeneidade celular
do tumor primario e as diferentes estratégias que as células tumorais
adquirem para sobreviver na corrente sanguinea e colonizar sitios distantes.
TEM é um evento focal limitado no tumor primario que pode acontecer apos
interagdo das células tumorais com o microambiente em que se lovalizam
fibroblastos associados ao cancer, células imunes, incluindo células killers T
e B, entre outras células. O estroma circunjacente também inclui macrofagos

associados ao tumor e outras células derivadas da medula éssea. Apds o

Invasive front. EMT-like phenotype
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extravasamento, as células tumorais circulantes penetram no parénquima do
orgao alvo e iniciam a colonizagédo. Para que isso ocorra da forma devida,
ocorre o processo de transicdo mesénquima-epitélio. O fato de as células
tumorais de metastases terem fendtipo epitelial € consistente com essa

plasticidade descrita.

Fonte: Adaptada de CHAO et al. (2010)
Figura 23 - Mudancgas fenotipicas na célula durante o processo de

metastase

Mecanismos de mudanca fenotipica na célula no processo de
metastase. TEM e TME tem um papel importante no processo de metastase.
Durante a mudanca de fendtipo, comunicagdes complexas ocorrem entre

fibroblasto, matriz extracelular, células imunes e células tumorais. Essas
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interacbes podem influenciar a progressao do cancer em todos os seus
estagios.

Essa fronte de invasdao com células parcialmente ou totalmente
submetidas a TEM, além de células com potencial de células-tronco,
promove invasao para a corrente sanguinea. Esse processo de invasao da
camada endotelial e entrada para a circulagdo sanguinea é chamado
intravasamento e o processo de saida da circulagao e invasao de tecidos a
distancia € chamado extravasamento. Estudos utilizando videomicroscopia
intravivo de alta resolugdo indicam que essas células tumorais circulantes
sdo protegidas por um complexo de trés células chamado microambiente
metastatico, composto por macrofago, célula tumoral e célula endotelial.
(HARNEY et al. 2015; MITTAL 2018).

A célula tumoral circulante (CTC) no microambiente metastatico pode
ter fendtipo epitelial, de TEM ou hibrido. A monitorizagcdo e a avaliacdo do
fendtipo das CTCs tém se mostrado progndstico em varios tipos de tumores.
Em geral, pacientes refratarios a terapia sistémica e os que progridem mais
rapido, tem um fendtipo mesenquimal de CTC e os que respondem melhor
ao tratamento tém o fendtipo mais proximo ao epitelial (YU et al. 2013).
Ainda se faz necessario estudos mais bem desenhados das CTCs, a fim de
entender o potencial de invasibilidade e metastase desse complexo.

A CTC adere ao endotélio vascular no érgdo metastatico alvo e inicia
0 processo de extravasamento, migrando para o parénquima por meio de
uma variedade de mecanismos (MASSAGUE 2016). Ha evidéncia de que

Twist e Snaill podem contribuir para o extravasamento, estimulando
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protrusdes semelhantes a filopoidia (STOLETOV et al. 2010; SHIBUE et al.
2012). Isso indica que a TEM estimula o processo inicial de colonizagdo das
metastases. Ao atingir o nicho metastatico, as células tumorais podem seguir
dois caminhos: um fenodtipo de parada do ciclo celular, caracterizando um
estado quiescente celular ou podem formam grupos de micrometastases
multicelulares, que eventualmente irdo atingir o estado de macrometastase
(OCANA et al. 2012; DEL POZO MARTIN et al. 2015).

Esse grupo multicelular sofre entdo, novamente uma re-diferenciagao
por meio do processo de transicdo mesénquima-epitélio (TME), adquirindo
caracteristicas fenotipicas semelhantes a regido central do seu tumor
primario, que nao sofreu o processo de TEM (QIAN et al. 2015; CALON et al.
2015; PLAKS et al. 2015; NIETO et al. 2016).

A nossa analise foi desenhada para avaliagdo do papel prognéstico
dos marcadores imuno-histoquimicos E-caderina, N-caderina e Beta-
catenina na metastase de carcinoma de células renais. Esses marcadores
estdo intrinsecamente relacionados a Transicdo epitélio-mesénquima e
Transicdo mesénquima-epitélio, podendo sugerir ou até mesmo esclarecer a
ativacao dessas vias de transi¢cao na metastase do CCRm.

A avaliagao de E-caderina mostrou-se quase que homogeneamente
positiva fraca na metastase de carcinoma de células claras renal e sem
papel prognostico em termos de sobrevida global e sobrevida livre de
progressao. A E-caderina ja foi avaliada em carcinoma primario renal e néao
ha consenso quanto ao seu papel prognéstico. ZHANG et al. (2017)

demostrou que tumores primarios com E-caderina positiva tém melhor
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prognostico em termos de sobrevida livre de progressdao, mas nao de
sobrevida global (p=0.06). Por outro lado, LANGNER et al. (2004) nao
mostrou maior sobrevida livre de progressao ou sobrevida global para os
pacientes com E-caderina positiva. Apesar disso, todas as analises de E-
caderina avaliados por imunohistoquimica demonstram ou tem tendéncia em
demonstrar, correlagdo entre maior grau tumoral, maior estadiamento e
perda de E-caderina na membrana no carcinoma renal primario (KATAGIRI
et al. 1995; LANGNER et al. 2004; ZHANG et al. 2017). Nao encontramos
descricdo prévia na literatura de analise imuno-histoquimica da metastase
de carcinoma de células claras renal.

Com relacédo a N-caderina, observamos positividade de 23% (n=20)
das amostras de metastases, sugerindo manutencao da ativagao da via de
transicao epitélio-mesénquima nesses pacientes. A N-caderina positiva teve
impacto positivo tanto em termos de sobrevida global quanto em sobrevida
livre de progressao, quando comparado a N-caderina negativa (98.3m x
42.6m p = 0.01; 86.2m x 30.1m, p = 0,004, respectivamente, conforme
demonstrado nas Figuras 13 e 16). Novamente, ndo encontramos analises
imunohistoquimicas descritas de N-caderina na metastase de carcinoma de
células claras renal.

A beta-catenina foi observada na membrana, no citoplasma e no
nucleo celular. Observamos correlagcdo inversa entre a presenca de beta-
catenina de membrana e da beta-catenina nuclear: dos 50 casos com beta-
catenina nuclear positiva, 48 (96%) estdo negativos na membrana,

sugerindo perda de ancoragem com a E-caderina, concomitante a ativagao
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simultdnea da via WNT. Assim, ha o acumulo de beta-catenina
citoplasmatica, que migra para o nucleo para ativagdo de transcrigao,
levando a carcinogénese.

Apesar dessa correlagao positiva e com racional biolégico forte, a
beta-catenina de membrana e a citoplasmatica n&o tiveram papel em termos
de sobrevida global e de sobrevida livre de progressao. Por outro lado, a
beta-catenina nuclear positiva, que também sugere ativagado da transigcéo
epitélio mesénquima e da via WNT e estava presente em 38% dos casos,
teve forte impacto na sobrevida global e na sobrevida livre de progressao,
quando comparado a beta-catenina nuclear negativa (79.5m x 32.4m p <
0.001; 37.3m x 21.5m p = 0.01, conforme demonstrado nas Figuras 14 e 17).
Além disso, em conjunto com a Classificagao clinico-laboratorial do IMDC,
ela foi positiva na analise do modelo de Cox multiplo, inferindo que é uma
variavel progndstica independente.

Os nossos dados vao ao exato encontro das teorias de transicao
epitélio-mesénquima, que ocorre no tumor primario e na circulacido
sanguinea e da transicdo mesénquima-epitélio, que ocorre na metastase.
Inicialmente a teoria da TME foi questionada pela comunidade cientifica,
mas evidéncias recentes tém corroborado a sua existéncia. CHAO et al.
(2010) demonstrou que apds administrar células de cancer de mama
humano com fendtipo mesenquimal em ratos, os focos metastaticos
pulmonares apresentaram E-caderina positiva, sugerindo a existéncia do
processo de TME. Outro estudo, publicado por DYKXHOORN et al. (2009)

foi feito implantando 4 linhagens celulares diferentes de cancer de mama
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(67NR, 168FARN, 4TO7 e 4T1) em ratos. Apenas a linhagem epitelial (4T1)
foi capaz de formar macrometastases nos pulmdes e figado, sugerindo que
TEM por si s6 ndo € util para a colonizagdo do 6rgao alvo e formagao do
sitio metastatico e que a TME é necessario para tal.

Por isso, é provavel que a transicdo mesénquima-epitélio seja
fundamental para que as células tumorais disseminadas (do inglés
disseminated tumor cells — DTCs) consigam colonizar de forma apropriada o
orgao alvo e para que o processo de metastatizagao seja eficiente.

De forma surpreendente, porém favorecendo o racional bioldgico, a
sobrevida global e sobrevida livre de progressao dos pacientes analisados
com TEM ativada na metastase demonstrou-se estatisticamente superior
quando comparada a dos pacientes com N-caderina negativa e dos
pacientes com Beta-catenina nuclear negativa, que seriam os pacientes com
fendtipo epitelial (por ndo ativagdo prévia da TEM ou por ativagédo da
transicdo mesénquima-epitélio na metastase). Isso sugere que a
manutencdo do fendtipo mesenquimal na metastase nao promove
crescimento e multiplicacdo dessa lesdao secundaria, dificultando a
sobrevivéncia da metastase e tornando o processo de colonizacio
metastatica pelas DTCs ineficiente. O contrario ocorre nos tumores que
sofreram transicdo mesénquima-epitélio e agora se apresentam com
fendtipo epitelial na metastase. O fendtipo epitelial facilita a colonizacéo
metastatica pelas DTCs através da interagao célula-a-célula e do estimulo
ao crescimento celular, que eventualmente fardo dessa lesdo uma

macrometastase.
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Ao avaliarmos a variavel Beta-catenina positiva/N-caderina positiva,
notamos que a SG mediana da variavel positiva ndo foi atingida, enquanto
que se ambas negativas, SG mediana foi de 43.33 meses, conforme bem
demonstrado na curva de sobrevida Figura 20. Isso pode indicar que a
positividade da beta-catenina nuclear e da N-caderina provavelmente nao
estao relacionadas, e fazem parte de processos diferentes, porém que levam
ao mesmo produto final. Se ambas estdo negativas, a transigao
mesénquima-epitélio ndo esta ativada por nenhum processo, e por isso a SG
chega a ser superior do que se uma ou outra estivesse positiva.

Quanto a realizagcdo de metastasectomia, demonstramos ganho
importante em sobrevida global com a realizagdo do procedimento (98.3m x
26.8m p <0.0001). O artigo referente a analise dos pacientes submetidos a
metastasectomia esta em processo de publicacdo e encontra-se anexo a
este manuscrito.

Em relagdo a andlise da relagcdo neutréfilo-linfocito (RNL),
observamos que pacientes com RNL alta (>4.09, de acordo com seu ponto
de corte) tiveram sobrevida global e sobrevida livre de progresséao inferior
aos com RNL baixa (<=4.09) (58.1m x 11.4m p<0.0001 e 30.1m x 9.5m p
<0.0001). Dados prognoésticos e até mesmo preditivos da relagao neutrofilo-
linfocitos tém sido extensamente discutidos e publicados e este ndo € o
escopo principal deste trabalho (TEMPLETON et al. 2016).

Nossos dados ndo suportam correlacao estatistica entre N-caderina e
a classificagado prognodstica IMDC ou N-caderina com a relagao neutrofilo-

linfécito, mostrando que tratam-se de fatores progndsticos diferentes. Além
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disso, a beta-catenina nuclear também n&o apresentou correlagdo com a
classificagao progndstica do IMDC ou com a relagao neutrofilo-linfocito.

Nosso estudo se faz inédito na comunidade cientifica por diversos
pontos de metodologia e de resultados encontrados. Quanto a metodologia,
€ o primeiro estudo a avaliar o processo de transi¢ao epitélio-mesénquima e
mesénquima-epitélio em tecido metastatico humano de carcinoma de células
renais. Também €& o primeiro estudo a se avaliar biomarcadores na
metastase de carcinoma renal metastatico.

Além disso, esse foi o primeiro estudo a demonstrar diferenga na
sobrevida a depender da ativagcdo da via mesénquima-epitélio no tecido
metastatico, podendo futuramente, guiar os esforcos da comunidade

académico-cientifica nesse sentido.
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6 CONCLUSAO

1 Quando avaliadas na metastase de carcinoma de células claras renal,
as proteinas N-caderina e Beta-catenina nuclear tém papel
prognostico para sobrevida global, sendo que a Beta-catenina nuclear
mostrou-se ser uma variavel de importancia progndstica independente
das outras variaveis.

2 Quando avaliadas na metastase de carcinoma de células claras renal,
as proteinas N-caderina e Beta-catenina nuclear tém papel
prognostico para sobrevida livre de progressao.

3 Concluimos nosso trabalho levantando a importancia do fendtipo
epitelial para o adequado crescimento da metastase de carcinoma de
células claras renal e sugerindo que estudos prospectivos e com
analise de expressdao génica sejam desenhados a fim do melhor

esclarecimento dessa via de carcinogénese tumoral.
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Anexo 1 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

A.C.Camargo Comité de Etica em
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A
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Atenciosamente.

Dr. Jefferson Jiz Gross
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Apéndice 1 - Ficha de coleta de dados

Nome:
RGH: Idade:
Género: Etnia:

Data da nefrectomia:

2010 AJCC T Stage:

2010 N Stage:

EC:
| 1 1] v

Histologia:

1- Células claras

2- Papilar

3- Croméfobo

4- Caract sarcomatéides

5- Sarcomatéide puro
Grau do TU:

1 2 3 4
Data do diagndéstico da metastase:
Sitios metastaticos:
1-lung 2 - bones 3 - liver 4 - CNS
5- Lymphnodes |6 - skin 88 - other 99 - unknown 0 - N/A
Terapia sistémica 1:
1 - sunitinib 2 - sorafenib 3 - pazopanib 4 - temsirolimus
6 - interferon +

5 - interferon bev 7 - interleucina 8 - everolimus
9 - axitinib 88 - outro 99 - desconhecido 0-N/A
Inicio:
Final:
Terapia sistémica 2:
1 - sunitinib 2 - sorafenib 3 - pazopanib 4 - temsirolimus
5 - interferon 6 - interferon + bev 7 - interleukin 8 - everolimus
9 - axitinib 88 - outro 99 - desconhecido 0-N/A

Inicio:
Final:




Terapia sistémica 3:

1 - sunitinib 2 - sorafenib 3 - pazopanib 4 - temsirolimus
6 - interferon +

5 - interferon bev 7 - interleukin 8 - everolimus

9 - axitinib 88 - outro 99 - desconhecido 0-N/A

Inicio:

Final:

Ultimo follow-up:

Status do ultimo follow-up:

1- vivo sem doenca 2- vivo com doencga 3-6bito

Data 6bito:

Fatores de risco:

1- Anemia

2- Hipercalcemia

3- Trombocitose > 300000
4- Neutroéfilo > 4500

5- KPS < 80%

6_

Tempo do diagnéstico ao tratamento <1 ano

Grupo progndstico:
a

2-

1-Bom(Ofactor)

Intermediario

3- Pobre(>=3)




Anexo 2 - Classificacdo de performance/status de Karnofsky: KPS-

Karnofsky Performance Status Classification.

100- Normal, nenhuma queixa, nenhuma evidéncia de doenca.

90 - Capaz para continuar atividade normal; pequenos Sintomas ou sinais da
doencga.

80- Atividade normal com esforgo; alguns sinais e sintomas.

70- Cuidados para si; incapaz para continuar suas atividades normais.

60- Requer ajuda ocasional; cuidados para a maioria das necessidades.

50- Requer ajuda consideravel e cuidados médicos frequentes.

40- Incapacitado; requer cuidado especial e ajuda.

30 - Severamente incapacitado; hospitalizado morte ndo iminente.

20 - Muito doente; precisa de internacdo urgente e requer medidas de
suporte ou tratamento.

10- Moribundo; processo de fatalidade rapidamente progredindo.

0- Morto.

Fonte: Karnofsky DA, Burchenal JH. The clinical evaluation
ofchemotherapeutic agents in cancer. In: MacLeod CM, editor. Evaluation of

chemotherapeutic agents. New York: Columbia Univ Press 1949; 196.



Anexo 3 - Classificagdo TNM da “American Joint Committee on Cancer’s
AJCC Cancer Staging”

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado.

T0 Auséncia de evidencia de tumor primario.

T Tumor & 7cm no maior diametro, limitado ao rim.

T1a Tumor & 4cm no maior didmetro, limitado ao rim.

T1b Tumor > 4cm e & 7cm no maior didmetro, limitado ao rim.

T2 Tumor > 7cm no maior didmetro, limitado ao rim.

T3 Tumor com extensdo ate grandes vasos, glandula adrenal ipsilateral ou tecido
perinefrético e nao ultrapassa fascia de Gerota.

T3 Tumor com extenséao ate glandula adrenal ipsilateral, ou tumor invade seio e/ou

a

gordura perinéfretica mas nao ultrapassa fascia de Gerota.

T3b Tumor com extensdo ate veia renal e seus ramos segmentares ou veia cava
infa- diafragmatica.

3 Tumor com extensao ate veia cava supra-diafragmatica ou infiltragdo da parede

C

da veia cava.

T4 Tumor com invasao além da fascia de Gerota.

NXx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO Auséncia de metastases linfonodais.

N1 Presenca de metastase em 1 linfonodo regional.

N2 Presenca de metastases em mais de 1 linfonodo regional.

Mx Metastases a distancia ndo podem ser avaliadas.

MO Auséncia de metastases a distancia.

M1 Presenca de metastases a distancia.

Fonte: Sobin LH, Wittekind CH. TNM classificagdo de tumores malignos.
Trad de A L a Einsenberg. 6 ed. Rio de Janeiro. INCA; 2004. Rim; p200-3.




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

Estagio clinico T N M
I T1 MO
NO
Il T2 NO MO
11 T1ouT2T3 N1 NO ou N1 MO MO
v T4 Qualquer T Qualquer N Qualquer N MO M1

Fonte: Sobin LH, Wittekind CH. TNM classificagdo de tumores malignos.
Trad de A L a Einsenberg. 6 ed. Rio de Janeiro. INCA; 2004. Rim; p200-3.




Anexo 5 - Graduacao histologica de Fuhrman

| Nucleo arredondado e uniforme, com cerca de 10!m de didmetro e

Grau nucléolo ausente/pequeno.

G ' Nucleo levemente irregular, com didmetro de 15!m e nucléolo
rau visivel, mas pequeno.

Grau i Nucleo moderadamente irregular, com didmetro de 20!m e nucléolo
rau grande.

Grau IV Nucleo acentuadamente irregular/ pleomorfico e  formas
rau multilobulares, com cromatina agrupada e didmetro maior que 20!'m.

Fonte: Fuhrman AS, Lasky LC, Limas C. prognostic significance of
morphological parameters in renal cell carcinomas. Am J Surg Pathol1982;
6:655-63.




Anexo 6 - Classificagao IMDC

Variavel Valor a ser pontuado
Anemia Hemoglobina < 10g/dl
Neutrofilia Neutrdfilos > 7500
Hipercalcemia Calcio corrigido 5.5
KPS <80

Tempo diagnostico-metastase <1 ano




