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RESUMO

Paula FA. Expressao imunoistoquimica e valor prognéstico da renina
em carcinoma de células renais: estudo multicéntrico internacional.

Sao Paulo; 2018. [Dissertacao de Mestrado-Fundacédo Anténio Prudente].

Introducao e objetivo: Apesar do aumento da incidéncia do carcinoma de
células renais células claras (CCRcc) localizado, os indices relacionados de
mortalidade continuam subindo. Os atuais recursos progndsticos clinicos e
patolégicos nao sao suficientemente precisos para distinguir pacientes com
baixo ou alto risco de progressdo da doenga ou morte. A incorporagao de
biomarcadores moleculares pode ajudar a distinguir neoplasias com
diferentes comportamentos, bem como auxiliar na predigdo de tumores com
potencial metastatico. Poucos estudos foram focados nos produtos
endécrinos do rim. Nosso obijetivo foi estudar a expressao imunoistoquimica
intratumoral da renina, uma enzima produzida pelas células granulares
justaglomerulares no cortex renal, e seu papel como fator progndstico para a
sobrevida ou recidiva do cancer. Material e método: foram selecionados
558 pacientes com CCRcc da base de dados do Latin American Renal
Cancer Group, submetidos a nefrectomia radical ou parcial entre 1990 e
2016. Todos os casos foram revisados por uropatologistas experientes e, em
cada caso, duas amostras distintas obtidas para a construcdo do tissue
microarray. O método da avidina-biotina-peroxidase foi usado e a leitura
realizada manualmente através de microscopia Optica. Taxas de sobrevida
global (SG), cancer especifica (SCE), e livre de doenga (SLD) foram
analisados em 10 anos. Resultados: o padrao de expressdo nuclear da
renina mostrou-se qualitativamente positivo em 402 casos (72%) e negativo
em 156 (28%). A baixa expressao de renina associou-se com maior
prevaléncia de tumores com altos graus nas classificacbes de ISUP e
Furhman (p<0,001), invasdo venosa microscopica (p=0,046), invasdo da

veia renal (p=0,026), disseminagéo linfonodal (p=0,05) e doenga metastatica



ao diagnéstico (p=0,003). Nas analises multivariadas, a auséncia de
expressao de renina foi fator prognostico desfavoravel para SG (RR=2,008;
p=0,018), SCE (RR=2,040; p=0,037) e SLD (RR=2,923; p<0,001). Sobre a
expressao quantitativa da renina, a determinagéo de um ponto de corte <35
foi associado independentemente a piores taxas de SLD (RR=4,085;
p<0,001). Conclusao: o perfil de expressao imunoistoquimico de renina
intratumoral oferece valiosos dados progndsticos em relagdo a morte e

principalmente recorréncia relacionadas ao CCRcc.



SUMMARY

e Paula FA. [Immunohistochemical expression and prognostic value of
renin in renal cell carcinoma: an international multicenter study]. S&o

Paulo; 2018. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Introduction and Purpose: Despite the increased incidence of localized
clear-cell renal cell carcinoma (ccRCC), its related mortality rates continue to
rise. The usual clinical and pathologic prognostic are not sufficiently accurate
to distinguish patients with low or high risks for disease progression or death.
The incorporation of molecular biomarkers can help in distinguish diseases
with different behaviors, as well as help in predicting tumors with metastatic
potential. Few studies have been focused in the endocrine products of the
kidney. We aimed to study the intratumoral immunohistochemical expression
of the renin, an enzyme produced by juxtaglomerular granular cells in the
renal cortex, and its role as a prognostic factor for cancer survival or
recurrence. Material and method: We selected 558 patients with ccRCC
from Latin American Renal Cancer Group database, undergone radical or
partial nephrectomy between 1990 and 2016. All cases were revised by
expert uropathologists and, from each case, two distinct samples were
obtained for the tissue microarray construction. Streptavidin biotine
peroxidase method was used and the reading was manual by optical
microscope. Ten years overall survival (OS), cancer specific survival (CSS),
and disease free survival (DFS) were analyzed. The renin expression was
qualitatively classified as negative or positive. For quantitative analysis a cut-
point was estimate using the maximum of the standardized log-rank statistic
proposed by Lausen and Schumacher. Results: the renin nuclear expression
pattern was qualitatively positive in 402 cases (72%) and negative in 156
(28%). The negative renin expression was associated with the prevalence
high grade tumors (scored for ISUP and Furhman classifications, both

p<0.001), more microscopic venous invasion (p=0.046), renal vein invasion



(p=0.026), lymph node (p=0.05) and metastatic disease at presentation
(p=0.003). In the multivariate analyzes, the qualitative negative renin
expression was an unfavorable prognostic factor for OS (RR=2.008,
p=0.018), CSS (RR=2.040, p=0.037) and DFS (RR=2.923, p<0.001). On the
quantitative renin expression, the cutoff point <35 was associated with worse
DFS (RR=4.085, p<0.001). Conclusion: The intratumoral
immunohistochemical expression profile of renin in patients with ccRCC,
offers valuable prognostic data regarding death and mainly in cancer

recurrence odds.
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1 INTRODUGAO

1.1 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O carcinoma de células renais (CCR) compreende aproximadamente
3% de todas as neoplasias malignas do adulto. Dentre os tumores urologicos
mais frequentes € o mais letal, sendo que 30 a 40% desses pacientes irdo
morrer devido a doenga (LANDIS et al. 1999; PANTUCK et al. 2001).

No decorrer das ultimas décadas, tem se registrado o crescimento
progressivo da incidéncia do CCR, chegando a elevar-se cerca de 3% ao
ano. Tal progressédo relaciona-se em especial aos tumores incidentais em
estadio inicial, onde as taxas alcancam até 4% ao ano, e tem sido
tradicionalmente atribuida ao aumento da utilizacdo dos métodos de
diagnostico por imagem (CHOW et al. 1999; HOLLINGSWORTH et al.
2006). No entanto, esse panorama tem se alterado e publicagdes recentes
evidenciam o declinio do uso de exames de imagem, justificado
principalmente pela tentativa de minimizar as morbidades referentes ao
emprego da radiagdo ionizante (SMITH-BINDMAN et al. 2012). A frequéncia
de uso da tomografia computadorizada estabilizou-se em 2007, e passou a
diminuir apds 2009, periodo no qual a incidéncia do CCR persistiu em sua
curva ascendente. Ademais, se o aumento da incidéncia atribui-se
exclusivamente a melhoria da capacidade de deteccdo da doenca

clinicamente localizada, subentende-se que essas taxas deveriam estabilizar



em determinado momento, e que a proporgao de pacientes com doenca
localmente avangada ou metastatica deveria diminuir ao longo do tempo.
Infelizmente, os achados atuais indicam que nao existe esse decréscimo
concomitante, nem tendéncia a longo prazo para que isso ocorra
(GANDAGLIA et al. 2014).

Contribuindo também para o aumento da incidéncia estdo alguns
fatores etioldgicos, que mesmo sem um paralelismo exato entre exposigao e
impacto, sdo sabidamente envolvidos. O tabaco, o indice de massa corporea
e a hipertensao estao associados ao aumento do risco de CCR. Nas ultimas
décadas, a mudanca do estilo de vida e dos padrdes dietéticos
populacionais acarretaram em um crescimento epidémico da obesidade e de
suas implicagbes (CHOW et al. 2000; HUNT et al. 2005; RENEHAN et al.
2008).

Outra constatagcdo importante consiste do aumento das taxas de
mortalidade por doencga localizada, mesmo em anos contemporaneos. Isso
nos remete a idéia de que apesar do progndstico desses pacientes ter se
mostrado favoravel, parte dos casos detectados precocemente ndo sejam
clinicamente insignificantes como se imaginou (NGUYEN et al. 2006;
LJUNGBERG et al. 2010). Além disso, a inesperada desconexao entre o
tratamento ativo dos tumores localizados e o aumento das taxas de
mortalidade, mesmo que a intervengdo cirurgica permanega como a
modalidade de escolha, pode ser sugestiva de overtreatment (WELCH e
BLACK 2010). Atualmente advoga-se que com o aumento de diagndsticos

incidentais e o envelhecimento da populagdo, a observagao vigilante e a



utilizacdo de técnicas ablativas minimamente invasivas podem ser
consideradas opcdes para pacientes com pequenas massas renais, visando
minimizar riscos. Dados sugerem que o atraso da intervengdo nao
comprometeria o periodo de curabilidade (CRISPEN et al. 2008a; CAIRNS
2010).

O aumento da incidéncia do CCR localizado e o dilema clinico a
respeito da melhor conduta terapéutica a ser adotada ainda ndo sao claros.
Alguns pacientes com pequenos tumores nao vivem tempo suficiente para
se beneficiar da cirurgia, enquanto outros abrigam fendtipos agressivos da
doenca. Os critérios baseados nas caracteristicas do tumor e em modelos
de nomogramas néo sao precisos (MOTZER et al. 2004; LAM et al. 2005).
Portanto, a melhoria da selecao dos candidatos que serdo beneficiados com
o tratamento ativo faz-se imperativa, € um caminho promissor parece ser o
estudo de biomarcadores moleculares. A adequada identificagdo dessas
proteinas pode ajudar a distinguir doengas com comportamento indolente ou
agressivo, bem como auxiliar na predicdo de tumores com potencial

metastatico.

1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 Epidemiologia
O CCR é a sétima neoplasia mais comum em homens e a décima
mais comum em mulheres. E um tumor mais frequente em homens, com

uma propor¢ao de 3:2 em relagdo ao sexo feminino e tem média de idade de



apresentagao aos 64 anos, quando do diagnostico (WOLDRICH et al. 2008;
HOWLADER et al. 2014).

A incidéncia do CCR tem aumentado globalmente, e nos tempos
atuais representa aproximadamente 3% de todos os casos novos de cancer
no mundo (JEMAL et al. 2009). Segundo fontes norte-americanas para o ano
de 2015 estdo previstos 61.560 novos casos de CCR (38.270 homens e
23.290 mulheres) naquele pais. Aproximadamente 14.080 pessoas (9.070
homens e 5.010 mulheres) irdo morrer da doenga (American Cancer
Society's-ACS 2015). No Brasil ndo encontramos dados nas estatisticas
oficiais, inclusive nao figurando o CCR dentre as neoplasias mais frequentes
no site do Instituto Nacional do Cancer - INCA (Ministério da Saude 2014).
No entanto publicagdes apontam que a incidéncia no pais varia de 7 a 10
casos por 100.000 habitantes / ano, principalmente nas regides
industrializadas (WUNSCH-FILHO 2002). Contrariando as estimativas de
incidéncia estaveis ou em declinio de 70% dos canceres mais frequentes no
Brasil e no mundo, o CCR exibe taxas em progressdo a exemplo dos
tumores de prostata, mama e célon / reto. Tal avango registrado desde a
década de 70 tem sido atribuido ao aumento da utilizacdo dos métodos de
imagem para avaliagcdo de uma variedade de queixas abdominais. No Brasil
73,4% dos diagndsticos de CCR s&o dados pela ultrassonografia e 19,1%
pela tomografia computadorizada (NARDI et al. 2010).

O aumento da incidéncia deve-se principalmente ao crescimento
proporcional da descoberta de tumores incidentais e localizados. Entretanto

outros pontos devem ser considerados pois CHOW et al. (1999)



evidenciaram constante aumento das taxas de mortalidade devido ao CCR
por unidade populacional desde os anos 80, o que foi observado em ambos
0s sexos e em todos os grupos étnicos. No Brasil, as taxas de mortalidade
nas ultimas décadas acompanham a tendéncia mundial de progresséao

(Figuras 1 e 2).
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O aumento das taxas de mortalidade independente da crescente
incidéncia de tumores em estadio inicial, implica que a melhoria da
capacidade diagndstica pode estar sendo superada pelo provavel aumento
da prevaléncia de alguns fatores de risco para essa doencga. Entre eles estao
tabagismo, obesidade, hipertensao arterial, diuréticos, anti-hipertensivos,
histéria familial de CCR, insuficiéncia renal crénica, esclerose tuberosa,
doenca renal cistica adquirida, e causas ocupacionais como exposi¢cdo ao
asbesto, gasolina ou tricloroetileno (solvente industrial) (LIPWORTH et al.
2006). E importante ressaltar que apenas 2 a 5% das apresentacdes estio
relacionadas as sindromes de alto risco para CCR, como a sindrome de Von
Hippel-Lindau, a sindrome de Birt-Hogg-Dube e a sindrome do carcinoma

renal papilifero hereditario (EDGE et al. 2009).

1.2.2 Classificagao histolégica

Dentre os tumores renais de maior incidéncia, sobressaem-se o0s
grupos das neoplasias epiteliais e os tumores mesenquimais. O termo
carcinoma de células renais designa as neoplasias parenquimatosas renais
de origem epitelial com potencial maligno.

A classificagao dos tumores urogenitais da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) proposta em 2004 e revisada em 2016 através de sua quarta
edicdo, contém alteragdes significativas bem como novas entidades
tumorais. Entre os tumores renais epiteliais recentemente reconhecidos
estdo o CCR associado a leiomiomatose hereditaria, associado a deficiéncia

de succinato desidrogenase, associado a doenca renal cistica adquirida,



carcinoma tubulocistico, e o papilifero de células claras (MOCH et al. 2016).

O quadro seguinte apresenta os tipos histolégicos de CCR e suas

respectivas alteragdes citogenéticas.

Quadro 1 - Tipos histolégicos e respectivas alteragdes citogenéticas dos

carcinomas de células renais

Tipo histoldgico

Alteracdes citogenéticas

Células claras

-3p, +5q22, -64, -8p, -9p, -14q

Papilifero

+3q, +7, +8, +12, +16, +17, +20, -Y

Cromadfobo

-1, -2, -6, -10, -17, -21, hipoploidia

Ductos coletores (Bellini)

-1q, -6p, -8p, -13q, -21q, -3p

HLCCR - Leiomiomatose hereditaria e

carcinoma das células renais hereditario

Mutagdo no gene LmjF24.0320 da enzima fumarato

hidratase (autossdmica dominante)

Medular

Perda do cromossomo 22

Translocagéo da familia MiTF-TFE (Xp11)

t(X;1)(p11.2;921), t(X;17)(p11.2;925)

Deficiéncia de succinato desidrogenase

Mutacéo do gene SDHB (linhagem germinativa)

Tubular mucinoso e de células fusiformes

-1,-4,-6,-8,-13,-14 +7, +11, +16, +17

Tubulocistico

Mutagbes em ABL1 e PDFGRA

Associado a doenca renal cistica adquirida

Ganhos de cromossomos 3,7, 16 e Y

Inclassificavel

Desconhecido

Papilifero de células claras

Sem alteragdes caracteristicas de células claras ou

papiliferos

Multilocular cistica de baixo potencial de

malignidade

Mutagéo do gene VHL

Fonte: Adaptado de MOCH et al. (2016).

E importante destacar que cada um dos tipos histolégicos decorre de
alteragbes citogenéticas e sitios glomerulares de origem distintos,
acarretando em aspectos morfolégicos diferentes. Assim sendo, apresentam
histéria natural, tratamentos variaveis,

agressividade e resposta a

configurando o CCR n&o como uma doenca Unica, mas como uma



associacao de neoplasias malignas distintas que afetam o mesmo 6rgéao, o

fim (TELOKEN et al. 2009).

1.2.3 Tratamento

A sustentacdo da enorme maioria dos planejamentos terapéuticos
para o CCR encontra-se nos procedimentos cirurgicos. Dentre esses,
conceitualmente utilizamos a cirurgia de extirpagcdo total do 6rgao,
nefrectomia radical (NR); ou a cirurgia preservadora de néfrons, nefrectomia
parcial (NP). A primeira, descrita inicialmente por ROBSON et al. em 1969
vigorou por muitos anos como o tratamento padrdo para os tumores
considerados operaveis. O procedimento envolve a completa remogao do
rim, capsula de Gerota, ureter proximal e, particularmente da glandula supra-
renal ipsilateral apenas quando os achados radiolégicos ou intra-operatérios
sugerirem invasao direta ou metastatica (CAMPBELL et al. 2017).

A principio a NP foi empregada de modo sistematico apenas para
portadores de insuficiéncia renal estabelecida ou iminente, tumores
bilaterais, rins Unicos e sindromes familiares de CCR nos quais as chances
de recidiva tumoral sdo muito elevadas. Atualmente a cirurgia preservadora
de néfrons é o padrao de tratamento para o CCR localizado, especialmente
para os tumores inferiores a 4cm (LJUNGBERG et al. 2015). A equivaléncia
oncolégica e os melhores resultados funcionais da NP quando comparada a
NR para os CCR T1a tém sido amplamente relatados. Um grande estudo
multicéntrico internacional sugeriu a viabilidade e seguranga em expandir as

indicagdes de NP para os tumores T1b (PATARD et al. 2004a), o que



concatenou com recentes publicagcdes demonstrando nao haver diferencas
relativas as sobrevidas global e cancer especifica, inclusive a longo prazo,
que sejam atribuiveis a escolha da técnica (CAl et al. 2017).

A cirurgia pode ser realizada por via aberta, laparoscépica ou
laparoscopica robb-assistida. As vantagens da abordagem minimamente
invasiva sao inegaveis e figuram menor tempo de convalescencga, dor pés-
operatoria, sangramento, melhores resultados estéticos, entre outros
beneficios. No entanto, a utilizacdo ou ndo da plataforma robdtica para as
nefrectomias ainda é foco de discussdo. A utilizacdo do rob6 aumentou em
muito o acesso dos pacientes aos procedimentos laparoscopicos
reconstrutivos, embora dados clinicos ndo demonstrem as mesmas lacunas
de resultados para os procedimentos extirpativos. Tal circunstancia é
observada tanto para as comparagoes relativas a NR (BOGER et al. 2010),
quanto para as relacionadas a NP (HAN et al. 2017).

O tratamento de massas renais exofiticas menores do que 3cm,
tipicamente realizado através da NP minimamente invasiva, considerando
questdes clinicas, anatdbmicas e psicossociais, pode contemplar o uso das
terapias ablativas ou mesmo de um protocolo de vigilancia ativa. Dentre as
terapéuticas ablativas, a crioablacdo tem alcangado melhores resultados
oncolégicos do que a radiofrequéncia, sendo que ambas parecem
apresentar melhor preservagcao da fungao renal quando comparadas as
abordagens cirurgicas (CHODEZ et al. 2015). No entanto, ainda assim
apresentam limitacbes importantes como a persisténcia tumoral pos-

procedimento, a impossibilidade de controle radiolégico adequado, e a falta
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de dados relativos a sobrevida livre de recorréncia em longo prazo. Para os
pacientes com baixa expectativa de vida ou alto risco cirurgico,
especialmente com lesbes menores do que 2cm, a vigilancia ativa
eventualmente incorporando a bidpsia da massa renal € uma alternativa
razoavel (LALLAS et al. 2015).

Para o CCR metastatico, a associacdo quando possivel da NR
citorredutora, e imunoterapia ou terapia com alvos moleculares é opgao de
escolha. Em casos com metastase unica é possivel sua ressecgao cirurgica.
As imunoterapias com interferon-alfa (IFN) ou interleucina-2 (IL-2) foram
consideradas como alternativas embora com resultados modestos,
demonstrando taxas de respostas objetivas em torno de 12% e respostas
completas em apenas 4% dos pacientes (COPPIN et al. 2005). Com o
desenvolvimento da terapia alvo molecular na ultima década, varios agentes
encontram-se hoje em protocolos de estudo: axitinibe, pazopanibe,
sorafenibe, sunitinibe, everolimo ou tensirolimo. Essas drogas vém
mostrando resultados superiores a imunoterapia primaria no que se refere a
maior sobrevida global e menor taxa de efeitos colaterais, porém devido a
intensa individualizacao do tratamento, a escolha do farmaco ou combinacgao
mais apropriada continua a ser um grande desafio. Ao invés disso,
recentemente, um novo passo dentro da imunoterapia tem sido buscado
através dos chamados ‘"inibidores de checkpoint" (ipilimumabe, por
exemplo), tentando otimizar as respostas terapéuticas (IVANYI e

GRUNWALD 2015).
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1.3 FATORES PROGNOSTICOS

1.3.1 Fatores clinicos, anatomicos e histopatolégicos

Os critérios classicamente utilizados como fatores progndsticos em
pacientes portadores de CCR sdo o estadio clinico, o grau histolégico de
malignidade, o envolvimento linfonodal e a presengca de metastases a
distancia (ROBSON et al. 1969; FUHRMAN et al. 1982). Dentre os pacientes
com CCR nao metastaticos, fatores importantes relacionados a sobrevida
cancer-especifica incluem sinais e sintomas clinicos, condi¢des relativas ao
tumor, e diversos achados laboratoriais. Em geral, os fatores inerentes ao
préprio tumor como estagio patologico, tamanho da massa neoplasica, grau
nuclear, e subtipo histologico, tém maior utilidade de forma independente.
Contudo, construir uma analise multivariada utilizando-se da combinagao de
varios fatores que provaram ter valor isoladamente, aparenta ser mais
relevante (MESKAWI et al. 2012).

Os fatores prognosticos podem ser divididos em clinicos, anatdémicos

e histopatologicos, conforme representado no Quadro 2.



12

Quadro 2 - Fatores progndsticos para o carcinoma de células renais

Clinicos Anatémicos Histopatoldgicos
Performance status Tamanho Grau nuclear

Sintomas sistémicos Envolvimento venoso Subtipo histolégico
Sintomatico x incidental Invaséo de 6rgaos contiguos | Componente sarcomatoide
Anemia Envolvimento adrenal Presenca de necrose
Hipercalcemia Metastase linfonodal Invasdo microvascular
Desidrogenase lactica elevada Metastase a distancia Invaséo da gordura perinefrética
Velocidade de hemossedimentagdo | Doenga disseminada ou do hilo renal

elevada Invasédo do sistema coletor
Proteina C reativa elevada Status da margem cirurgica
Trombocitose

Fosfatase alcalina elevada

Fonte: Adaptado de LANE e KATTAN (2008).

Achados clinicos sugestivos de pior prognostico em portadores de
CCR incluem a manifestagao sintomatica, a perda de mais do que 10% do
peso corporeo, e performance status ruim (LANE e KATTAN 2008).
Trombocitose, albuminuria, e elevadas taxas de fosfatase alcalina, proteina
C reativa, e desidrogenase lactica (DHL), correlacionam-se com piores
desfechos. Embora valores laboratoriais anormais sejam mais comuns para
pacientes em estagios avancados, alguns desses indicadores como
hipercalcemia, anemia e velocidade de hemossedimentacdo (VHS)
aumentada, diferenciam-se em importancia e sao considerados preditores
independentes de mortalidade cancer-especifica mesmo em pacientes com
doencga localizada (MAGERA et al. 2008).

Varios mecanismos de avaliagdo e estratificagdo de performance
clinica tem sido usados, e dentre os mais comumente aplicados para
pacientes com CCR estdo o Karnofsky's Performance Status (KPS) e o

Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status (ECOG) - Anexos
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1 e 2. Ambos tem implicagdes prognodsticas confirmadas quando avaliados
isoladamente. MOTZER et al. (2004) demonstraram que o KPS é fator
preditivo independente de sobrevida para os casos de CCR metastaticos
submetidos a terapias de primeira ou segunda linha. PATARD et al. (2004b)
em um grande estudo multicéntrico elencando pacientes submetidos a
nefrectomia para doenca localizada e metastatica, evidenciaram a
importancia prognostica da classificagdo do ECOG. Outro mecanismo
utilizado para dimensionar condi¢gdes clinicas € a classificagao pré-operatoria
da American Society of Anesthesiology (ASA). Nossa equipe publicou estudo
indicando que a sobrevida cancer-especifica foi influenciada pela
classificagcdo da ASA nas analises uni e multivariadas, e que os pacientes
ASA 3 apresentaram mais metastases quando comparados aos dos outros
grupos (DE CASSIO ZEQUI et al. 2010).

Quanto aos fatores anatomicos, o tamanho da massa tumoral provou
ser importante fator prognéstico independente para os CCR localizados ou
invasivos. Isso ocorre mesmo considerando a forte associacdo entre o
tamanho do tumor e o estadiamento patolégico, pois notadamente tumores
maiores apresentam com maior frequéncia fatores de pior progndstico como
o alto grau nuclear. CRISPEN et al. (2008b) em uma série de 637
nefrectomias parciais para carcinomas menores do que 7 cm, mostrou que a
cada 1 cm de aumento do tumor, houve decréscimo significativo nas taxas
de sobrevida global, cancer-especifica, livre de recorréncia e de metastases.

Sobre o envolvimento venoso, temos que a extensdo cefalica do

trombo tumoral como fator progndstico mantém-se como fonte de
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controvérsias. No entanto, a invasdo direta da parede da veia deve ser
considerada um marcador progndstico isolado, associado com alto risco de
recorréncia e decréscimo da sobrevida cancer-especifica, classificando tal
situagdo como pT3c independente do nivel do trombo tumoral (ZINI et al.
2008).

O comprometimento adrenal, seja por contiguidade ou por metastase
ipsilateral, esta relacionado com altas taxas de disseminagao sistémica da
doencga, e portanto péssimo prognéstico. VON KNOBLOCH et al. (2009)
demonstraram que pacientes com metastase adrenal, ndo sao curados
quando incorporamos rotineiramente a adrenalectomia ipsilateral simultanea
a nefrectomia radical durante o tratamento do CCR. A extirpacao da glandula
em portadores de tumores localmente avancados ndo oferece beneficio
oncolégico e posiciona uma parcela significativa de pacientes em risco de
sofrer com metastase assincrbnica em uma adrenal solitaria (WEIGHT et al.
2011).

O envolvimento linfonodal apresenta grande impacto progndstico. As
taxas de SCE em cinco anos variam de 11% a 30%. Além disso, cerca de
50% destes casos ja apresentam metastases hematogénicas sincrénicas a
distancia. E consensual que pacientes com doenca localizada e sem
evidéncia clinica de metastase linfonodal, ndo apresentam qualquer ganho
de sobrevida quando submetidos a linfadenectomia. O uUnico estudo
prospectivo, randomizado, controlado descrito nao mostrou diferenca
significativa entre os dois grupos durante periodo de seguimento de cinco

anos (BLOM et al. 2009). Para aqueles com doenca localizada e linfonodos
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alterados, o beneficio da disseccdo ganglionar ndo € demonstrado,
favorecendo apenas o estadiamento (LUUNGBERG et al. 2015).

Ao lado da presenca de linfonodos positivos, a evidéncia de
metastases corrobora com a queda vertiginosa do progndstico, com taxas de
sobrevida menores que 50% em 1 ano, de 5 a 30% em 5 anos, e de 0 a 5%
para 10 anos. Pacientes com metastases sincrénicas associam-se com
piores desfechos, morrendo pelo carcinoma entre 1 e 2 anos. Os que
cursam com metastases assincronicas, tem no intervalo livre de
disseminagdo uma ferramenta que reflete no tempo de progressdo da
doenca (HADDAD e RINI 2012).

Dentre os fatores histopatolégicos, o grau nuclear e o subtipo
histolégico tém relevancia significativa. Entre as classificacbes que utilizam-
se do tamanho e da morfologia nuclear, e da presenga ou auséncia do
nucléolo, a mais usualmente adotada € a de FUHRMAN et al. (1982). Na
publicacdo original as taxas de sobrevida em 5 anos para os graus, que
variam de 1 a 4, foram 64%, 34%, 31% e 10%, respectivamente. O grau
nuclear correlaciona-se diretamente com o tamanho tumoral, presenca de
metastases, envolvimento linfonodal e invasao vascular (FICARRA et al.
2009). Em estudo utilizando analise multivariada, TSUIl et al. (2000)
reportaram que o grau de Fuhrman e o estagio clinico se apresentam como
os fatores progndsticos mais relevantes. Apesar de importante para os
carcinomas de células claras, ndo se observa a mesma acuracia para os

demais tipos histologicos. Recentemente, um estudo demonstrou que sua
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utilizacdo como preditor prognoéstico pode ser significativa em CCR
papiliferos (DELAHUNT et al. 2013).

A importancia dos subtipos histologicos incide notadamente nos
extremos da classificagdo. Os CCR do tipo células claras tem pior
prognoéstico quando comparados aos papiliferos ou croméfobos, embora
cada classe possa apresentar tumores pouco diferenciados que venham a
ser letais (DENG e MELAMED 2012). Carcinomas dos ductos coletores,
medular renal e de células renais inclassificavel estdo associados com
rapida disseminacdo e obito em curto prazo. Em contrapartida os CCR
cistico multiloculado, bem como os de células fusiformes e tubular mucinoso,
sdo indolentes, com baixo estagio a apresentagao, e pouquissimos casos de
metastases relatados até entdo, cursando portanto com excelente
prognéstico (ZHAO et al. 2015).

Ainda sobre os achados histolégicos trés aspectos devem ser
ressaltados: a diferenciacdo sarcomatoide, a presenca de necrose tumoral e
a invasao microvascular. O padrao sarcomatéide, representado por células
fusiformes pleomorficas similares as do fibrossarcoma, considerado grau 4
de Furhman, é identificado em 1 a 8% de todos os CCR e pode ser
encontrado em qualquer subtipo. Entre esses pacientes, 45 a 77%
apresentam doenga avangada e metastases no momento do diagndstico. O
prognéstico € sombrio, com sobrevida média de 4 a 9 meses, e cancer-
especifica de 15 a 22% em 5 anos (HUMPHREY 2012). Em consonancia, a
necrose tumoral também é um fator adverso e sempre teve foco nos estudos

prognésticos. Nos ultimos anos, tem sido provado que a avaliagéao
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prospectiva considerando simplesmente sua presenga ou auséncia, nao
fornece informacdes de forma independente. A precisdo baseada na
extensdao da necrose é superior e entdo considerada fator preditivo
independente de sobrevida global, incluindo tumores confinados ao érgéo
(KLATTE et al. 2009; RENSHAW e CHEVILLE 2015). Igualmente
representativa € a invasao microvascular (IMV), aceita como fator de risco
para varios canceres, esta estreitamente correlacionada com caracteristicas
clinicopatoldgicas como a recorréncia tumoral e a progressdo da doencga.
DALL'OGLIO et al. (2007) demonstraram que em pacientes submetidos a
nefrectomia parcial ou radical por doenga clinicamente localizada, a IMV
estava presente em 26% dos casos, sendo que desses 46% apresentaram
recidiva do tumor, enquanto nos casos sem a IMV apenas 6%. Assim sendo,
presente em 1 de cada 5 pacientes com CCR, a IMV é fator preditor
independente de disseminacdo metastatica, bem como de sobrevida cancer-
especifica (KROEGER et al. 2012).

Nos atuais sistemas de classificacdo, a presenga de invasao da
gordura perinefrética (IGP) ou do seio renal (ISR), estdo igualmente
alocadas sugerindo impactos progndsticos similares para esses achados.
Muitos estudos documentaram redugao nas taxas de sobrevida em 5 anos
de até 20% quando da IGP (LANE e KATTAN 2008). No entanto,
recentemente em uma metanalise ZHANG et al. (2016) demonstraram que
pacientes com ISR tiveram alto grau de Furhman, grande possibilidade de
metastase linfonodal, diferenciacdo sarcomatéide e necrose tumoral,

levando a piores desfechos quando comparados aos que exibiram somente
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IGP. Nosso grupo publicou que a presenga concomitante de IGP e ISR esta
associada com piora da sobrevida cancer-especifica e livre de progressao,
recomendando que os critérios de estadiamento devessem diferenciar as
invasdes quando isoladas e associadas (DA COSTA et al. 2012a).

Relativo aos possiveis fatores de risco referentes as margens
cirargicas positivas (MCP) e sua influéncia sobre a recorréncia do CCR apos
a cirurgia com preservagao de néfrons, existe consenso entre a maioria dos
autores. Embora as MCP sejam prevalentes, elas parecem ter pouco ou
nenhum impacto sobre as taxas de sobrevida a curto e longo prazo, ou de
recorréncia tumoral (ANI et al. 2013; KANG et al. 2016).

Considerando os varios fatores clinicos, anatbmicos e
histopatolégicos, diferentes grupos desenvolveram modelos prognésticos
preditivos integrados visando alcangar melhores resultados que os obtidos
com os coeficientes isoladamente. O sistema Tumour-Node-Metastasis
(TNM), amplamente utilizado para o CCR, categorizou os tumores renais em
1974 e desde entdo é submetido a revisdes periddicas pelo American Joint
Comitte on Cancer (AJCC). A oitava edi¢do, publicada em Outubro de 2016
e efetivada a partir de Janeiro de 2017, apresentou atualizagbes para a
categoria T3a, que sao: a retirada do adjetivo "grosseiramente" quando se
refere ao comprometimento da veia renal; a supressdao da expressao
"contendo musculo" quando se refere as veias segmentares; e a incluséo
dos casos com invasao do sitema pielocalicial. O Anexo 3 exibe o
estadiamento TNM completo em sua ultima versao: AJCC Cancer Staging

Manual 2017 (RINI et al. 2017).
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Entre outros modelos prognosticos desenvolvidos para prever o
comportamento da doenga, varios nomogramas com diferentes abordagens
e variaveis foram usados. ZISMAN et al. (2002) da Universidade da
Califérnia - Los Angeles (UCLA) desenvolveram o UCLA Integrated Staging
System (UISS), que considerou o estadiamento TNM, a performance ECOG
e o0 grau nuclear. LEIBOVICH et al. (2003) da Mayo Clinic criaram o Mayo
Clinic Stage, Size, Grade and Necrosis (SSIGN), que abrange o
estadiamento patoldgico, tamanho do tumor, grau nuclear e presenca de
necrose. SORBELLINI et al. (2005) do Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center atualizaram o nomograma da instituicdo proposto por KATTAN et al.
(2001), que utiliza-se além dos critérios classicos como estagio patoldgico,
grau de Furhman, tamanho tumoral e necrose, também da invaséo vascular
e componentes da apresentagao clinica como o diagndstico incidental
versus lesdes sintomaticas, performance de Karnofsky, tempo de recorréncia
apos a cirurgia, anemia, calcemia e alteragdes da DHL.

Como descrito, os diversos fatores progndsticos tem importante
impacto na evolucido de pacientes portadores de CCR isoladamente, e
quando avaliados em conjunto através de modelos multivariados
intensificam de forma significativa seu valor junto a pratica clinica.
Entretanto, buscamos ainda refinar a capacidade de predizer o
comportamento de tais tumores antevendo fielmente implicagcdes sobre a
sobrevida, a recorréncia tumoral e o risco de metastases. Nos ultimos anos,

o estudo dos marcadores biomoleculares tem vigorado em posicao de
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destaque e talvez esse seja o proximo passo implementando as avaliagdes

preditivas.

1.3.2 Fatores biomoleculares e o CCR

O papel dos biomarcadores no CCR tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, abrangendo desde o auxilio do
diagndstico patolégico, a compreensdao da histogénese tumoral, a
classificagdo de novas entidades, a escolha de terapias adequadas para
pacientes com doenga avangada, até a arena investigativa da elucidagao do
comportamento preditivo e progndstico das neoplasias renais.

Entre os métodos utilizados para a determinacdo da presenca de
marcadores biolégicos em espécimes cirurgicos, a imunoistoquimica é a
ferramenta mais comumente disponivel e utilizada, permitindo a detecgao de
antigenos expressos em células tumorais e caracterizando o tumor.
Recursos menos frequentes no contexto das neoplasias renais sdo a
cariotipagem convencional, a hibridagcéo in situ por fluorescéncia (FISH) e
outras técnicas de citogenética molecular. As novas analises moleculares
como o perfil de expressao génica, a hibridagdo gendmica comparativa, o
polimorfismo de nucleotideo unico, o estado de metilacdo e as analises
mutacionais, sao usadas atualmente com cunho experimental visando
identificar vias moleculares especificas e potenciais alvos terapéuticos
(MOCH et al. 2014).

Os biomarcadores moleculares podem ser agrupados de acordo com

sua localizagao fisiolégica em: "circulantes", que incluem o Fator de
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Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e proteinas relacionadas, fatores
angiogénicos e citocinas inflamatdrias, células endoteliais circulantes, e a
desidrogenase lactica; e "relacionados ao tecido", que contém polimorfismos
de nucleotideo unico, aspectos relacionados as vias de Von Hippel-Lindau
(VHL) e de sinalizacdo do Mammalian Target of Rapamycin (mTOR).

Avancos recentes no entendimento da genética, epigenética e dos
transcriptomas, implementados particularmente pela tecnologia de
sequenciamento de DNA de segunda geragado, e complementado por
informacgdes obtidas acerca do proteoma, projetam a identificacdo de novos
biomarcadores e terapias alvo molecular (STRATTON 2011).

Dentre as anormalidades genéticas, ponto fundamental sobre a
biologia dos CCR do tipo células claras (CCRcc) € a perda de fungédo do
gene supressor de tumor de VHL, localizado no cromossomo 3p. Essa
condigcdo causada por hipoxemia, mutacdes, delecbes ou hipermetilacao,
esta presente em mais de 90% desses tumores quando esporadicos, quase
definindo esse subgrupo de neoplasias (YOUNG et al. 2009). Tal deficiéncia
proteica acarreta, mesmo na auséncia de um ambiente de hipdxia tecidual,
em estabilizacdo e acumulo do fator induzido por hipdxia-1 (HIF-1a) no
citoplasma e ativacao de fatores de transcricdo nuclear incluindo aqueles
que codificam o VEGF, o fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF- B) e a eritropoetina (EPO). As mutagdes com perda de fungdo no
alelo VHL remanescente representam um evento inicial no desenvolvimento
do CCRcc, mas nao sao suficientes isoladamente para impulsionar o

crescimento tumoral (YOUNG et al. 2008). Nosso grupo evidenciou em
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recente publicacdo elencando 148 casos que apesar das proteinas VHL
estarem expressas em grande parte deles (80%), n&do houve correlagéo
significativa entre tal expressdo e os achados clinicos e de sobrevida
(ALVES et al. 2014).

Atras apenas do VHL, mutagdes igualmente importantes para a
génese do CCRcc e extremamente prevalentes, estdo as varias alteragdes
de genes envolvidos com a regulagdo da cromatina. Entre esses podemos
destacar: o SETD2 (SET domain containing 2), o PBRM1 (Polybromo 1) e o
BAP1 (BRCA1 associated protein-1 ubiquitin carboxy-terminal hydrolase).
Ambos estéo localizados no brago curto do cromossomo 3 (locus 3p21), o
mesmo brago do VHL (locus 3p25), mostrando que a perda de um dos alelos
do brago 3p poderia resultar na alteragao de fungdo de genes com possiveis
ligagbes funcionais entre si (TOMA et al. 2008). As 20 mutagbes mais
incidentes até o momento, segundo o catalogo de mutagdes somaticas em

cancer (COSMIC), estéo listadas por frequéncia na Figura 3.
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Top 20 genes
Nome (frequéncia)
VHL (57 %)
SETD2 (50 % )
TP53(29% )
KMT2C (29 % )
NF2(29%)  ——
PBRM1 (20 % )
MYHS (21%) |
AKAPS (21% )
KMT2D (21 % )
NSD1 (21%)
NUP214 (14 %) |——
NF1(14%)
NFE2L2 (14 % )
KDMBA ( 14 % )
FAT4 (14 %)
NCOR2 (14 % )
TSC2 (14 %)

RNF213 (14 % ) | —

HIF1A(14%)  —

PDEA4DIP ( 14 % )

©
o

12 14
Escala (amostras)

ol
[N

4 6

B Amostras com mutagdo B Todas as amostras

Fonte: Wellcome Trust Sanger Institute, Genome Research, in COSMIC (Catalogue of

Somatic Mutations in Cancer - Cell Lines Project), 2017.
Figura 3 - Frequéncia de muta¢cdes em CCRcc. Principais genes estudados e

respectivos percentuais de mutagdes observadas em CCRcc.

A cromatina consiste em uma matriz protéica circundada por material
de DNA. Centenas de diferentes tipos de proteina formam a estrutura, porém
as histonas sao as mais numerosas. A ligagdo do DNA ao redor das histonas
€ definida por um intrinseco e complexo mecanismo de controle, onde um
aperto ou afrouxamento desta ligagdo resulta na redugdo ou aumento da
atividade transcricional. Entre os principais mecanismos regulatorios,
conhecidos como epigenéticos, estdo as modificagbes covalentes das
histonas, que incluem: a acetilacdo, metilagdo ou ubiquitinacdo da lisina;
metilagdo da arginina e fosforilagdo da serina (BARTOVA et al. 2008). Em
2010, VAN HAAFTEN et al. evidenciaram a mutagado inativadora do gene
SETD2, que codifica uma metiltransferase responsavel pela trimetilacido da

histona H3 lisina36 (H3K36me3), resultando em hipometilagdo e um estado
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de baixa atividade transcricional. Recentemente LIU et al. (2015) avaliaram
192 casos de CCRcc ndo metastaticos e publicaram que pacientes com
baixa expressao de SETD2 e H3K36me3 estao propensos a desenvolverem
tumores de maior tamanho, e que na analise multivariada mostrou-se como
fator prognéstico independente para SG e livre de recorréncia. Também, tais
achados se repetem quando a coorte analisada figura entre CCRcc
metastaticos (WANG et al. 2016).

Sobre o gene PBRM1, sua fungao é codificar a proteina BAF180 que
€ uma subunidade do complexo de remodelacdo da cromatina dependente
de ATP chamado SWI / SNF (do inglés, Switch/Sucrose non fermentable).
Tal complexo esta envolvido com a mobilizagdo dos nucleossomos por
deslizamento e promocao de insercédo ou retirada de histonas da cromatina.
Dessa forma, o SWI / SNF relaciona-se em multiplos processos celulares
como de diferenciagao tecidual e carcinogénese, e apresenta caracteristicas
envolvidas com a supressao tumoral (EUSKIRCHEN et al. 2011; WILSON e
ROBERTS 2011). Em nossa equipe, DA COSTA et al. (2014) demonstraram
que a perda de expressao tecidual de PBRM1 em pacientes portadores de
CCRcc influenciou negativamente as taxas de SLD e SCE nas andlises
univariadas de sobrevida.

O BAP1, que codifica a enzima de deubiquitinagdo (BRCA1
associated protein) localizada no nucleo celular, € sede eventual de
mutagdes inativadoras em seus dominios, as quais estdo associadas ao
processo de tumorigénese. Como a maioria dos genes supressores tumoral,

o BAP1 segue a "two-hit hypothesis" o que implica que ambos os alelos
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devem estar comprometidos conferindo-lhe caracteristicas de recessividade,
contrario ao que acontece usualmente com os oncogenes, que sao
tipicamente dominantes. Apesar de localizar-se no mesmo locus
cromossOmico que o PBRM1, curiosamente as mutagdes de ambos os
genes sao em grande parte mutuamente exclusivas. Como determinado por
uma metanalise, as chances de haver mutacbes do BAP1 estdo reduzidas
em 70% em tumores com PBRM1 mutados (PENA-LLOPIS et al. 2012 e
2013). Além disso, alteragdes de expressao desses genes estdo associadas
com diferentes caracteristicas histologicas, biolégicas e de desfecho. Os
tumores com BAP1 mutado tendem a associar-se com marcadores de pior
progndéstico como: alto grau, presenca de necrose e ativagdo do mTORCH1;
enquanto para o PBRM1 mutado o panorama mais favoravel compreende
tumores de baixo ou alto grau, auséncia de necrose e inatividade da via
MmTOR (KAPUR et al. 2013; CORTEZ NETO 2014). A Figura 4 representa
um modelo de desenvolvimento do CCRcc. Recente analise retrospectiva do
grupo da Mayo Clinic Rochester com 1479 pacientes operados com CCRcc
nao metastaticos evidenciou que a deficiéncia simultanea de BAP1 e
PBRM1, apesar de rara, relaciona-se com maior agressividade e menor
SCE, com média de 7,7 anos, e estimada em 0 para 15 anos (JOSEPH et al.

2016).
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Fonte: BRUGAROLAS (2014).
Figura 4 - Modelo de desenvolvimento do CCRcc. Os genes VHL, BAP1 e

PBRM1 todos localizados no cromossomo 3p (SETD2 também esta nessa regido, mas nao
foi representado). Apds mutacdo intragénica no VHS, a perda de 3p inativa o alelo
remanescente. As mutagdes subsequentes de BAP1 e PBRM1 resultam em CCRcc com

diferentes comportamentos patoldgicos e desfechos.

Nos ultimos anos as atengdes voltaram a vigorar sobre outro gene
supressor de tumor, ja muito relacionado a diversos tipos de tumores, o
TP53. A mutacao na proteina tumoral p53 talvez influencie a transcrigao de
outras regioes supressoras. LIN et al. (2014) demonstraram que a regulagao
negativa na expressdo da proteina HSPB7 esteve presente na enorme
maioria dos CCRcc (85%), e que tal evento € decorrente da hipermetilagao

do DNA causada pelo p53 mutado. MACHER-GOEPPINGER et al. (2015)
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publicaram que o PBRM1 é alvo da degradacido proteica proteossomal
induzida pelo p53, e que esta ativacdo em CCR resulta em acentuada
diminuicdo dos niveis de proteina do PBRM1. ZHAO et al. (2016)
relacionaram o sinergismo entre os genes de VHL e o p53 contribuindo para
a quimiossensibilidade dos CCRcc. Achados indicaram que a co-expressao
génica de ambos inibiu a proliferagao celular e promoveu apoptose apos o
tratamento com adriamicina ou sunitinib.

H4 quase duas décadas nosso grupo dedica-se a pesquisa de
marcadores biomoleculares relacionados ao CCR, e além dos ja elencados
outros tantos foram foco de estudo como o Ki-67, CD133, CD44, as sintases
do 6xido nitrico e o PTEN.

O marcador de proliferagao celular MIB-1 / Ki-67 é citado como fator
prognéstico de pior evolugdo em pacientes portadores de CCR. Em estudo
com 55 pacientes de nossa instituicdo, este marcador apresentou baixa
expressdo e nao comprovou valor prognéstico (ZEQUI 2000). Recente
publicacdo com uma coorte de 367 pacientes com CCRcc ndo metastaticos
relacionou o Ki-67 e mais 4 marcadores, entre 24 triados, como preditivos
para recorréncia da doenga ap6s a cirurgia (HADDAD et al. 2017).

Acredita-se que os canceres sejam em parte regulados por uma
pequena subpopulagdo de células-tronco tumorais (CTT), as quais seriam
responsaveis pela renovacgao celular, multidiferenciacéo, recidiva tumoral e
progressao. CTT em CCR podem ser identificados funcionalmente por varios
marcadores de superficie celular, incluindo as glicoproteinas de membrana

CD133 e CD44. Em dissertacdo de mestrado do nosso servigo, 142
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pacientes com CCR foram investigados quanto a expressdao de
imunoistoquimica de CD133 / CD44 e suas correlagdes clinico patolégicas e
prognésticas. O CD44 nao apresentou impacto nas taxas de sobrevida,
enquanto a baixa expressao de CD133 foi evento desfavoravel, associando-
se com a invasao vascular microscopica e a reducao dos indices de SG,
SCE e SLD na analise univariada (DA COSTA 2011). Em uma metanalise
incluindo 25 artigos relevantes englobando 2673 casos de CCR, a
hiperexpressdo do CD44 correlacionou-se com piora da SG, SCE e SLD,
enquanto o CD133 foi fator progndstico independente para SCE (CHENG et
al. 2016).

As sintases do oxido nitrico (NOS) sdo enzimas responsaveis pela
mediag¢ao da produgao de oxido nitrico através da conversao de L-arginina e
L-citrulina. As NOS estdo envolvidas na imunidade e podem promover a
carcinogénese, sendo seus tipos 1, 2 e 3 expressos em muitos tumores. Em
nossa instituicdo a avaliagdo da expressao imunoistoquimica das NOS em
tecidos intratumorais € nao neoplasicos de 110 portadores de CCR, foi
correlacionada com fatores progndsticos. Altas concentragbes de NOS foram
associadas com pior prognostico e tumores volumosos, além disso a NOS-3
influenciou a SG pela analise univariada (ZEQUI 2008).

O PTEN (fosfatase homodloga a tensina) € um gene supressor de
tumor localizado no cromossomo 10923, que no CCR quando deletado ou
mutado manifesta-se com baixa expressdo imunoistoquimica e fendtipos
tumorais invasivos e metastaticos. Analisando 53 casos de CCR

metastaticos ou ndo, nossa equipe encontrou que a delecdo do PTEN foi
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detectada em aproximadamente 40% dos casos e sua presenga nao foi
determinante de menores taxas de sobrevida global em 5 anos (DE
CAMPOS et al. 2013). Analises correlacionando dois ou mais genes tem
sido cada vez mais frequentes, e ha pouco as associadas baixas expressoes
do PTEN e do PIK3C2A foram significativamente correlacionadas com alto
risco, e baixos periodos de SG e SCE (DAl et al. 2016).

A enorme maioria dos estudos busca identificar marcadores
correlacionados com vantagens adaptativas das células tumorais como:
autossuficiéncia aos fatores de crescimento, insensibilidade aos sinais que
inibem o crescimento celular, evasdao da morte programada (apoptose),
potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada e invasao tecidual e
metastase. Até entdo pouca atengao foi dada ao eventual valor progndstico
dos hormdnios secretados pelo rim, que também é um 6rgao enddcrino, e
seguindo essa linha de investigacdo objetivamos avaliar a importancia da

renina nesse contexto.

1.3.3 Arenina

O aparato funcional do rim, parenquimatoso, é constituido pelo cortex
e pelas piramides renais da regidao medular. No parénquima estdo cerca de 1
a 2,5 milhdes de unidades morfofuncionais renais, os néfrons. Estes sao
formados por dois componentes principais: o corpusculo renal, constituido
pelo glomérulo (tufo de capilares) e pela capsula de Bowman; e o tubulo
renal, contendo os tubulos contorcidos proximais, alca de Henle, tubulos

contorcidos distais e coletores.
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O aparelho justaglomerular € uma estrutura microscopica localizada
no polo vascular do corpusculo renal, formado por um componente vascular
(porgcao terminal da arteriola aferente, porgéo inicial da arteriola eferente, e
mesangio extraglomerular), e um componente tubular (macula densa). A
macula densa é o segmento terminal espesso do ramo ascendente da alca
de Henle, que encontra-se em contato com o componente vascular. Dentro
desse componente, podemos distinguir dois tipos celulares distintos: as
células granulares justaglomerulares, também chamadas epitelidides ou
mioepiteliais; e as células mesangiais extraglomerulares agranulares,
também chamadas células lacis (BARAJAS 1970, 1979, BARAJAS e

SALIDO 1994).

Tuibwilo
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Fonte: NETTER (2014).
Figura 5 - Néfron e ductos coletores: esquema representativo das zonas

renais cortical e medular.
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As células granulares estao localizadas principalmente nas paredes
das arteriolas aferentes, e em menor quantidade nas eferentes. Possuem
caracteristicas de células musculares lisas, e com exceg¢ao dos granulos sao
indistinguiveis das células arteriolares vizinhas; e de células epiteliais
secretoras, com reticulos endoplasmaticos bem desenvolvidos e Complexo
de Golgi com pequenos granulos e subestrutura cristalina. Tais granulos
contém proteases asparticas do tipo renina, que sao enzimas proteoliticas
compostas por uma molécula de agua ligada a um ou mais residuos
asparticos para a catalise de substratos peptidicos, com maxima atividade

em pH acido (SCHNERMANN e BRIGGS 2013).
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Figura 6 - O aparelho justaglomerular, suas porgdes e fungdes.

Durante o desenvolvimento renal, a renina ou angiotensinogenase,
tem expressdo generalizada no desenvolvimento das artérias intrarrenais.

Posteriormente desaparece das grandes artérias e arteriolas e torna-se
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restrita as células granulares na porcao final da arteriola aferente.
Entretanto, em resposta a deplecdo do volume extracelular, a expressao de
renina pode novamente se estender para as porcdes proximais das
arteriolas, sugerindo que as células musculares lisas das artérias renais
mantém a habilidade de produzir renina e que podem ser recrutadas para a
secrecao dessa enzima, dependendo da demanda funcional (SEQUEIRA
LOPEZ et al. 2004; SAUTER et al. 2008). Situagbes que compreendam
alteragdes do metabolismo e desbalangos regulatérios moleculares, como as
que habitualmente acontecem em cenarios oncoldgicos, possivelmente
poderiam relacionar-se com esse recrutamento de expressao.

A sintese e a secrecdo de renina pelas células granulares
justaglomerulares sédo controladas por varios fatores, incluindo
neurotransmissores do sistema nervoso simpatico, a pressao de perfusao
glomerular (através de baroreceptores arteriolares), e mediadores na macula
densa. Ha evidéncias cada vez maiores de que o controle de secrecao de
renina através da macula densa seja mediado pelo éxido nitrico, produtos da
ciclo-oxigenase como a PGE,, e a adenosina (PETI-PETERDI e HARRIS
2010). Nosso grupo, assim como publicagdbes que se sucederam,
demonstrou o impacto das NOS no curso das neoplasias renais (CASSIO
ZEQUI et al. 2013).

Recentemente, uma dissertacdo de mestrado (FERREIRA 2014) em
nossa instituicdo evidenciou o impacto da eritropoetina, outra enzima cortical
renal, nas taxas de sobrevida dos portadores de CCR. A perda de expressao

imunoistoquimica da enzima no tumor foi fator progndstico independente
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desfavoravel para SG e SCE nas analises univariadas e multivariadas.
Nesse mesmo caminho, interessamo-nos pelas enzimas funcionais renais.
E, embora a maior parte dos CCR (principalmente os carcinomas de células
claras e papiliferos) tenham origem nos tubulos contorcidos proximais,
localizados na regido cortical assim como os aparelhos justaglomerulares,
muito pouco se estudou até hoje a respeito do papel da renina nas

neoplasias malignas corticais renais.

1.3.4 A angiotensinogenase e o cancer

Diferente dos objetivos desse projeto, a literatura se mostra escassa e
praticamente nao existem estudos que investiguem a angiotensinogenase
como fator progndstico em oncologia, na maioria dos tumores soélidos ou
mesmo em doencas linfoproliferativas.

Encontramos no site da National Center for Biotechnology Information
- PubMed, divisdo da U.S. National Library of Medicine, poucas publicacbes
datando dos ultimos 20 anos. Na verdade, em sua quase totalidade,
analisam o papel e o impacto de drogas bloqueadoras do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) sobre a evolugéo de pacientes com alguns
tipos de neoplasia. No ambito biomolecular, trabalhos que envolvam
conexdes com a renina s&o ainda mais raros.

Alteragdes na expressdo da angiotensinogenase talvez sejam
resultado de mutacgdes de fatores TRANS (produzidos em outra molécula de
DNA) que interagem com elementos regulatérios CIS (presentes na mesma

molécula de DNA), alterando a transcricdo do RNAmM no gene da renina.
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Exemplo disso, sdo as mutagdes do gene supressor do tumor de Wilms
(WT1) no cromossomo 11p13. STEEGE et al. (2008) através de ensaios
imunoistoquimicos com animais mostraram que uma proteina do WT1
expressa por variagao no splicing pode suprimir a transcrigdo do gene da
renina, favorecendo a idéia de coexpressdo das proteinas do WT1 e da
renina. Uma proteina de WT1 mutada, encontrada no tumor de Wilms, falha
em suprimir 0 gene da renina e sua expressao endoégena. Esses achados
sugerem que a transcricao do gene da renina seja regulada pela proteina de
WT1, e talvez explique porqué nos pacientes com WT1 mutado ocorra
aumento da renina plasmatica e consequente hipertensao arterial.

ARIAS et al. (2010) avaliaram a expressdo de renina em tumores
epiteliais renais utilizando métodos imunoistoquimicos e sua associagao com
quadros hipertensivos. Em uma coorte de 89 pacientes, encontraram 28,1%
de imunorreatividade, sendo que os oncocitomas tiveram maior percentual
(61,5%), seguidos pelos do tipo cromofobo (31,6%). Apds a extirpacao
dessas massas, nao identificaram declinio dos niveis de pressédo sanguinea,
sugerindo enzimas clinicamente inativas.

ARAUJO et al. (2015) sugeriram que os bloqueadores do SRAA
diminuem a proliferacdo tumoral e a capacidade metastatica dos CCR em
modelos experimentais. No estudo, animais tratados com os inibidores
apresentaram tumores menores, e metastases pulmonares em menores
quantidades e dimensdes, quando comparados ao grupo controle. Além

disso, as expressdes do fator de crescimento endotelial vascular e CD34
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foram significativamente inferiores nos tumores renais dos animais que
receberam o tratamento.

Um estudo multicéntrico recém publicado avaliou a associacéo entre a
expressao e atividade das enzimas que regulam a angiotensina e o0s
desfechos prognésticos em pacientes com CCRcc. O estudo avaliou 4
peptidases do SRAA, expressas nas células tumorais (endopeptidase
neutra, enzima conversora de angiotensina 2, aminopeptidase A) e nas
células endotelias dos vasos sanguineos intratumorais (enzima conversora
de angiotensina), de 144 pacientes. Essas sdo expressas diferentemente em
diferentes subtipos de tumores renais, e sua presenga ou auséncia esta
significativamente associada a agressividade tumoral e piores desfechos em
portadores de CCRcc. Além disso, a atividade sérica das enzimas € maior
em pacientes com CCR quando comparada a individuos saudaveis, e a
atividade da enzima conversora de angiotensina correlaciona-se
negativamente com o prognostico de portadores de CCRcc. Esses
resultados favorecem a possibilidade de um desequilibrio metabdlico do
SRAA e um papel de peptidases reguladoras da angiotensina em doencgas
neoplasicas renais (ERRARTE et al. 2017).

Uma vez que o rim é a maior fonte produtora de renina, que assim
como a enorme maioria dos tumores essa enzima encontra-se na regiao
cortical renal, e que os pacientes que tem CCR apresentam muitas vezes
hipertensdo arterial, o que inclusive pode representar uma sindrome
paraneoplasica, parece interessante investigar a expressao desse marcador.

Esse estudo vai de encontro ao atual foco do nosso grupo, que é avaliar o
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rim como um 6rgao endocrino, e o eventual impacto dessa caracteristica
sobre a natureza do CCR. E certo que tal vertente abre novas perspectivas

para o conhecimento da carcinogénese renal.
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OBJETIVOS

Analisar a expressao imunoistoquimica da renina no tecido tumoral e
nos tecidos ndo neoplasicos peritumorais, em pacientes portadores
de CCR submetidos a nefrectomia, em uma grande coorte latino-
americana.

Avaliar o impacto prognéstico da expressao imunoistoquimica da
renina nas taxas de sobrevida global, sobrevida cancer especifica e
sobrevida livre de doenca.

Investigar as associagbes desses marcadores com variaveis

demograficas, clinicas e epidemioldgicas.
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CASUISTICA E METODOS

POPULAGAO DO ESTUDO

Critérios de inclusao

CCR, tipo células claras, comprovado histologicamente;

Pacientes tratados por nefrectomia radical ou nefrectomia parcial, sem
tratamento neoadjuvante prévio;

Prontuarios com dados completos;

Material arquivado em parafina em boas condigdes;

Auséncia de comorbidades que reduzam a expectativa de vida a

menos de 6 meses.

Critérios de exclusao

Pacientes submetidos a outros tratamentos para o CCR além da
cirurgia ou com comorbidades que possam comprometer a sobrevida;
Pacientes com outros tumores renais que nao células claras;
Prontuarios com dados incompletos ou faltantes;

Material arquivado em parafina (blocos) em mas condicoes;
Microarranjo de tecido (TMA) com descolamento de hotspot, presenca

de necrose ou fibrose excessiva, ou material inadequado.
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3.2 METODOLOGIA

A populagéo do estudo foi caracterizada por individuos portadores de
CCR submetidos inicialmente a tratamento cirurgico no Nucleo de Urologia
do A.C.Camargo Cancer Center e na Santa Casa de Presidente Prudente,
centros especializados que compdem o Latin American Renal Cancer Group
(LARCG). O LARCG fundado em 2013, sem fins lucrativos, independente,
multidisciplinar, atualmente composto por 25 centros terciarios de 6 paises
da América Latina (Brasil, Uruguai, Argentina, Chile, Peru e México), regido
por estatuto e comités cientifico e de ética, com reunides regulares
presenciais e eletrénicas, ordenou um grande banco de dados contendo
centenas de variaveis sobre pacientes portadores do CCR, que tem sido
constantemente alimentado por seus participantes.

No total, 558 casos envolvendo nefrectomia radical ou parcial para
CCRecec, realizados entre 1990 e 2016, foram selecionados do banco de
dados do LARCG. Para a criacdo deste, inicialmente foram revisados os
prontuarios médicos arquivados no Servico de Arquivo Médico e Estatistico
(SAME) das instituicdes envolvidas e os dados coletados registrados em
uma ficha de levantamento previamente definida (Apéndice 1). Os dados
epidemioldgicos, demograficos e clinicopatoldégicos coletados foram
armazenados em base simples (Excel), constituindo o arquivo de dados
final. As variaveis consideradas foram idade, sexo, raga, indice de
performance status pela classificaggo de ECOG e Karnofsky (KPS),

sintomatologia ao diagnostico, tabagismo, tempo de evolugao, lateralidade
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da lesédo, multifocalidade, antecedentes pessoais (inclui hipertensao arterial),
tipo de cirurgia, data da cirurgia, complicagdes cirurgicas precoces e tardias,
necessidade de transfusao, estadiamento pelo TNM AJCC/UICC 2017, grau
de Furhman, tamanho da lesdo (maior didmetro no exame
anatomopatoldgico), tipo histologico, presenga de metastases ao
diagndstico, invasdo venosa microscopica, acometimento linfonodal, invasao
linfatica microscopica, presengca de necrose tumoral, evolugdo pos-
operatoria, tempo de seguimento, desenvolvimento de metastases,
tratamento das metastases e situacao clinica ao final do estudo. Apds
analise imunoistoquimica também foram incluidas as expressdes de renina

de forma qualitativa e quantitativa.

3.2.1 Diagnoéstico e estadiamento

Todos os pacientes foram avaliados inicialmente por exame clinico
geral. Os pacientes foram indagados quanto a presencga de sinais e sintomas
relacionados a neoplasia renal. Utilizou-se a tomografia computadorizada de
abdome ou a ressonancia nuclear magnética como métodos de imagem
padrao para a confirmagao diagndstica.

O estadiamento clinico foi realizado pelo sistema TNM (Anexos 3 € 4).
As metastases pulmonares foram investigadas através de radiografias de
térax realizadas nas incidéncias postero-anterior e perfil. Quando se
observou lesbes pulmonares suspeitas ou duvidosas, utilizou-se a
tomografia computadorizada de térax para confirmacédo de possiveis focos

tumorais metastaticos. Cintilografia 6ssea foi solicitada apenas nos casos de
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supeita clinica de metastases Osseas (sintomatologia, alteracdo laboratorial

sugestiva ou doenga metastatica em multiplos sitios).

3.2.2 Procedimento cirurgico

Todos os pacientes foram submetidos a tratamento cirurgico. O tipo
de cirurgia realizada variou de acordo com a extensdao do tumor e
preferéncia do cirurgido. Os procedimentos realizados foram: nefrectomia
radical convencional ou videolaparoscépica, nefrectomia parcial
convencional ou videolaparoscoépica, e nodulectomia (enucleagao). Para os
pacientes submetidos a ressecgdes parciais, foi observada a margem
cirurgica macroscopica minima e em casos selecionados, utilizou-se da
técnica anatomopatolégica de congelagdo para exclusdo de neoplasia
residual.

Durante a nefrectomia radical, a linfadenectomia retroperitoneal foi
restrita ao hilo renal e realizada apenas com o intuito de estadiamento da
doenca, exceto na deteccgao intraoperatdria de linfonodos suspeitos. Para as

cirurgias parciais, a linfadenectomia nao foi realizada.

3.2.3 Seguimento

O acompanhamento dos pacientes foi realizado em consultas
ambulatoriais. As consultas foram realizadas trimestralmente no primeiro e
segundo anos. Do segundo ao terceiro ano de seguimento estas consultas

passaram a ser semestrais, € apos o terceiro ano, realizadas anualmente.
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Em todas as consultas, foi realizado exame fisico sistematico.

Exames laboratoriais e de imagem foram utilizados rotineiramente durante o

acompanhamento clinico.

3.3

Ao final do seguimento, os pacientes foram classificados como:

vivos sem cancer: pacientes tratados do CCR e sem evidéncia clinica,

radiolégica ou laboratorial da neoplasia.

vivos com cancer: pacientes que apds o tratamento cirurgico primario

permaneceram com evidéncia clinica, radiolégica ou laboratorial da
doencga ou que apresentaram recidiva durante o seguimento.

mortos pelo cancer: pacientes que morreram decorrentes do CCR ou

por complicagdo do tratamento, incluindo 6bito pés-operatério (até 30
dias pos- cirurgia).

mortos por outras causas: pacientes que morreram por causas nao

relacionadas a neoplasia ou complicagdes do seu tratamento.

perda de seguimento: pacientes que nao retornaram nas consultas de

seguimento num periodo de tempo igual ao dobro do estipulado e que

nao foram localizados.

O MICROARRANJO DE TECIDO (TMA)

O estudo dos genes, vias de sinalizagdo e de inumeros marcadores

teciduais pode ser util no entendimento das interagdes moleculares dos

fendbmenos oncologicos. Porém a quantidade de material disponivel para
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estudo é finita e o desgaste a cada secgao para confec¢ao de laminas para
processos de imunoistoquimica tradicionais é intenso.

A técnica do TMA foi descrita inicialmente por BATTIFORA (1986) e
permite, de forma mais pratica e rapida, o estudo simultdneo de marcadores
e proteinas em multiplas amostras de tecido. Desse modo, se torna
metodologia atraente por promover economia de reagentes, submissao de
todas as amostras as mesmas condi¢des fisico-quimicas das reacdes e
permitir economia de material para estudo. Posteriormente, a técnica foi
aperfeicoada aos moldes atuais por KONONEN et al. (1998).

Para confecgcao do TMA, os blocos de parafina e as suas respectivas
laminas devem ser recuperados. As laminas sdo analisadas ao microscoépio
comum e as areas mais representativas do tumor sdo demarcadas. A seguir,
por justaposicdo das laminas marcadas com os respectivos blocos de
parafina sdo selecionadas as areas de interesse formando um bloco doador
para cada caso. Assim, essas areas de interesse demarcadas no bloco
doador sdo puncionadas com um instrumento em forma de agulha para
obtencdo de fragmentos cilindricos microscépicos. Esses pequenos
fragmentos, com a area de interesse de cada caso, sdo posteriormente
transferidos para um unico bloco receptor, constituindo o TMA. A partir deste
bloco receptor, procede-se a sec¢gao de multiplas laminas de 3 a 5 ym para o
estudo. Cada lamina contém amostras de cada caso e, sempre sao
amostras em duplicata, obtidas de secg¢des a diferentes profundidades dos
blocos doadores. Deste modo, é possivel a analise de diversas quantidades

teciduais e de diferentes regides tumorais sem comprometer a
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representatividade do material obtido em comparagdo as secgdes em

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

Figura 7 - Demonstracdo esquematica do método de TMA. A. Amostras
cilindricas de tecido sdo removidas do bloco de parafina doador e depositadas no bloco
receptor. Laminas, entao, obtidas através de microtomos. B. Aspecto da secg¢do corada com
hematoxilina-eosina (HE). C-E. Magnificagao optica de secgdes de neoplasia de mama,

utilizando-se métodos de HE, imunoistoquimica e FISH.



45

3.3.1 A construgao do TMA

Apos leventar as amostras de todos os pacientes do estudo, 604
arquivados no Departamento de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo
Cancer Center e 47 provenientes de Presidente Prudente, os blocos foram
identificados e novos cortes histolégicos corados por hematoxilina e eosina
(HE) realizados. As laminas e os dados anatomopatoldgicos foram revisados
por duas uropatologistas experientes (Dra. Isabela Werneck da Cunha e Dra.
Stephania Martins Bezerra), sem conhecimento dos desfechos clinicos e das
caracteristicas de cada caso. Todos os tumores foram reclassificados de
modo uniforme e as areas mais representativas selecionadas para a
confeccdo do TMA. Ao todo, utilizando-se dessa técnica foram construidos 7
blocos, e todos os casos "spotados" em duplicata. Concomitantemente,
quando presente e viavel, também foi realizada analise de tecido néao
neoplasico (distando pelo menos 0,5 cm do tumor) obtido das pecgas
cirurgicas (blocos de parafina) para comparagdo entre os graus de
expressao dos referidos marcadores em CCR e do tecido n&do neoplasico
adjacente. Amostras de tecido benigno de 80 casos foram incluidas.

Os TMAs foram construidos utilizando-se o dispositivo técnico
chamado Manual Tissue Arrayer MTA-1 (Beecher Instruments Microarray
technology, Silver Spring, USA). A area identificada no bloco de parafina do
doador foi puncionada com agulha de 1Tmm e os cilindros obtidos (dois, de
diferentes partes do tumor) transferidos para o bloco de parafina receptor.
Um mapa com identificacdo detalhada de cada cilindro foi construido em

planilha de Excel®, permitindo a localizacdo exata de cada amostra. Um
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caso foi definido como adequado quando o corte resultante ocupou pelo
menos 25% da area total do cilindro. Foram realizados cortes sequenciais de
4 uym de espessura por microtomia mecanica (Leica RN2255, LEICA), e
colhidos em laminas para realizacdo das reacdes de imunoistoquimica. O
controle do numero de casos avaliaveis foi realizado pela coloracdo de 1
ldamina de HE a cada 20 cortes e pela contagem dos cilindros quando

presentes.

3.3.2 Técnica imunoistoquimica

As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas de forma
automatizada com a utilizacdo do equipamento BenchMark ULTRA
(VENTANA® - Roche). O marcador utilizado foi o anticorpo primario
policlonal de coelho anti-renina (Abcam®© - Cambridge, MA, USA),
especificagcdo ab217761, com titulacdo de 1:200. O sistema de visualizacio
utilizado foi o IVIEW DAB Detection Kit, que exibe uma coloragdo marrom-
acastanhada.

As reagbes imunoistoquimicas automatizadas seguiram um protocolo
estabelecido de acordo com os resultados obtidos na padronizacdo da
técnica. A desparafinizagdo das laminas foi realizada aplicando-se EZPrep
(ROCHE) e aquecidas a 75°C por 8 minutos. Para recuperagédo antigénica
foi aplicado Cell Conditioner (ROCHE) por 8 minutos a 95°C, e depois 64
minutos a 100°C. As laminas foram lavadas com Reaction Buffer (ROCHE) e
incubadas por 4 minutos nessa solugdo. Em seguida, foi aplicado UV

INHIBITOR (ROCHE) nas laminas por 4 minutos e depois lavadas com
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Reaction Buffer. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado aplicando-
se UV DAB H202 (agua oxigenada a 10 volumes). As laminas foram
incubadas com os anticorpos primarios, focos do estudo, por 32 minutos e
depois lavadas novamente com Reaction Buffer. Foi realizada nova
incubagao por 8 minutos com UV DAB (ROCHE) e UV DAB H202 (ROCHE),
lavagem com Reaction Buffer e aplicado UV COPPER (ROCHE) por 4
minutos, findando novamente sendo lavadas. Apds esse processo as
laminas foram retiradas do equipamento e submetidas a desidratagdo com
banhos sucessivos de Etanol a 80%, 95% e 100%, por 30 segundos cada
um, e a quatro banhos de xileno de 30 segundos cada. Tecidos sabidamente
positivos para os marcadores foram utilizados como controles positivos e os

controles negativos foram obtidos pela omissdo dos anticorpos primarios.

3.3.3 Analise das reagoes

As analises das reacdes foram feitas de forma manual, pelas mesmas
patologistas, sem conhecimento de resultados, utilizando-se de critérios pré-
estabelecidos. Cada spot foi analisado e classificado, a principio
quantitativamente, em relagdo ao grau de intensidade da coloragdo nuclear
pela renina de acordo com o numero de células positivas, variando de 0 a
100%. Para a avaliagao do escore imunoistoquimico, todos os spots foram
categorizados em duplicata para cada caso, e entdo a média aritmética dos
dois spots utilizada para as analises.

Posteriormente, uma classificacdo complementar qualitativa foi

realizada, extratificando a expressdo de renina em ausente ou presente.
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Para uma melhor interpretacdo, as categorias "expressdo negativa" e
"expressao positiva" foram utilizadas com base na auséncia (0%) ou
presenca (1 a 100%) da coloragdo proximo ao nucleo pela renina,

respectivamente.

3.4 ESTATISTICA

Para as anadlises estatisticas foram utilizados os softwares Windows
Statistical Package for Social Science (SPSS) versao 24.0, e Livre R verséo
3.4. As distribuicdes de frequéncias absolutas e relativas das variaveis
qualitativas, como as clinicas, demograficas, anatomopatologicas e
referentes ao tratamento foram apresentadas na forma de tabelas de
frequéncias e de contingéncia. As medidas resumo das variaveis
quantitativas (numéricas) foram expressas pelas medidas de posi¢do, como
a média e mediana e as medidas de dispersdo, como desvio padrdo e
amplitude. A comparagéo entre os graus de expressdo dos marcadores em
tecido n&o neoplasico e CCR foi realizada por meio do teste ndo paramétrico
U de Mann-Whitney.

As avaliagbes da associacdo entre o0s niveis de expressao
imunoistoquimica da renina e as demais variaveis foram realizadas por meio
do teste Qui-Quadrado de Pearson (MORETTIN e BUSSAB 2005). Para os
casos em que as frequéncias esperadas foram inferiores a 5 foi utilizado o
teste exato de Fisher. Os fatores independentes relacionados a SG, SCE e

SLD foram identificados por meio do ajuste do modelo de riscos
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proporcionais de Cox (simples/multiplo). A selecao de variaveis para o
modelo de regressédo de Cox multiplo foi obtida com base no modelo de Cox
simples (as que foram significativas), bem como aquelas que eram objeto
alvo de estudo. O modelo final foi obtido pela estratégia backward stepwise
selection, onde inicialmente incorporam-se todas as variaveis de interesse
ou significancia das analises univariadas e depois, por etapas, cada uma
pode ser ou néo eliminada, em ordem decrescente (COX 1972).

Para estudar as analises de SG, SCE e SLD utilizamos o estimador
de KAPLAN e MEIER (1958) como ferramenta para estimar a probabilidade
de um paciente com CCR estar vivo ou ndo apresentar recidiva até o
instante de tempo considerado. Através da representagdo grafica desse
estimador, conseguimos visualizar, para uma determinada variavel, qual
categoria de pacientes apresenta maior probabilidade de nao morrer por
CCR ou néo apresentar recidiva de CCR ao longo do tempo. Quanto mais
superior for a curva referente a uma determinada categoria, maior sera a
probabilidade de os pacientes dessa categoria estarem vivos ou sem
recidiva da doenca até o instante de tempo considerado. Para a comparagao
das curvas estimadas para cada categoria dentro de uma determinada
variavel utilizou-se o teste nao-paramétrico de Log-Rank. Os valores p
correspondentes aos testes estdo apresentados no canto inferior direito de
cada gréfico.

Pacientes considerados perdidos de seguimento na data da ultima
informacao contribuiram para a curva de sobrevida até tal data, sendo entao

considerados sob censura.
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Para a analise quantitativa da expressao de renina utilizamos a
determinacao de 2 grupos de observagdes em relagdo a um ponto de corte
simples (<35 ou >35), que foi estimada usando o maximo da estatistica log-
rank padronizada (LAUSEN e SCHUMACHER 1992). N6s avaliamos a
hipétese proporcional sobre os chamados residuos de Schoenfeld
(SCHOENFELD 1982; GRAMBSCH e THERNEAU 1994). Em todos os
casos, houve evidéncias de que as covariaveis tiveram um efeito constante
ao longo do tempo. Em todos os testes foi fixado o nivel de significancia de

0,05.

3.5 ANALISE DE RISCOS E ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de estudo retrospectivo, n&do houve a participagao direta
de pacientes, nem a alteracdo da estratégia de seguimento pos-operatorio
ou a introdugdo de qualquer modificacdo terapéutica, ou aplicagdo de
qualquer medicagcdo ou meétodo que tenha gerado danos, beneficios, ou
outras consequéncias a qualquer paciente. Desta forma, nao foi necessaria
a adogao de consentimento pos-informado.

Foram utilizados dados de prontuarios e material arquivado em blocos
de parafina no Servico de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer
Center e da Santa Casa de Presidente Prudente. O uso do material
parafinado ndo acarretou prejuizo aos pacientes, pois, a terapéutica julgada
necessaria para os mesmos ja havia sido instituida e sempre foi mantido

material residual no bloco.
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Inicialmente inscrevemos o projeto de pesquisa tematico ("guarda-
chuva") no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacédo Antonio
Prudente-A.C.Camargo Cancer Center, intitulado “Expressao
imunoistoquimica e valor progndstico de um painel de marcadores (BAP1;
Beta-Catenina; CD133; Complexo Ezrina-Moesina; EPO/EPO-R; FOXP3;
KDM5C; NOS-3; PBRM1; PTEN; REN/REN-R; SETD2 e STAT3) em
carcinoma de ceélulas renais. Estudo multicéntrico internacional”, sob o
registro n°. 2144/15. Por se tratar de estudo abrangendo varias instituicoes,
sendo algumas internacionais, o CEP solicitou apreciacdo pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) que aprovou o projeto por meio do
parecer n°. 1.580.842, referendado pelo Comité em 12/07/2016 parecer n°.
1.637.076. Posteriormente o primeiro projeto afiliado, que se refere a renina,
foi inscrito no CEP sob o n°. 2144/15B, e por associacdo aprovado sem

restricdes (Anexos 5 e 6)

3.6 CASUISTICA

Da populagdo estudada, um total de 356 (63,8%) eram do sexo
masculino e 202 (36,2%) eram do sexo feminino. A grande maioria dos
pacientes da raga branca, quase 80% dos individuos com dados registrados.
A idade variou entre 21 e 87 anos, tendo como média 55 anos.
Aproximadamente um ter¢co dos individuos obtiveram seu diagnostico de
maneira incidental (38%) e dois tergos nao (62%). Dos pacientes

sintomaticos, o principal achado foi a hematuria isoladamente (11,3%),
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seguido pela dor lombar (9,7%). A chamada triade classica composta por
hematuria, dor lombar e massa palpavel, foi evidenciada em apenas 7 casos
(1,5% dos que apresentavam sintomas). O tempo de evolugdo médio entre
as queixas iniciais e o diagnostico foi de 3,38 meses, variando entre 1 e 24
meses. Dentre os antecedentes pessoais o tabagismo foi observado em 259
pacientes (86,1% dos dados validos), sendo que mais da metade (53,5%)
desses ja havia cessado o habito. E importante ressaltar que entre os
fumantes ou ex-fumantes, 45,6% deles tinham histérico de mais de 10 anos
de habito, contendo 25% com mais de 30 anos. Sobre os antecedentes
familiais de CCR, apenas 17 pacientes referiram conhecimento de 1 (3,5%)
ou mais (0,5%) casos incidentes em parentes (Tabela 1).

Sobre as caracteristicas clinicas observamos que quanto a
classificacdo de performance status 325 pacientes (65%) eram ECOG 0 e
160 ECOG 1 (32%), ou seja, acima de 95% assintomaticos ou pouco
sintomaticos. Em contrapartida, considerando o risco anestésico 366
individuos eram ASA 2 (68,2%) e 90 classificados como ASA 3 (16,7%), o
que demonstra que mais de 80% dos pacientes apresentavam no momento
do tratamento antecedentes moérbidos com doencas sistémicas leves ou
graves. Cerca de 67 pacientes (12,9%) tinham niveis pré-operatérios de
hemoglobina inferiores a 12g/dL, enquanto a média foi 14g/dL e a mediana
14,2g/dL. Considerando a lesdo tumoral, ndo houve predilegao por lado com
278 (49,8%) a direita e 261 (46,8%) a esquerda, além disso registramos
apenas 19 (3,4%) casos de bilateralidade. Referente ao tamanho tumoral

houve uma variacao entre 0,6 e 25cm, com média de 5,4cm e mediana de
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4,6cm, mas quase metade dos casos classificaram-se como T1a
apresentando menos do que 4cm de diametro (44,5%). A maior parte deles
foram identificados com sua topografia contendo o polo superior (37%), o
que dificulta tecnicamente o procedimento cirurgico (Tabela 2).

Acerca das variaveis terapéuticas, a abordagem cirurgica parcial foi
utilizada em metade dos casos (47,3%) enquanto a radical em outra metade
(52,7%). O mais frequente foram procedimentos com menos do que 3 horas
de duragao (51,1%), o minimo foi 40 minutos, a média 318 minutos, e a
mediana 195 minutos. Aproximadamente 1/4 dos pacientes necessitaram de
transfusdo sanguinea intra ou perioperatoria, principalmente para os tumores
de grande volume ou pacientes ja depletados previamente. Pouquissimos
tumores apresentaram comprometimento intraoperatério, com apenas 17
casos de margem microscopica (congelagdo), 9 casos de margem
macroscopica, e somente 1 irressecavel, representando em conjunto 4,9%
do total. A maioria dos doentes receberam alta com menos do que 4 dias de
internagdo (61,6%), variando entre 1 e 81 dias, com média de 5,42 e
mediana de 4 dias. Relativo as complicagbes vimos que mais de 80% dos
casos nao exibiram nenhuma delas, 15% tiveram complica¢des precoces e
6,1% complicagdes tardias, sendo as insuficiéncias renais aguda e cronica
os eventos respectivamente mais prevalentes (Tabela 3).

Referente  aos  aspectos  anatomopatolégicos  observamos
predominancia dos tumores de baixo grau (classificagao Il de Furhman) com
310 casos (55,6%), seguido pelos tumores de alto grau (classificagcéo Ill de

Furhman) em 160 casos (28,7%). A maior parte das avaliagdes n&o continha
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achados de pior prognéstico como necrose tumoral (28,1%), componente
sarcomatoide (3,8%), invaséo linfatica (3,6%), venosa microscopica (13,1%)
ou macroscopica (10,7%), tecido adiposo (16,1%), sistema coletor (4,1%) ou
glandula adrenal (2,9%). Somente 19 casos (3,6%) manifestaram invaséo de
veia cava inferior (Tabela 4).

A presenca de acometimento linfonodal (pN1-2) foi observada em 16
casos (2,9%). Em 395 pacientes (70,8%) os linfonodos foram negativos
(pPNO) e em 147 (26,3%) os linfonodos foram ignorados (pNx). Dos 262
individuos tratados com a nefrectomia parcial, por principio, todos foram
considerados como pNO. Dentre aqueles submetidos a nefrectomia radical,
em 146 deles houve a resseccao de linfonodos. Considerando uma
linfadenectomia "adequada" quando sdo extirpados 8 ou mais ganglios
(AJCC Cancer Staging Manual 2017), notamos 41 casos dessa forma,
enquanto em 105 vezes o numero de linfonodos nao alcangou esse valor e a
linfadenectomia foi considerada "inadequada" (RINI et al. 2017). A
distribuicdo do estadiamento clinico I, I, I1ll e IV, segundo a American Joint
Committee on Cancer ocorreu respectivamente em 376 (67,4%), 61 (10,9%),
93 (16,7%) e 28 (5,0%) pacientes (Tabela 5).

Para analisar os dados referentes aos desfechos clinicos, devemos
considerar que ao momento do diagndstico 44 pacientes (7,9%) eram
metastaticos. Considerando os 514 que nao possuiam metastases, apos o
tratamento primario, 70 individuos cursaram com recorréncia da doenca
sendo 9 local (1,8%), 51 a disténcia (10,2%), e 10 para ambas (2%).

Predominaram as recorréncias pulmonares (41 casos) e ésseas (27 casos).
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Dentre os pacientes recidivados 31 individuos foram submetidos a nova
ressecgao, computando 46,2% desse grupo. Ao término do estudo haviam
ocorrido 78 ébitos, dos quais 58 (10,8% da coorte) pelo cancer. Em meio aos
pacientes vivos, 444 (79,6%) mantinham-se sem doenca e 36 (6,5%)

seguiam com a doencga (Tabela 6).
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Tabela 1 - Variaveis epidemiolégicas de 558 pacientes portadores de CCRcc
do banco de dados do LARCG.

Variavel Categoria N % (valida)

Idade <40 anos 66 11,8
41 a 60 anos 317 56,8
=61 anos 175 314

Sexo Masculino 356 63,8
Feminino 202 36,2

Raca Brancos 270 48,4 (79,2)
Outras etnias 71 12,7 (20,8)
Ignorado 217 38,9

Sintomatico ao diagndstico Néo 346 62,0
Sim 212 38,0

Sintomas Nao 298 53,4 (61,6)
Hematuria 55 9,9 (11,3)
Dor lombar 47 8,4 (9,7)
Massa palpavel 1 0,2 (0,2)
Emagrecimento 12 2,2 (2,5)
Febre 3 0,5 (0,6)
Dois sintomas 36 6,4 (7,4)
Triade 7 1,3 (1,5)
Outros 25 4,4 (5,2)
Ignorado 74 13,3

Histérico familial Nao 410 73,4 (96,0)
Sim (1 caso) 15 2,8 (3,5)
Sim (=2 casos) 2 0,4 (0,5)
Ignorado 131 23,4

Tabagismo Nao 42 7,5 (14,0)
Ex-fumante 161 28,9 (53,5)
Fumante 98 17,6 (32,6)
Ignorado 257 46,1

Metastase ao diagnostico Néo 514 92,1
Sim 44 7,9

Total - 558 100
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Tabela 2 - Variaveis clinicas de 558 pacientes portadores de CCRcc do
banco de dados do LARCG.

Variavel Categoria N % (valida)

ECOG 0 325 58,2 (65,0)
1 160 28,7 (32,0)
2 12 2,2(2,4)
3 3 0,5 (0,6)
Ignorado 58 10,4

ASA 1 76 13,6 (14,2)
2 366 65,6 (68,2)
3 90 16,1 (16,7)
4 5 0,9(0,9)
Ignorado 21 3,8

Hemoglobina <12,0 67 12,0 (12,9)

(pré-operatorio) 212,0 452 81,0 (87,1)
Ignorado 39 7,0

Lateralidade Direito 261 46,8
Esquerdo 278 49,8
Bilateral 19 3,4

Didmetro tumoral <4cm 243 43,5 (44,5)
>4 e <7 177 31,7 (32,4)
>7 126 22,6 (23,1)
Ignorado 12 2,2

Topografia renal Superior 166 29,8 (37,0)
Médio 84 15,0 (18,6)
Inferior 147 26,4 (32,7)
2 regides 41 7,4 (9,1)
3 regides 12 2,1(2,6)
Ignorado 108 19,3

Total 558 100
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Tabela 3 - Variaveis terapéuticas de 558 pacientes portadores de CCRcc do

banco de dados do LARCG.

Variavel Categoria N % (valida)

Tipo de cirurgia Nefrectomia parcial 262 47,0 (47,3)
Nefrectomia radical 292 52,3 (52,7)
Ignorado 4 0,7

Tempo cirurgico < 3 horas 243 43,5 (51,1)
> 3 horas 232 41,6 (48,9)
Ignorado 83 14,9

Transfus&o sanguinea Nao 363 65,1 (72,7)
Sim 136 24 .4 (27,3)
Ignorado 59 10,5

Margens cirurgicas Ressecgao total 509 91,2 (94,9)
Macroscopica (+) 9 1,7 (1,7)
Microscopica (+) 17 3,0(3,2)
Irressecavel 1 0,2 (0,2)
Ignorado 22 3,9

Tempo de internagao <4 dias 318 57,0 (61,6)
>4 e <8dias 161 28,9 (31,1)
> 8 dias 38 6,8 (7,3)
Ignorado 41 7,3

Complicacbes precoces Nao 441 79,0 (85,0)
IRA 19 3,4 (3,6)
ileo paralitico 4 0,7 (0,8)
Hemorragia 5 0,9 (1,0)
Cardiovasculares 8 1,5(1,5)
Deiscéncia (parede) 4 0,7 (0,8)
Outros 38 6,8 (7,3)
Ignorado 39 7,0

Complicacgbes tardias Nao 461 82,6 (93,9)
IRC 14 2,5(2,8)
HAS 2 0,4 (0,5)
Qutras 14 2,5(2,8)
Ignorado 67 12,0

Total - 558 100
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Tabela 4 - Variaveis anatomopatologicas de 558 pacientes portadores de

CCRcc do banco de dados do LARCG.

Variavel Categoria N % (valida)
Grau de Furhman 1 45 8,1
2 310 55,6
3 160 28,7
4 43 7,7
Necrose tumoral Nao 401 71,9
Sim 157 28,1
Componente sarcomatoide Nao 357 96,2
Sim 21 3,8
Invasao linfatica microscopica Nao 530 95,0 (96,4)
Sim 20 3,6 (3,6)
Ignorado 8 1,4
Invasdo venosa microscopica Nao 485 86,9
Sim 73 13,1
Invasao da veia renal Nao 477 85,5 (89,3)
Sim 57 10,2 (10,7)
Ignorado 24 4,3
Invasédo da gordura (perirrenal ou  Nao 468 83,9
seio renal) Sim 90 16,1
Invasdo do sistema coletor Nao 515 92,3 (95,9)
Sim 22 3,9(4,1)
Ignorado 21 3,8
Invasao adrenal Nao 512 91,8 (97,1)
Sim 15 2,7 (2,9)
Ignorado 31 55
Invasdo da veia cava inferior Nao 506 90,7 (96,4)
Sim 19 3,4 (3,6)
Ignorado 33 59
Total 558 100
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Tabela 5 - Variaveis relacionadas ao estadiamento de 558 pacientes
portadores de CCRcc do banco de dados do LARCG.

Variavel Categoria N %
Classificagédo da ISUP* 1 12 2,2
2 314 56,3
3 176 31,56
4 56 10,0
Estadiamento patolégico (T) T1a 236 42,3
T1b 145 26,0
T2a 46 8,2
T2b 21 3,8
T3a 92 16,5
T3b 10 1,8
T4 8 1,4
Estadiamento patologico (N) Nx 147 26,3
NO 395 70,8
N1 16 2,9
Estadiamento clinico AJCC** I 376 67,4
Il 61 10,9
[} 93 16,7
v 28 5,0
Total - 558 100

*International Society of Urological Pathology
** American Joint Committee on Cancer

Tabela 6 - Desfechos clinicos apds tratamento do tumor primario e situagao
clinica aos 10 anos do estudo de 558 pacientes portadores de CCRcc do
banco de dados do LARCG.

Variavel Categoria N % (valida)
Metastaticos ao diagnoéstico Nao 514 92,1
Sim 44 7.9
Falha, recorréncia, para os ndo Nao 428 83,3 (86,0)
metastaticos (n 514) Sim - Local 9 1,8 (1,8)
Sim - Distancia 51 9,9 (10,2)
Sim - Ambos 10 1,9 (2,0)
Informacdes faltantes 16 3,1
Situagao clinica ao término do Vivo sem doenga 444 79,6
estudo Vivo com doenga 36 6,5
Obito pela doenca 60 10,8
Obito por outra causa 18 3,1

Total - 558 100
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4 RESULTADOS

41 REAGOES IMUNOISTOQUIMICAS DA RENINA

A avaliagao da média do escore de expressao de renina nos casos de
CCRcc e nos tecidos benignos (ndo neoplasicos) adjacentes revelou maior
grau de expressao nos tecidos benignos (p<0,001). A média de expressao
de renina nuclear nos casos de CCRcc foi de 46,141 (dp=38,41 e
mediana=45). Nos tecidos benignos, a expressao aconteceu intensamente
em todos os spots amostrados (Figura 8), porém ndo de maneira difusa.
Especialmente nas células dos tubulos a expressdo se mostra mais

homogénea.
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Figura 8 - Grafico descritivo de Boxplot demonstrando os graus de
expressao de renina em amostragem de tecido ndo neoplasico (n=80) e em
CCRcc (n=558).
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A renina apresentou um padrao de expressao nuclear. Eventualmente
pdde se visualizar alguma marcagao citoplasmatica, de fundo, no entanto
inespecifica e nao significativa. O padrdo de expressdo do marcador foi
escalonado, de 10 em 10, variando de 0 a 100% de acordo com a
porcentagem de células positivas por 1000 células contadas (Figuras 9, 10

e 11).

Figura 9 - Fotomicrografia exibindo a expressdo imunoistoquimica nuclear

da renina em parte dos tubulos renais do parénquima renal ndo neoplasico.
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Figura 10 - Fotomicrografia de tecido benigno exibindo a expresséo

imunoistoquimica nuclear da renina em glomérulos renais.
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Figura 11 - Fotomicrografia de tecido benigno exibindo expresséo

imunoistoquimica nuclear da renina, em maior aumento, em um glomérulo

renal. Nota-se positividade parcial desse marcador nas células glomerulares.

4.1.1 Analise qualitativa da expressao de renina
Em nossa casuistica, dos 558 pacientes, 156 (28%) nao expressaram
a renina, enquanto 402 (72%) apresentaram expressao desse marcador em

algum grau, sendo considerados positivos (Figura 12).
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Figura 12 - Fotomicrografias das expressdes imunoistoquimicas da renina.

(A) Dois spots de carcinoma renal de células claras lado a lado, a esquerda negativo e a
direita positivo para renina. (B) Detalhe em maior aumento do caso com expressao

negativa. (C) Detalhe em maior aumento do caso com expressao positiva.

Os valores de expressdo de renina ndo se associaram com as

variaveis clinicas e demograficas, como exposto na Tabela 7.
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Tabela 7 - Expressdo qualitativa da renina segundo variaveis clinicas e
demograficas de 558 pacientes portadores de CCRcc do banco de dados do

LARCG.

Variavel Categoria Negativa (%) Positiva (%) p
Idade <40 anos 17 (10,9) 49 (12,2)

41 a 60 anos 89 (57) 228 (56,7)

=261 anos 50 (32,1) 125 (31,1) 0,581
Sexo Masculino 100 (64,1) 256 (63,7)

Feminino 56 (35,9) 146 (36,3) 0,926
Raca Brancos 82 (81,2) 188 (78,3)

Nao brancos 19 (18,8) 52 (21,7) 0,553
Anemia Hb <12 21 (14,5) 46 (12,3)

Hb =12 124 (85,5) 328 (87,7) 0,506
Sintomatico ao Nao 66 (42,3) 146 (36,3)
diagnostico Sim 90 (57,7) 256 (63,7) 0,191
Tabagismo Nao 15 (16,8) 27 (12,7)

Ex-fumante 45 (50,6) 16 (54,7)

Fumante 29 (32,6) 69 (32,6) 0,617
Metastase ao Nao 140 (89,7) 374 (93)
diagndstico Sim 16 (10,3) 28 (7) 0,195
ECOG 84 (60,4) 241 (66,8)

21 55 (39,6) 120 (33,2) 0,184
ASA 1 27 (18) 49 (12,7)

2 93 (62) 273 (70,5)

23 30 (20) 65 (16,8) 0,138
Diametro tumoral <4cm 66 (42,3) 177 (45,4)

>4 e <7 50 (32,1) 127 (32,6)

>7 40 (25,6) 86 (22,1) 0,608

* Excluindo-se os dados faltantes.

Quando confrontadas as expressbdes de renina frente as variaveis

anatomopatoldgicas,

observamos associagdo entre a presenca de
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expressao de renina e os graus da classificagdo da ISUP (p<0,0001) e de
Furhman (p<0,001). Os tumores com baixo grau (1 ou 2) tiveram maior
prevaléncia de expressao positiva para ambas as variaveis, enquanto os de
alto grau (3 ou 4) corresponderam a 56,4% e 47,4% dos casos que néo

expressaram a renina, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8 - Expressdao qualitativa da renina segundo variaveis
anatomopatologicas de 558 pacientes portadores de CCRcc do banco de
dados do LARCG.

Variavel Categoria  Negativa (%) Positiva (%) p
Classificagéo da ISUP 1ou?2 68 (43,6) 256 (63,7)

3ou4d 88 (56,4) 146 (36,3) <0,0001
Grau de Furhman 1ou2 82 (52,6) 272 (67,7)

3ou4d 74 (47,4) 130 (32,3) 0,001
Necrose tumoral Nao 111 (71,2) 290 (72,1)

Sim 45 (28,8) 112 (27,8) 0,899
Componente sarcomatéide Nao 150 (96,2) 387 (96,3)

Sim 6 (3,8) 15 (3,7) 1,0
Invaséo linfatica microscopica Nao 152 (98,1) 378 (95,7)

Sim 3(1,9) 17 (4,3) 0,252
Invasdo venosa microscépica Nao 134 (85,9) 351 (87,3)

Sim 22 (14,1) 51 (12,7) 0,760
Invasao da veia renal Nao 134 (88,7) 343 (89,6)

Sim 17 (11,3) 40 (10,4) 0,613
Invasado da gordura (perirrenal ou Nao 125 (80,1) 343 (85,3)
seio renal) Sim 31(19,9) 59 (14,7) 0,171
Invasao do sistema coletor Nao 149 (96,1) 366 (95,8)

Sim 6 (3,9) 16 (4,2) 1,0
Invasao adrenal Nao 147 (96,1) 365 (97,6)

Sim 6 (3,9) 9(24) 0,371
Invasao da veia cava inferior Nao 147 (96,7) 359 (96,2)

Sim 5(3,3) 14 (3,8) 0,803

* Excluindo-se os dados faltantes.
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A auséncia de expressao da renina esta associada com piores casos.
Dentre as variaveis relacionadas ao estadiamento, tal circunstancia
confirmou-se quando avaliamos a recidiva, a presenca de linfonodo positivo
e metastase. Os tumores sem expressao da renina sdo em sua maioria de
alto grau (p<0,001), apresentam duas vezes mais recidivas quando
comparados aos renina positivos (p=0,011), contém 50% mais achados de
linfonodos positivos (p=0,05), e trés vezes mais quadros que envolvam

metastases (p=0,003), conforme exibe a Tabela 9.

Tabela 9 - Expressao qualitativa da renina segundo variaveis relacionadas
ao estadiamento patolégico de 558 pacientes portadores de CCRcc do
banco de dados do LARCG.

Variavel Categoria Negativa (%) Positiva (%) p
Recidiva Nao 109 (79) 319 (88,6)

Sim 29 (21) 41 (11,4) 0,011
Estadiamento patoldgico (pT) pT1 103 (66) 277 (68,9)

pT2 18 (11,5) 48 (11,9)

pT3 ou pT4 35 (22,4) 77 (19,2) 0,685
Estadiamento patoldgico (pN)  NO 103 (66) 292 (72,6)

N1 2(1,3) 14 (3,5)

Nx 51 (32,7) 96 (23,9) 0,05
Estadiamento patoldgico (pM) MO 38 (31,9) 79 (23,3)

M1 12 (10,1) 13 (3,8)

Mx 69 (58) 247 (72,9) 0,003
Estadiamento clinico AJCC loull 117 (75) 320 (79,6)

[l ou IV 39 (25) 82 (20,4) 0,285

* Excluindo-se os dados faltantes.
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4.1.2 Analise quantitativa da expressao de renina

Visando refinar a avaliagao da expressao de renina no tecido tumoral,
buscamos através da técnica estatistica proposta por LAUSEN E
SCHUMACHER (1992) um ponto de corte simples que melhor se adequasse
dentre os achados obtidos. Dessa forma, novamente analisamos a
correlacao dentre as diversas variaveis estudadas e a expressao de renina
quantificada abaixo ou igual ao valor de 35, e acima de 35.

Nesse cenario, observando variaveis clinicas e demograficas
evidenciamos agora que no grupo de tumores com expressao de renina
inferior a 35, os pacientes com pior performance/status pelo ECOG (=1)

foram percentualmente mais prevalentes (p=0,031) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Expressao quantitativa da renina segundo variaveis clinicas e
demograficas de 558 pacientes portadores de CCRcc do banco de dados do

LARCG.
Variavel Categoria Expressao da Expressao da p
Renina <35 (%) Renina >35 (%)
Idade <40 anos 29 (10,4) 37 (13,3)
41 a 60 anos 163 (58,4) 153 (55)
=61 anos 87 (31,2) 88 (31,7) 0,525
Sexo Masculino 181 (64,9) 174 (62,6)
Feminino 98 (35,1) 104 (37,4) 0,636
Raca Brancos 142 (77,6) 128 (81)
N&o brancos 41 (22,4) 30 (19) 0,521
Anemia Hb <12 36 (14,3) 31(11,6)
Hb = 12 215 (85,7) 236 (88,4) 0,427
Sintomatico ao Nao 105 (37,6) 107 (38,5)
diagnostico Sim 174 (62,4) 171 (61,5) 0,904
Tabagismo Nao 23 (15,2) 19 (12,7)
Ex-fumante 79 (52,3) 82 (54,7)
Fumante 49 (32,5) 49 (32,6) 0,805
Metastase ao Nao 254 (91) 259 (93,2)
diagnéstico Sim 25(9) 19 (6,8) 0,440
ECOG 0 151 (60,2) 173 (69,8)
21 100 (39,8) 75 (30,2) 0,031
ASA 1 37 (13,9) 39 (14,5)
2 179 (67) 186 (69,1)
23 51 (19,1) 44 (16,4) 0,706
Diametro tumoral <4cm 114 (41,3) 128 (47,6)
>4 e <7 93 (33,7) 84 (31,2)
>7 69 (25) 57 (21,2) 0,313

* Excluindo-se os dados faltantes.

Considerando as variaveis anatomopatolégicas, além da associagao

com o grau de Furhman ja demonstrada (p<0,001), quando utilizado o corte

abaixo de 35 houve significancia estatistica para a ocorréncia de invasao

venosa microscopica (p=0,046) e de invaséo da veia renal (p=0,026), como

mostra a Tabela 11.
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renina segundo variaveis

anatomopatologicas de 558 pacientes portadores de CCRcc do banco de

dados do LARCG.

Variavel Categoria Expressao da Expressao da
Renina =35 (%) Renina >35 (%) P

Classificagdo da ISUP 1ou2 135 (48,4) 188 (67,6)

3ou4 144 (51,6) 90 (32,4) < 0,001
Grau de Furhman 1ou?2 155 (55,6) 198 (71,2)

3ou4 124 (44,4) 80 (28,8) < 0,001
Necrose tumoral Nao 196 (70,3) 204 (73,4)

Sim 83 (29,7) 74 (26,6) 0,467
Componente sarcomatoide Nao 270 (96,8) 266 (95,7)

Sim 9(3,2) 12 (4,3) 0,650
Invasao linfatica Nao 267 (97,1) 262 (95,6)
microscopica Sim 8(2,9) 12 (4,4) 0,489
Invasdo venosa Nao 234 (83,9) 250 (89,9)
microscopica Sim 45 (16,1) 28 (10,1) 0,046
Invasdo da veia renal Nao 230 (86,1) 246 (92,5)

Sim 37 (13,9) 20 (7,5) 0,026
Invasdo da gordura Nao 230 (82,4) 237 (85,3)
(perirrenal ou seio renal) Sim 49 (17,6) 41 (14,7) 0,431
Invasao do sistema coletor  N&o 263 (96,7) 251 (95,1)

Sim 9(3,3) 13 (4,9) 0,469
Invaséo adrenal Nao 262 (97,8) 249 (96,5)

Sim 6 (2,2) 9(3,5) 0,549
Invasdo da veia cava Nao 257 (97,3) 248 (95,4)
inferior Sim 7(2,7) 12 (4,6) 0,333

* Excluindo-se os dados faltantes.

Considerando a expressao da renina menor ou igual a 35 ganha forga

a relagdo com os casos que cursaram com recidiva (p<0,001). Esses foram

trés vezes maiores quando comparados aos tumores com expresao acima

de 35 (Tabela 12).
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renina segundo variaveis

relacionadas ao estadiamento patologico de 558 pacientes portadores de
CCRcc do banco de dados do LARCG.

Variavel Categoria Expressao da Expressao da
Renina =35 (%) Renina >35 (%) p

Recidiva Nao 196 (79,4) 231 (92,4)

Sim 51 (20,6) 19 (7,6) < 0,001
Estadiamento patoldgico pT1 183 (65,6) 196 (70,5)
(pT) pT2 32 (11,5) 34 (12,2)

pT3 ou pT4 64 (22,9) 48 (17,3) 0,248
Estadiamento patoldgico NO 191 (68,5) 203 (73)
(PN) N1 7(2,5) 9(3,2)

Nx 81 (29) 66 (23,7) 0,342
Estadiamento patoldgico MO 53 (24,7) 64 (26,4)
(pM) M1 16 (7,4) 9(3,7)

Mx 146 (67,9) 169 (69,8) 0,213
Estadiamento clinico AJCC loull 211 (75,6) 225 (80,9)

[l ou IV 68 (24,4) 53 (19,1) 0,157

* Excluindo-se os dados faltantes.
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4.2 ANALISE DE SOBREVIDA

4.2.1 Sobrevida Global (SG)
Durante o seguimento ocorreram 72 6bitos globais entre os pacientes

analisados. A taxa de SG em 10 anos foi 87,1%, conforme ilustrado na

Figura 13.
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Figura 13 - Curva de sobrevida global em 120 meses para os 558 pacientes

portadores de CCRcc.

Dentre as variaveis clinicas e demograficas, as que influenciaram a
SG foram a idade (p=0,023), a presenca de anemia (p<0,001), a presenca
de sintomas ao diagndstico (p<0,001), metastase ao diagndstico (p<0,001),

ECOG (p<0,001) e ASA (p<0,001), como ilustrado na Tabela 13.
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Tabela 13 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 10 anos
segundo variaveis clinicas e demograficas de 558 pacientes portadores de

CCRcc.
Univariada
Variavel Categoria SG em 10 anos - n(%)
valor-p

Idade <40 anos 64 (97)

41 a 60 anos 280 (88,3)

> 61 anos 142 (81,1) 0,023
Sexo Masculino 308 (86,5)

Feminino 178 (88,1) 0,230
Raca Brancos 224 (83)

Nao brancos 58 (81,7) 0,295
Anemia Hb <12 40 (59,7)

Hb =12 421 (93,1) <0,001
Sintomatico ao Nao 198 (93,4)
diagnostico Sim 288 (83,2) <0,001
Tabagismo Nao 31(73,8)

Ex-fumante 142 (88,2)

Fumante 87 (88,8) 0,110
Metéastase ao Nao 465 (90,5)
diagnostico sim 21 (47.7) <0,001
ECOG 301 (92,6)

21 131 (74,9) <0,001
ASA 1 72 (94,7)

2 325 (88,8)

>3 71 (74,7) <0,001
Didametro tumoral <4cm 231 (95,1)

>4 e <7 158 (89,3)

>7 85 (67,5) <0,001

* Excluindo-se os dados faltantes.
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Considerando as variaveis anatomopatoldgicas, quase 70% dos

fatores avaliados foram significantes. Apenas a classificacédo da ISUP, o

grau de Furhman, o componente sarcomatdide e a invasao da glandula

adrenal n&o interferiram na SG, como exposto na Tabela 14.

Tabela 14 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 10 anos
segundo variaveis anatomopatolégicas de 558 pacientes portadores de

CCRcc.
Univariad
Variavel Categoria SG em 10 anos - n(%) nivartacga
valor-p

Classificagdo da ISUP Tou?2 281 (86,7)

3ou4d 205 (87,6) 0,788
Grau de Furhman 1ou?2 302 (85,3)

3ou4d 184 (90,2) 0,513
Margem cirdrgica Livre 441 (89,1)

Comprometida 30 (76,9) 0,012
Necrose tumoral Nao 365 (91)

Sim 121 (77,1) <0,001
Componente Nao 469 (87,3)
sarcomatoide Sim 17 (81) 0,195
Invaséo linfatica Nao 470 (88,7)
microscoépica Sim 9 (45) <0,001
Invasdo venosa Nao 438 (90,3)
microscopica Sim 48 (65,8) <0,001
Invasao da veia renal Nao 422 (88,5)

Sim 40 (70,2) 0,003
Invasdo da gordura Nao 419 (89,5)
(perirrenal ou seio renal) Sim 67 (74,4) <0,001
Invasédo do sistema Nao 452 (87,8)
coletor Sim 13 (59,1) 0,002
Invasdo adrenal Nao 445 (86,9)

Sim 10 (66,7) 0,143
Invasao da veia cava Nao 441 (87,2)
inferior Sim 12 (63,2) 0,030

* Excluindo-se os dados faltantes.
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Quanto as variaveis relacionadas aos estadiamentos patoldgico
(tumoral, linfonodal e metastatico) e clinico, todas influenciaram a SG, com

p<0,001, como demonstrado na Tabela 15.

Tabela 15 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 10 anos
segundo variaveis relacionadas ao estadiamento de 558 pacientes
portadores de CCRcc.

Univariada
Variavel Categoria SG em 10 anos - n(%)
valor-p
Estadiamento patolégico pT1 358 (94,2)
(pT) pT2 46 (69,7)
pT3 ou pT4 82 (73,2) <0,001
Estadiamento patolégico  NO ou Nx 478 (88,2)
(pN) N1 8 (50) <0,001
Estadiamento patoléogico MO ou Mx 470 (88,5)
(pM) M1 14 (56) <0,001
Estadiamento clinico loull 400 (91,5)
AJCC lllou IV 86 (71,1) <0,001

* Excluindo-se os dados faltantes.

Avaliando isoladamente a expresséo de renina, tanto qualitativamente
quanto quantitativamente, apesar das apresentagcdes com positividade e cut-
off acima de 35 serem favoraveis, ndo houve interferéncia significativa na
SG para as analises univariadas, conforme constatado na Tabela 16 e

Figuras 14 e 15.
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Tabela 16 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 10 anos
segundo o grau de expressdo da renina de 558 pacientes portadores de
CCRcc.

Univariada
Variavel Categoria SG em 10 anos - n(%)
valor-p
Renina Positiva 357 (88,8)
Negativa 130 (83,9) 0,435
Renina cut-off >35 252 (90,3)
<35 235 (84,5) 0,118
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Figura 14 - Curva de sobrevida global aos 120 meses para os 558 pacientes
portadores de CCRcc estratificados em expressao de renina negativa e

positiva.
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Figura 15 - Curva de sobrevida global aos 120 meses para os 558 pacientes
portadores de CCRcc estratificados em expressao de renina abaixo ou igual

a 35, e acima de 35.

Analise multivariada

As variaveis que atingiram significAncia estatistica na analise
univariada para SG, bem como a variavel de interesse do estudo (renina)
foram selecionadas para a analise multivariada.

Considerando incluir no modelo a expressdo qualitativa de renina
(positiva ou negativa), apos avaliagdo pela regressdo logistica de Cox

(Backward) em 14 passos, a variavel mantem-se como preditor associado
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para o risco de 6bito global (p=0,018). Tal condi¢ao de significAncia também

€ encontrada para outras variaveis, como ilustrado na Tabela 17.

Tabela 17 - Risco de 6bito por variaveis em portadores de CCRcc, incluindo
a expressao qualitativa de renina. Variaveis independentes remanescentes
apos analise regressiva de cox em modelo multivariado.

Multivariada

Variavel Categoria
Risco Relativo IC 95% valor-p

Anemia Hb =12 1 referéncia

Hb <12 2,188 1,205 - 3,984 0,010
Sintomatico ao Nao 1 referéncia
diagndstico Sim 3,773 1,584 - 8,991 0,003
Metastatico ao Nao 1 referéncia
diagnéstico Sim 2,368 1,265 - 4,432 0,007
ECOG 0 1 referéncia

>1 2,596 1,391 - 4,844 0,003
Invaséo linfatica Nao 1 referéncia
microscopica Sim 2,611 1,155 - 5,902 0,021
Estadiamento pT1 1 referéncia 0,011
patolégico (pT) pT2 3,193 1,490 - 6,839 0,003

pT3 ou pT4 1,939 0,941 - 3,998 0,073
Renina Positiva 1 referéncia

Negativa 2,008 1,130 - 3,571 0,018

Quando utilizada para a anélise multivariada a expressao quantitativa

de renina, com cut-off em valores abaixo ou acima de 35, a variavel é

eliminada no modelo de regressédo na 13 etapa, de um total de 15.
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4.2.2 Sobrevida Cancer Especifica (SCE)
Durante o seguimento ocorreram 52 mortes por CCRcc. A SCE dos
pacientes estudados foi de 90,5% em 10 anos, como demonstrado na

Figura 16.
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Figura 16 - Curva de sobrevida cancer especifica em 120 meses para os

558 pacientes portadores de CCRcc.

Em analise univariada, as variaveis clinicas e demograficas que
influenciaram significativamente a SCE foram: anemia (p<0,001), sintomas
ao diagnostico (p=0,008), metastase ao diagndstico (p<0,001), ECOG

(p<0,001), ASA (p=0,033) e didametro tumoral (p<0,001) (Tabela 18).
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Tabela 18 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 10
anos segundo variaveis clinicas e demograficas de 558 pacientes portadores

de CCRcec.

Univariada
Variavel Categoria SCE em 10 anos - n(%)
valor-p

Idade <40 anos 64 (97)

41 a 60 anos 288 (91,2) 0,139

=61 anos 153 (87,4) 0,067
Sexo Masculino 322 (90,4)

Feminino 184 (91,1) 0,551
Raca Brancos 240 (88,9)

N&o brancos 61 (85,9) 0,117
Anemia Hb <12 49 (73,1)

Hb =12 429 (94,9) <0,001
Sintomatico ao Nao 201 (94,8)
diagndstico Sim 305 (88,2) 0,008
Tabagismo Nao 36 (85,7)

Ex-fumante 147 (91,3) 0,204

Fumante 89 (90,8) 0,183
Metastase ao Nao 483 (94)
diagnostico Sim 23 (52,3) <0,001
ECOG 0 307 (94,5)

21 144 (82,3) <0,001
ASA 1 73 (96,1)

2 335 (91,5) 0,241

23 80 (84,2) 0,033
Diametro tumoral <4cm 237 (97,5)

>4 e <7 165 (93,2) 0,034

>7 92 (73) <0,001

Dentre as variaveis anatomopatolégicas observou-se que a sua

maioria influenciou a SCE. Apresentaram p<0,001 a presenga de necrose
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tumoral, e as invasdes linfatica, venosa, de gordura e do sistema coletor.

Outros fatores como o componente sarcomatoéide, invasio de veia renal e da

veia cava inferior, também foram significativos (Tabela 19).

Tabela 19 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 10
anos segundo variaveis anatomopatolégicas de 558 pacientes portadores de

CCRcc.
Univariad
Variavel Categoria SCE em 10 anos - n(%) nivariada
valor-p

Classificagéo da ISUP 1ou2 292 (90,1)

3ou4d 214 (91,5) 0,621
Grau de Furhman 1ou?2 315 (89)

3ou4d 191 (93,6) 0,348
Margem cirdrgica Livre 454 (91,7)

Comprometida 36 (90) 0,471
Necrose tumoral Nao 379 (94,5)

Sim 127 (80,9) <0,001
Componente Nao 489 (91,1)
sarcomatoide Sim 17 (81) 0,050
Invaséo linfatica Nao 486 (91,7)
microscoépica Sim 13 (65) <0,001
Invasdo venosa Nao 452 (93,2)
microscépica Sim 54 (74) <0,001
Invasdo da veia renal Nao 437 (91,6)

Sim 45 (78,9) 0,010
Invasdo da gordura Nao 435 (92,9)
(perirrenal ou seio renal) Sim 71(78,9) <0,001
Invasao do sistema Néao 472 (91,7)
coletor Sim 13 (59,1) <0,001
Invasdo adrenal Nao 463 (90,4)

Sim 12 (80) 0,444
Invasao da veia cava Nao 461 (91,1)
inferior Sim 12 (63,2) 0,003

* Excluindo-se os dados faltantes.
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Tal como exposto para a SG, as variaveis relacionadas aos
estadiamentos patoldgico (tumoral, linfonodal e metastatico) e clinico, todas
foram fortemente influentes sobre a SCE, com p<0,001, como ilustrado na

Tabela 20.

Tabela 20 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 10
anos segundo variaveis relacionadas ao estadiamento de 558 pacientes
portadores de CCRcc.

Univariada
Variavel Categoria SCE em 10 anos - n(%)
valor-p
Estadiamento pT1 368 (96,8)
patolégico (pT) pT2 49 (74,2) <0,001
pT3 ou pT4 89 (79,5) <0,001
Estadiamento NO ou Nx 497 (91,7)
patolégico (pN) N1 9 (56,3) <0,001
Estadiamento MO ou Mx 488 (91,9)
patolégico (pM) M1 16 (64) <0,001
Estadiamento clinico loull 413 (94,5)
AJCC lllou IV 93 (76,9) <0,001

* Excluindo-se os dados faltantes.

Quando estudada a renina, seja de forma qualitativa (simples
positividade) ou quantitativa (grau de expressao considerando ponto de
corte), as variaveis independentes n&o influenciaram a SCE aos 10 anos de

seguimento, conforme mostra a Tabela 21 e as Figuras 17 e 18.
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Tabela 21 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 10
anos segundo o grau de expressao da renina de 558 pacientes portadores
de CCRcc.

Univariada
Variavel Categoria SCE em 10 anos - n(%)
valor-p
Renina Positiva 367 (91,3)
Negativa 138 (89,0) 0,850
Renina cut-off > 35 257 (92,1)
<35 248 (89,2) 0,427
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Figura 17 - Curva de sobrevida céncer especifica aos 120 meses para os
558 pacientes portadores de CCRcc estratificados em expressédo de renina

negativa e positiva.
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Figura 18 - Curva de sobrevida céncer especifica aos 120 meses para os
558 pacientes portadores de CCRcc estratificados em expresséo de renina

abaixo ou igual a 35, e acima de 35.

Analise multivariada

As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise
univariada para SCE, assim como a variavel de interesse do estudo (renina)
foram selecionadas para a analise multivariada.

Apos avaliagdo pela regressédo logistica de Cox (Backward) em 16
passos, incluindo nesse modelo a expressdo qualitativa de renina (positiva
ou negativa), a variavel demonstrou influéncia favoravel para a SCE quando

presente (p=0,037). Pacientes que nao expressaram a renina tiveram um
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risco duas vezes maior de morrer pela doenga, comparados aos que
expressaram. Outras variaveis consideradas fatores de risco para a SCE
foram: sintomaticos ao diagnéstico (p=0,006), metastaticos ao diagndstico
(p<0,001), invaséao linfatica (p=0,021), e estadiamento patolégico tumoral

(p<0,001) (Tabela 22).

Tabela 22 - Risco de 6bito cancer especifico por variaveis em portadores de
CCRcec, incluindo a expresséo qualitativa de renina. Variaveis independentes
remanescentes apds analise regressiva de cox em modelo multivariado.

Multivariada

Variavel Categoria
Risco Relativo IC 95% valor-p

Sintomatico ao N&o 1 referéncia
diagnostico Sim 3,810 1,459 - 9,948 0,006
Metastatico ao Nao 1 referéncia
diagndstico Sim 4,908 2,456 - 9,808 <0,001
Invasao linfatica Nao 1 referéncia
microscopica Sim 2,909 1,173 -7,219 0,021
Invaséo do Nao 1 referéncia
sistema coletor Sim 2,333 0,991 - 5,493 0,052
Estadiamento pT1 1 referéncia <0,001
patologico (pT) pT2 6,750 2,604 - 17,494 <0,001

pT3 ou pT4 4,031 1,576 - 10,312 0,004
Renina Positiva 1 referéncia

Negativa 2,040 1,043 - 4,0 0,037

Quando utilizada para a anélise multivariada a expressao quantitativa
de renina, com cut-off em valores abaixo ou acima de 35, a variavel é

eliminada no modelo de regressédo nao alcangando um total de 17 etapas.
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4.2.3 Sobrevida Livre de Doencga (SLD)

Para a analise da SLD foram excluidos os pacientes sabidamente
metastaticos ao diagndstico (n=44), bem como aqueles com dados faltantes
relacionados a recidiva da doenga (n=16). Os pacientes com tumores nao
metastaticos totalizaram 498 casos. Ao final de 10 anos de seguimento, 68
individuos cursaram com recidiva da doencga, caracterizando 86,3% de SLD

na populagao estudada (Figura 19).
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Figura 19 - Curva de sobrevida livre de doenga em 120 meses para os 498

pacientes portadores de CCRcc ndo metastaticos.
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Em analise univariada, as variaveis clinicas e demograficas que

influenciaram a SLD foram a idade (p=0,027), a presenga de anemia

(p<0,001), ASA (p=0,014) e o didmetro tumoral (p<0,001) (Tabela 23).

Tabela 23 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga em 10
anos segundo variaveis clinicas e demograficas de 498 pacientes portadores
de CCRcc nao metastaticos.

Univariada
Variavel Categoria SLD em 10 anos - n(%)
valor-p

Idade <40 anos 60 (98,4) 0,071

41 a 60 anos 240 (84,5) 0,022

=61 anos 130 (85,0) 0,027
Sexo Masculino 269 (85,9)

Feminino 161 (87,0) 0,637
Raga Brancos 200 (81,6)

Nao brancos 51 (79,7) 0,452
Anemia Hb <12 39 (73,6)

Hb =12 378 (90,9) <0,001
Sintomatico ao Nao 171 (89,5)
diagnostico Sim 259 (84,4) 0,056
Tabagismo Nao 33 (89,2) 0,497

Ex-fumante 130 (87,2) 0,815

Fumante 71 (81,6) 0,387
ECOG 273 (88,3)

=1 116 (81,7) 0,062
ASA 1 63 (95,5) 0,029

2 292 (87,7) 0,089

>3 67 (80,7) 0,014
Diametro tumoral <4cm 219 (95,2) <0,001

>4 e <7 136 (86,1) 0,002

>7 64 (65,3) <0,001
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Dentre as variaveis anatomopatolégicas que influenciaram
significativamente s SLD estdo a margem cirurgica (p<0,001), necrose
tumoral (p<0,001), as invasdes venosa microscoépica (p<0,001), de veia renal

(p=0,010) e da gordura perirrenal (p<0,001) (Tabela 24).

Tabela 24 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga em 10
anos segundo variaveis anatomopatoldgicas de 498 pacientes portadores de
CCRcc nao metastaticos.

Univariad
Variavel Categoria SLD em 10 anos - n(%) il oL
valor-p

Classificagéo da ISUP 1ou?2 255 (86,7)

3ou4d 175 (85,8) 0,702
Grau de Furhman 1ou?2 273 (85,6)

3ou4d 157 (87,7) 0,832
Margem cirurgica Livre 394 (88,5)

Comprometida 28 (80,0) <0,001
Necrose tumoral Nao 329 (89,6)

Sim 101 (77,1) <0,001
Componente sarcomatoide Nao 420 (86,4)

Sim 10 (83,3) 0,556
Invasao linfatica microscopica Nao 410 (86,3)

Sim 12 (80,0) 0,293
Invasdo venosa microscopica  Nao 392 (88,9)

Sim 38 (66,7) <0,001
Invasao da veia renal Nao 379 (87,1)

Sim 31(72,1) 0,010
Invasdo da gordura Nao 382 (89,7)
(perirrenal ou seio renal) Sim 48 (66,7) <0,001
Invasao do sistema coletor Nao 401 (86,2)

Sim 13 (81,3) 0,651
Invaséo adrenal Nao 401 (86,8)

Sim 5 (62,5) 0,197
Invasdo da veia cava inferior Nao 395 (86,8)

Sim 11 (78,6) 0,568

* Excluindo-se os dados faltantes.
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As variaveis relacionadas aos estadiamentos patolégico (tumoral e
linfonodal) e clinico atuaram significativamente sobre a SLD, com p<0,001,

como exibido na Tabela 25.

Tabela 25 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga em 10
anos segundo variaveis relacionadas ao estadiamento de 498 pacientes
portadores de CCRcc ndo metastaticos.

Univariada
Variavel Categoria SLD em 10 anos - n(%)
valor-p
Estadiamento pT1 333 (93,8) <0,001
patoldgico (pT) pT2 42 (76,4) <0,001
pT3 ou pT4 55 (62,5) <0,001
Estadiamento NO ou Nx 427 (87,5)
patoldgico (pN) N1 3(30,0) <0,001
Estadiamento clinico loull 374 (91,4)
AJCC lllou IV 56 (62,9) <0,001

* Excluindo-se os dados faltantes.

As variaveis independentes relacionadas a renina mostraram impacto
significativo para a SLD aos 10 anos de seguimento. As avaliagbes
qualitativa e quantitativa demonstraram que pacientes com expressao
negativa (p=0,013) e cut-off < 35 (p<0,001) cursaram com maior numero de

recidivas, como evidenciado na Tabela 26 e nas Figuras 20 e 21.
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Tabela 26 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenca
especifica em 10 anos segundo o grau de expressao da renina de 498
pacientes portadores de CCRcc ndo metastaticos.

Univariada
Variavel Categoria SLD em 10 anos - n(%)
valor-p
Renina Positiva 321 (89,2)
Negativa 109 (79,0) 0,013
Renina cut-off > 35 233 (92,8)
<35 197 (79,8) <0,001
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Figura 20 - Curva de sobrevida livre de doenga aos 120 meses para os 498
pacientes portadores de CCRcc nao metastaticos estratificados em

expressao de renina negativa e positiva.
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Figura 21 - Curva de sobrevida livre de doenga aos 120 meses para os 498
pacientes portadores de CCRcc ndo metastaticos estratificados em

expressao de renina abaixo ou igual a 35, e acima de 35.

Analise multivariada

As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise
univariada para SLD foram selecionadas para a analise multivariada.

As avaliagcbes pela regressao logistica de Cox (Backward) em 11
passos, incluindo nesses modelos a expressao de renina qualitativa (Tabela
27) ou quantitativa (Tabela 28), apresentaram essas variaveis de interesse
como fatores de risco independente para recidiva da doenga, significativos

(p<0,001). Renina quando positiva aumenta em quase trés vezes a chance
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de recidiva tumoral, e quando expressa em numeros inferiores a 35 aumenta

acima de quatro vezes.

Tabela 27 - Risco de recidiva da doenga por variaveis em portadores de
CCRcc nédo metastaticos, incluindo a expressdo qualitativa de renina.
Variaveis independentes remanescentes apds analise regressiva de cox em
modelo multivariado.

Multivariada

Variavel Cat i
arave ategoria Risco Relativo IC 95% valor-p
Sintomatico ao Nao 1 referéncia
diagnéstico Sim 2,226 1,059 - 4,678 0,035
Didmetro tumoral <4cm 1 referéncia 0,002
>4 e <7 2,714 1,156 - 6,369 0,022
>7 5,287 2,130 -13,128 <0,001
Estadiamento NO ou Nx 1 referéncia
patologico (pN) N1 3,934 1,289 - 12,005 0,016
Estadiamento loull 1 referéncia
clinico AJCC Il ou IV 2,063 1,000 - 4,255 0,050
Renina Positiva 1 referéncia
Negativa 2,923 1,633 - 5,235 <0,001

Tabela 28 - Risco de recidiva da doenga por variaveis em portadores de
CCRcc nado metastaticos, incluindo a expressdo quantitativa de renina.
Variaveis independentes remanescentes apds analise regressiva de cox em
modelo multivariado.

Multivariada

Variavel Cat i
arave e Risco Relativo IC 95% valor-p
Sintomatico ao Nao 1 referéncia
diagndstico Sim 2,467 1,186 - 5,132 0,016
Diametro tumoral <4cm 1 referéncia <0,001
>4 e <7 2,698 1,153 - 6,311 0,022
>7 7,295 3,239 - 16,433 <0,001
Estadiamento NO ou Nx 1 referéncia
patolégico (pN) N1 5,922 2,001 -17,525 0,001
Renina > 35 1 referéncia
<35 4,085 2,056 - 8,116 <0,001
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5 DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS GERAIS

Considerando aspectos epidemioldgicos, clinicos e relacionados a
terapéutica, podemos afirmar que a coorte elencada para o nosso estudo foi
representativa e teve conformidade com as grandes séries até entéo
divulgadas.

Segundo o Surveillance, Epidemiology and End Results Program
SEER-Cancer Statistics Review do Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos, atualizado em 2017, a incidéncia do CCR em homens é duas vezes
maior comparada as mulheres (21,4/100.000 e 10,7/100.000). Na populagéo
que avaliamos, tivemos 356 homens (63,8%) e 202 (36,2%) mulheres.
Recente publicacdo relevante, com 1532 casos, sobre a distribuicdo dos
CCRs segundo diferentes ragas e sexos, confirma tal distribuicdo
especificamente para os CCRcc (65,9% para homens e 34,1% para
mulheres) enquanto evidencia a prevaléncia expressiva na raga caucasiana
sobre as outras etnias (LIPWORTH et al. 2016). Como em nosso estudo,
especificamente a raga negra correspondeu a menos de 10% dos pacientes
elencados.

Sobre a idade dos pacientes ao diagnostico, os dados presentes na
literatura até 10 anos atras variavam para individuos com menos de 45 anos

entre 3,4 e 6% (ABOU EL FETTHOUH et al. 2002; VERHOEST et al. 2007).
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No entanto, a atual estatistica relatada do SEER exibe aumento desse indice
para 8,9%. Tal fato corrobora com nossos achados (11,8%), o que
certamente associa-se com o crescimento progressivo da incidéncia de
CCR, outrora atribuido exclusivamente a popularizagao da utilizacdo dos
métodos de diagndstico por imagem.

Determinada progressao relaciona-se em grande parte aos tumores
incidentais em estadio inicial, o que implica diretamente nos achados
relacionados aos sintomas. Tradicionalmente a triade classica de sintomas
do CCR (dor lombar, hematuria e massa palpavel) tem baixa ocorréncia,
como reafirmado por um estudo epidemioldgico brasileiro que encontrou
presenca para 4,5% dos pacientes (NARDI et al. 2010). Contudo apoiados
no diagndstico cada vez mais precoce, encontramos em nosso levantamento
346 assintomaticos (62%) contra um terco de sintomaticos (38%), sendo que
desses apenas 1,5% apresentavam a triade clinica.

A despeito desse cenario, o numero de pessoas com doencga
metastatica, que teoricamente deveria diminuir ao longo do tempo, mantém-
se estavel em todas as séries, ou mesmo ascende. Uma robusta revisgo
contendo 22.204 casos estadio T1 de CCRcc identificou presenca de
metastase ao diagnéstico em 4,5% deles (LUGHEZZANI et al. 2009).
Publicagcdo da Mayo Clinic que avaliou o potencial metastatico das massas
renais segundo diversas variaveis apontou 6,9% de incidéncia para 2651
pacientes (UMBREIT et al. 2012). N6s encontramos em nosso estudo 44
individuos (7,9%) com metastases ao diagnostico, enquanto o SEER ja

divulga percentuais em 11,7%. Logo fica evidente a necessidade de
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desenvolver mecanismos que possam ajudar a diferir doengas com
comportamento indolente ou agressivo, bem como auxiliar na predicédo de
tumores com potencial de disseminacao.

Acerca dos critérios comumente utilizados para predizer desfecho,
muitas vezes ja relatados em estudos anteriores, como a presenga de
anemia pré-operatéria (MANOLA et al. 2011; FERREIRA et al. 2017), ECOG
(PATARD et al. 2004b; MOTZER et al. 2008), classificagcdo da ASA (DE
CASSIO ZEQUI et al. 2010), sintomas ao diagnostico (DALL'OGLIO et al.
2011), didmetro tumoral (DELAHUNT et al. 2002), estadiamento clinico
(FRANK et al. 2002; TELOKEN et al. 2009), envolvimento linfonodal
(PANTUCK et al. 2003) e a presengca de metastases ao diagndstico
(FLANIGAN et al. 2004), nosso grupo demonstrou em analise univariada que
todos se confirmaram como fatores prognosticos de SG e SCE.

O mesmo foi observado entre variaveis anatomopatolégicas como
necrose tumoral (FRANK et al. 2002; SENGUPTA et al. 2005), invaséo
linfatica microscopica (MANCINI et al. 2008; FANDELLA et al. 2009),
invasao venosa microscopica (GONCALVES et al. 2004), invasdo da veia
renal (PICHLER et al. 2012), acometimento da veia cava inferior (WAGNER
et al. 2009), invaséo da gordura perirrenal (BEDKE et al. 2009) e do sistema
coletor (CHO et al. 2009).

Considerando a SLD, onde excluimos os casos inicialmente
metastaticos, notamos que fatores prognédsticos relacionados a progressao
da doenga como sintomas ao diagnéstico, invasao linfatica, acometimento

do sistema coletor e da veia cava inferior, perdem significancia na analise
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univariada. Os outros critérios descritos para SG e SCE mantém-se
igualmente importantes para a SLD.

A idade categorizada apresentou impacto sobre a SG. Em nossa
série, os individuos com idade superior a 60 anos apresentaram as piores
taxas de SG, alcangcando 78,8% de pacientes vivos ao final do seguimento
(87,7% para 40 a 60 anos; 97% para abaixo de 40 anos). KUTIKOV et al.
(2010) demonstraram que a idade avancada de portadores de CCR
localizado constitue um fator predidivo importante de morte por outras
causas. Dos pacientes com idade acima de 60 anos do nosso estudo, 40%
foram classificados como ECOG 1 ou maior e 29% eram ASA 3 ou 4. A
menor SG dos pacientes mais idosos pode portanto ser influenciada pela
presenca de um maior numero de comorbidades, o que potencializaria o
agravamento da performance status causado pela neoplasia.

A presenca de componente sarcomatdide obteve significancia
estatistica referente a SCE. A literatura descreve o padrdo sarcomatoide
como presente em 1 a 8% dos CCR, o que foi compativel com nossos
achados (3,8%). Esses pacientes apresentam doenca e estagio avangado e
metastases a distancia em 45 a 77% dos casos no momento da nefrectomia.
Geralmente as massas ressecadas cirurgicamente s&do grandes, com
diametro variando entre 9 e 11cm em média, fato que explica a relevante
quantidade de pacientes (aproximadamente 90%) sintomaticos ao
diagnodstico (DE PERALTA-VENTURINA et al. 2001; HUMPHREY 2012).
Nés encontramos em nossa populagéo de sarcomatdides 81% de pacientes

sintomaticos, contendo 62% de tumores maiores que 7cm, sendo que 26,3%
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deles ja eram metastaticos ao diagndsticos. Como descrito na maior parte
das grandes séries, o padrdao sarcomatdide relaciona-se com pior
prognoéstico, adquire significancia preditiva nas analises univariadas, mas
nao se sustentada nas sequéncias multivariadas, como também
comprovamos.

Margem cirurgica positiva foi uma variavel significante para predizer
SLD. Recente publicacdo da Cleveland Clinic sobre preditores de
recorréncia apos nefrectomia parcial para CCR demonstrou presenca de
7,1% de cirurgias com margens positivas e a importédncia da variavel em
analise univariada, que ndo se confirmou para o estudo multivariado
(MOURACADE et al. 2017). Seguindo a mesma tendéncia, com significancia
apenas univariada, nosso estudo encontrou dentre os pacientes nao
metastaticos 35 deles com margens positivas (7%). Desses, 7 individuos
cursaram com recidiva da doenca em 10 anos de seguimento (20%). Sobre
essa tematica, a maioria das séries associam margem positiva com
recorréncia local e ndo com mortes globais ou especificas. Contudo,
publicagdo envolvendo significativa coorte sul-americana elencada pelo
LARCG, detectou 3 a 4 vezes mais progressdo clinica e mortalidade
especifica em pacientes com margens comprometidas (SECIN et al. 2017).
A importancia das margens cirurgicas positivas ainda é alvo de
questionamento, e talvez seja somente reflexo do potencial maligno
intrinseco do tumor primario.

Além de todos os fatores previamente citados, buscando encontrar

novos marcadores biomoleculares que possam aperfeigcoar a capacidade de
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predizer o comportamento do CCR, nosso grupo demonstrou com esse
estudo que o grau de expressao da renina apresentou impacto sobre a SG,

SCE e SLD.

5.2 EXPRESSAO DE RENINA

A motivagdo do estudo pela investigacdo da angiotensinogenase,
como ja exposto previamente, sustenta-se nos seguintes pontos: em nosso
conhecimento, auséncia de publicagdes que associem tal protease como
fator prognostico para quaisquer desfechos possiveis; foco macigo das
pesquisas existentes acerca somente das peptidases reguladoras da
angiotensina e das drogas que atuam sobre elas; evidéncias de coexpressao
de proteinas tumorais e da renina, aventando a idéia de que mutagdes
genéticas possam alterar a expressdo de ambas conjuntamente; origem
compartilhada na regido cortical renal, onde localizam-se os tubulos
contorcidos proximais (sede dos CCRcc) e os aparelhos justaglomerulares
(sede das células granulares).

Nos primeiros trabalhos da equipe do A.C.Camargo Cancer Center
acerca dos CCR, marcadores biomoleculares e variaveis clinicas (como por
exemplo o CD133, CD44, NOS, classificacdo da ASA, entre outros),
englobavamos todos os subtipos histologicos nas pesquisas (DA COSTA et
al. 2012b, c; CASSIO ZEQUI et al. 2010, 2013). Atualmente temos por certo
que o CCR corresponde a uma miriade de doengas, cada qual com sua

alteragao cromossémica, molecular, fenotipica e de agressividade diferentes.
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Dentre eles, enquanto os carcinomas dos ductos coletores e croméfobos
surgem na porgao renal medular, ambos os carcinomas de células claras e
os papiliferos desenvolvem-se na porg¢ao cortical. No entanto, apesar de
partilharem a mesma localizagdo, sdo moléstias distintas ao passo que
enquanto o CCRcc caracteriza-se pela delecdo cromossémica em 3p25-26,
o papilifero configura-se pela polissomia em 7q31 e 17p11. Logo, evitando
incorrer em erros possivelmente causados pela ampla multiplicidade de
apresentacdes, optamos nesse estudo por centrar atengdo em uma Unica
doenca, o carcinoma de células claras.

Nosso ideal foi avaliar como se portava a expressdo de renina no
tecido benigno, neoplasico, e suas correlagbes com diferentes variaveis e
desfechos clinicos. A vista disso obtivemos resultados evidenciando forte
expressao nas amostras benignas, contrapondo niveis menores e por vezes
ausentes para os spots de CCRcc (p<0,001). O porqué dessa queda nos
niveis de angiotensinogenase pode ser explicado considerando-se 2 pontos:
0 desarranjo estrutural direto do aparelho justaglomerular causado pela
progressao tumoral, impulsionado por vantagens adaptativas baseadas em
fatores de crescimento, angiogénese e proteinas inibidoras de apoptose
(GALLEGO et al. 2012); e a desconfiguragao funcional das células
granulares, relacionada as alteragbes das vias de sinalizagdo mTOR e
principalmente VHL.

Estudo do |Instituto de fisiologia da Universidade alema de
Regensburg em colaboragdo com centros americanos demonstrou relagao

entre as vias de VHL, a EPO e a renina. Criando modelos de hipdxia renal
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provaram em ambito experimental com a utilizagdo de camundongos, que a
delecéo da proteina de VHL resulta em downregulation sobre as células
granulares que expressam renina, bem como em suas linhagens
subsequentes. As células justaglomerulares, em um ambiente que entdo
acumula fator induzido por hipéxia-1 (HIF-1a), quando nao inativadas sofrem
uma transicao fenotipica e passam a produzir EPO nessa situagcado (KURT et
al. 2013).

Ja ha algum tempo nosso grupo confere importancia a analise da
natureza enddcrina do rim, valorizando em suas linhas de pesquisa a busca
de associagdes entre as enzimas funcionais corticais e as diferentes
manifestagcbes oncoldgicas. Assim sendo, recentemente publicamos
investigacdo sobre a expressdo imunoistoquimica da eritropoetina em
CCRcc e sua associagao com fatores progndsticos. A alta expressao de
EPO foi proporcionalmente maior nos pacientes com presenga de invasao
adrenal e mostrou associagdo com a ocorréncia de tumores de alto grau
histolégico de Furhman (FERREIRA et al. 2017). Esse atual trabalho
identifica para os pacientes com tumores graus 3 e 4 de Furhman, assim
como para outros fatores de pior progndéstico (invasdo venosa microscopica
e de veia renal), que a renina encontra-se pouco expressa (p<0,001),
configurando nesse aspecto uma contraposigdo hormonal EPO/renina.

Além dos rins, a renina também é expressa em menor intensidade
nas glandulas adrenais, pulmdes e gbnadas, além de cérebro, coragao e
figado. Mesmo com a dele¢ao de VHL ndo houve mudangas na expressao

de EPO ou renina para esses sitios, com excecdo dos testiculos que
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evidenciaram aumento da EPO. Tal caracteristica confere certa
particularidade desses marcadores biomoleculares em relacdo a esfera
renal, o que favorece possiveis achados e aplicagdes clinicas com maior
especificidade.

Ciente de que o ambiente tumoral relaciona-se com baixas
expressdes de renina, tornou-se perceptivel que tal caracteristica viria
concatenar com piores prognosticos. Inicialmente utilizamos para referéncia
cruzada a metodologia de analise qualitativa, avaliando simples negatividade
ou positividade (em qualquer intensidade). Encontramos que os casos com
expressao negativa da renina, quando comparados aos positivos, tiveram
maior prevaléncia de altos graus de Furhman (p<0,001) ou ISUP (p<0,001),
recidiva da doenga (p=0,011), presenca de disseminagéao local (p=0,05) ou a
distancia (p=0,003). Vale ressaltar que nao dispomos ao que € de nosso
conhecimento de dados publicados que possam servir de apoio para
confrontacgao.

Ademais, a depender das particularidades do objeto de estudo e do
conhecimento da equipe de analisadores envolvidos, mesmo com a
disponibilidade de grande tecnologia aplicada, a leitura imunoistoquimica
meramente qualitativa esta sujeita a algum viés de subjetividade, que pode
influenciar os resultados finais. E certo que como existem criticas para as
avaliagdes qualitativas, as mesmas se fazem presente para as quantitativas.
No intuito de minimizar falhas no processo de leitura, optamos por nos
valermos de ambas as metodologias, inclusive a fim de encontrar meios que

possam ser melhor empregados na pratica diaria.
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Quando aplicamos nas analises o grau de expressao do marcador
escalonado quantitativamente, encontramos que nao s6 a baixa expressao é
ruim, mas que quanto menor, piores foram os achados. Seguindo o ideal
fundamentado em facilitar, viabilizar e padronizar reprodugdes técnicas
futuras, buscamos encontrar a melhor linha divisoria através do método de
selecao de pontos de corte em analises de sobrevivéncia proposto por
LAUSEN e SCHUMACHER (1992). Determinados e comparados entao
grupos separados por intensidades de expressao de renina abaixo ou acima
de 35, encontramos nas tabelas de referéncia cruzada sobre a significancia
estatistica, ndo s6 a adicdo de importadncia para algumas variaveis:
performance status ECOG (p=0,031), invasdo venosa microscoépica
(p=0,046) e invasdo da veia renal (p=0,026); como a intensificagdo de
outras: recidiva tumoral (p=0,011 para p<0,001).

Utilizando a mesma sistematica para as curvas de sobrevivéncia os
achados demonstraram que para as analises univariadas de SG e SCE, a
renina nao figurou como fator preditivo independente. No entanto, quando
avaliada a SLD tal significancia foi evidente e intensa. Acreditamos que tal
circunstancia fundamenta-se pela presenca ou auséncia dos pacientes
metastaticos ao diagndstico. Por definicdo as avaliagées de SLD excluem os
individuos inicialmente metastaticos, que sabidamente congregam doencgas
muitas vezes agressivas e com pior prognostico. Sendo assim, a analise
univariada de SLD foi significativa qualitativamente (p=0,013) e mais ainda

quando refinada quantitativamente (p<0,001).
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Considerando a regressdao de Cox em modelo multivariado, a pura
expressdo de renina que nao alcangou significAncia como fator
independente nos estudos univariados, agora figurou impacto preditivo para
as curvas de SG, SCE e SLD. Isso pode ser explicado através de duas
hipéteses: a primeira baseada no fato de que quanto mais variaveis
incluimos para as etapas do modelo multiplo, maior o numero de missings
acumulados do banco de dados, o que em parte altera o grupo total valido e
os resultados de saida; a segunda, e que acreditamos ser mais relevante, é
a de que na presenca de outros fatores a renina ganhe mais importancia, o
que conceitualmente condiz com a idéia de analise em modelo multiplo.

Apesar da importancia que os fatores inerentes ao préprio tumor
tenham de forma independente, a busca por modelos progndsticos utilizando
uma combinagdo com diversas variaveis apresenta maior relevancia
(MESKAWI et al. 2012). E nesse sentido que a renina pode vir a fortalecer
modelos progndsticos que ja vigoram na rotina dos profissionais que lidam
com os tumores renais. Exemplo se faz ao sistema de estadiamento
integrado UCLA UISS para CCR, que congrega variaveis como estagio
TNM, grau nuclear de Furhman e performance status ECOG, todas
sinérgicas nas analises multivariadas quando na presenga da renina, que
também se impode.

Frente a todos os achados, estao entre os objetivos do nosso grupo
em sequéncia a essa linha de pesquisa: avaliar as associagdes da renina
com modelos pré-existentes, possibilitando a implementacédo de resultados;

investigar correlagbes das expressdées em ambiente tumoral e séricas da
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angiotensinogenase; pesquisar em uma mesma série a sincronicidade de
alteracbes da expressdo de EPO e renina, relativas aos desfechos
oncolégicos do CCR; e ampliar as analises do marcador para os tumores

nao células claras.
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CONCLUSOES

A expressao imunoistoquimica de renina foi maior no tecido renal nao
neoplasico (benigno) em comparagao ao CCRcc.

A baixa expressdo de renina associou-se com a prevaléncia de
tumores mais agressivos, com altos graus para as classificagdes de
ISUP e Furhman (categorias 3 e 4).

A baixa expressao de renina é evento desfavoravel e relaciona-se a
casos com maiores chances de progressdo da doenga, sendo
significativamente maiores as presengas de invasdao venosa
microscopica, invasao da veia renal, disseminagado locorregional e
metastatica.

Nas analises multivariadas, a auséncia de expressdo de renina foi
fator prognostico desfavoravel com impacto nas taxas de SG, SCE e
SLD.

Notadamente dentre os pacientes com tumores ndo metastaticos ao
diagndstico, os indices de recidiva neoplasica apds tratamento inicial
foram superiores naqueles com baixa expressao de renina. Observou-
se impacto da variavel nas taxas de SLD para as analises uni e
multivariadas.

Dentre o espectro de expressdo imunoistoquimico da renina, a
determinagcdo de um ponto de corte considerando valores iguais ou
inferiores a 35 associados a piores desfechos, confere maior preciséo
prognostica relacionada a disseminagédo e recidiva neoplasica apos

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

100 Normal, nenhuma queixa, nenhuma evidéncia de doenca.

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

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 internagcédo urgente e requer medidas de
suporte ou tratamento.

10 Moribundo; processo de fatalidade rapidamente progredindo.

0 Morto.

Fonte: Adaptado de KARNOFSKY et al. (1949).



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

Cooperative Oncologic Group Performance Status Classification.

0 Assintomatico.

1 Sintomatico, mas completamente ambulatorial.

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

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

4 Restrito ao leito.

Morto.

Fonte: Adaptado de OKEN et al. (1982).



Anexo 3 - Classificagdo TNM da “American Joint Committee on Cancer's

Cancer Staging Manual - 2017”

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado.

T0 Auséncia de evidéncias de tumor primario.

T1 Tumor £ 7cm no maior didmetro, 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.

T2a Tumor > 7cm e < 10cm no maior didmetro, limitado ao rim.

T2b Tumor > 10cm no maior didmetro, limitado ao rim.

T3 Tumor estende-se para ramos venosos principais ou tecidos perirrenais,

mas nao a adrenal ipsilateral ou além da fascia de Gerota.

T3a Tumor estende-se para a veia renal ou seus ramos segmentares, ou
invade o sistema pielocalicial, ou o tumor invade tecido adiposo

perirrenal e/ou tecido adiposo do seio renal, mas nao além da fascia de

Gerota.

T3b Tumor macroscopicamente estende-se para a veia cava abaixo do
diafragma.

T3c Tumor macroscopicamente estende-se para a veia cava

supradiafragmatica ou invade a parede da veia cava.

T4 Tumor com invasao além da fascia de Gerota (incluindo extensdo para

a glandula adrenal ipsilateral).

NXx Linfonodos regionais nao 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: Adaptado de RINI et al. (2017).



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

Cancer Staging Manual - 2017”

Estagio clinico T N M
I T4 No Mo

I T, No Mo

I TiouT, N/ Mo

Ts No ou N4 Mo
v T4 Qualquer N Mo
Qualquer T Qualquer N M;

Fonte: Adaptado de RINI et al. (2017).




Anexo 5 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa-cep do
A.C.Camargo Cancer Center, para o projeto tematico.

A.C.Camarga : Comité de Etica em
Cancer Center Pesguisa - CEP

a0 Paule, 15 de julho de 2006,

An
D, Sténio de Chssio Sequi

Ref: Projetn de Pesquisa n® 2144015

“Expressan imunoistoquimics ¢ valor progodstieo de wm painel de marcadores (BAT];
Beta-Catenina: O3 Complexo Frrina-Mocsina; EPFOYEPO-R; POXTP3: KDMSC;
NOMS-3; PBRMIL; "TEN; REN/REN-IZ; SETD2 ¢ STAT3) em carcinoma Jde eélulas
renais. Estudo mullicénirico internacional®,

Os membros do Comilé de Diien em Pesguisa em Seres Homanos da Tondagin
Antenio Prodente — AC Camargo Cancer Center, em saa oltima reanidfio de 12072000, ands
anahisarem a resposta da recomendagio da CONLP, realizada no Parecer 1380842, dataclo de
O8A6/200 6, lemaram conhecimenio ¢ aprovaram os seguintes documentos:

#  Carly resposta, daladu de 14 de junhe de 2016;
F Mova Lolhe de reste datads de 21 de junha de 2016,

Adcnelosamente,

1" Viee-Coordenadok do-Comilté de Etica em PPesquisa
ERALOK

Rua Professor Antonjo Prudente, 211 « liberdade = 530 Paula/ 5P « CEP 0 SU2-200

(177 2783-5000 « vowanaccamarysang,br



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

A.C.Camargo Cancer Center, para o projeto afiliado.

A.C.Ca margo Comité de Etica em
Cancer Center Pesquisa - CEP

Sdo Paulo, 15 de julho de 2014,

A
Dr. Stenio de Chssio Zegui
Aluno: Felipe de Almwida ¢ Paola (Mestrado)

Ret.: Projeto de Pesquisa o™ 21447158
“Lapressio imumoisloguimics ¢ valor prognostice da reniva (REN) ¢ de seu receptor (REN-
R em eareinoma de células renais. Estudo mullivénince nlamacional™,

O membres dee Comitd de Elica em Pesguisa em Seres Humanos da Fundagaa
Antonic Prudente AL Comorgn Cancer Cenler, em sun altima reimifio de 12072006,
tomaram conhecimentoe e aprovaram os seguinies documentos:

F Solivitagdo de dispenss da submissie da doenmentacin abrizatéria e andlise &tica da
projele weima mencionado por s¢ tratar de um projero afiliaco ao tematico intiolaco:
“Expressio mmmaistoguimica ¢ valor prognostico de um painel de marcadores (BAI]:
Bietn-Catening;, CTH33; Complexo Ferinn-Moesina: EPOVEPO-R: FOXPI: KDRMSC;
MES-5: PBRMIL, PTEN: RENJREMN-R; SETTI2 e STATI) ent carcinoma de células
renais. Estudo J]'lLlIliCL"J'liI'i.l_'-:'l intersmacional ", registrado neste CEP sob 0" 2144/ 5, 0}
prejete afiliado em referéneia sord Dissertagfo de Mestrado do aluno Felipe de
Afmeida ¢ Pawla.

F Dizsertagio de Mestrado — datado de 18 de dezembra de 2005,

Atenciosamente,

'| [
[ oy i
s Dr’h|| lh#ﬁr%:m [_ah.\r‘ 'Lrus.s.
1° Vice-Conrlimmdor do Comité de Etica em Pesyguisa

Fua Professor Anténio Prodente, 211 « Liberdace + 53o Pauln S50 « CEP DTR09-200
{11 2189-5000 = wywy.accamarg o.arng.or

do



Apéndice 1 - Ficha de levantamento de dados

Nome:

Registro:

Lamina:

Data de admissao:

Idade (anos):

Raga: (1)Branco  (2) Nilo branco

Sexo: (1) Masculino  (2) Feminino

Tabagismo: (1) Fumante (2) Nio fumante (%) Iznorado

“Packyear”: (0) Ignorado (1) 1-10 Packyears (2) 11-20 Packyears  (3) >20 Packyears
ECOG:(0)0 (1)1(2)2

Asa:(D1 @)2 (33 @4

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

Tempo de Evolugio (meses):

Tumor incidental: (0) Sim (1) Nio
Metistase 30 diagnéstico: (0) Ndo (1) Sam
Tumor Familiar: (0) Nao (1) Sim
N"de Familiares: (0)0 (1)1 (2)2
Hemoglobina: Hematécrito:
Cirurgia: (1) Radical  (2) Parcial
Incisio: (1) Abdominal (2) Lombotomia

Ressecgdo: (0) Irressecavel (1) Ressecgdo total  (2) Margem microscopica  (3) Margem
MACTosCOpica




Tempo de Cirurgia:

Data da Cirurgia:

Transfusdo: (0) Ndo (1) Sim Volume de transfusio:

Complicagdes Precoces: (0) Ndo (1) Insuficiéncia renal aguda  (2) lleo panalitico  (3) Infecgdo
(4) Cardiovascular (5) Tromboembelismo (§) Fistula urinaria (7) Hemormagia (9) Outras

Intermagio (dias):

Complicacdes Tardias: (0) Nao (1) Insuficiéncia renal aguda  (2) Subochusio intestinal (3)
Parede abdominal (4) Hipertensio arterial sistémica (6) ) Outas

Estidio T-(1)Tla ()TIb (3)T2 (9)T3a (5)T3NE) T3c (T4
EstidioN: (0)N0 (I)N1 (N2 (3)Nx
TNM: (1) TNOMO  ()TN=MO  (3) TNOM+  (4) TN+M~

N*de Linfonodos: N"de Linfonodos +:

Estadio Robson: (1)I (2)II (3)OIa (HIb (5)Mc (6IV
Estadio climico: (1)I ()0 (3)I &) IV
GraudeFohrman: (1)I )0 (3)II (HIV

Tipo Histologico: (1) Celulas claras (2) Papilifero  (3) Cromofobo (4) TTE3 Gene (5) Ductos
coletores (6) Inclassificavel (7) Oumos

Diametro tumoral (cm):

Lateralidade: (1) Direito  (2) Esquerdo  (3) Bilateral

Tumor bilateral: (0)Nio (1) Simcrémico (2) Metacrénico

Multifocal: (0) Ndo (1) Sim

Topografia: (1) Palo superior (2) Polo médio (3) Polo inferior (4) Mais de um polo
Invasao vascular: (0) Nao (1) Sim

Invasio vascular infatica: (0) Nao (1) Sim

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

Invasido de veia cava: (0) N3o (1) Sim




