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RESUMO

Ferrari MVO. Analise do valor prognéstico e da expressdo imuno-
histoquimica de ezrina e moesina em carcinomade células renais do tipo
células claras. Sao Paulo; 2019. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacéao

Antdnio Prudente]

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel progndstico da expressdes imuno-
histoquimicas (IHQ) de ezrina e moesina em pacientes portadores de
carcinoma de células renais do tipo células claras (ccRCC). Os prontuarios de
575 pacientes tratados pelo Nucleo de Urologia do A.C Camargo Cancer
Center foram revisados. Todos os pacientes foram submetidos a tratamento
cirurgico de 1985 a 2016. Os tumores foram revisados por patologista da
instituicado, reclassificados e escolhidas suas areas mais representativas para
construcdo de lamina de tissue microarray (TMA). A analise imuno-
histoquimica mostrou que 106 (18.3%) pacientes n&o apresentaram
expressao de ezrina, enquanto 469 (81.7%) pacientes exibiram expresséo
positiva do marcador. Para moesina, 16 (2.8%) pacientes ndo apresentaram
expressao IHQ, e 559 (97.2%) evidenciaram expressao positiva do marcador.
A expressao de ezrina foi associada ao estadio patologico T (p<0,001), ao
estadio clinico agrupado (p=0,012), a presenca de metastases sincronicas
(p<0,001), a tumores sintomaticos (p=0,007) e grau histologico (ISUP)
(p=0,025). Houve associagao entre expressao de moesina e estadio clinico
agrupado (p=0,027), estadio patolégico T (p=0,025) e estadio patolégico N
(p=0,007). Expressdo de ezrina influenciou significantemente sobrevida
cancer especifica (SCE). Na analise multivariada, expressado negativa de
ezrina foi fator de risco independente para SCE (HR 1,89 [IC95% 1,11 — 3,20]).

Descritores: Neoplasias renais. Carcinoma de Células Renais.

Biomarcadores. Imuno-Histoquimica. Progndstico



SUMMARY

Ferrari MVO. [Prognostic evaluation and immunohistochemical
expression analysis of ezrin and moesin in clear cell renal cell
carcinoma]. Sao Paulo; 2019. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagéo Anténio

Prudente].

The aim of the study was to evaluate the prognostic role of
immunohistochemical expression of ezrin and moesin proteins in clear cell
renal cell carcinoma (ccRCC). The charts of 575 patients treated at
Department of Urology of the A.C. Camargo Cancer Center were reviewed. All
patients underwent surgical treatment from 1985 and 2016. A single
pathologist reviewed all cases to make a uniform reclassification and
determined the most representative tumor areas for construction of a tissue
microarray (TMA). Of all ccRCC specimens, 106 (18.3%) had ezrin negative
expression and 469 (81.7%) had positive ezrin expression; for moesin, 16
(2.8%) had negative expression and 559 (97.2%) had positive expression. The
expression of ezrin was associated with pT stage (P<0.001), clinical stage
(P=0.012), synchronic metastasis (P<0.001), incidental tumor (P=0.007) and
ISUP histological grade (P = 0,025). There was association between moesin
expression and clinical stage (P=0.027), pT stage (P=0.025) and pN stage
(P=0.007). Ezrin expression significantly influenced tumor related death. In
multivariate analysis, ezrin negative expression was an independent risk factor
for disease specific survival (DSS) — HR 1,89 [IC 95% 1.11 — 3.20]

Key-words: Kidney Neoplasms. Carcinoma, Renal Cell. Biomarkers.

Immunohistochemistry. Prognosis
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1  INTRODUCAO

1.1 O CARCINOMA DE CELULAS RENAIS (CCR)

O CCR corresponde a 2,2% do total de neoplasias malignas, e a 90%
das neoplasias renais. Em 2018 foi o décimo sexto cancer mais incidente, em
estatistica mundial com mais de 403 mil casos novos (BRAY et al. 2018). E
mais incidente no sexo masculino na proporcao de 1,5:1, predominantemente
na sétima década de vida (CAPITANIO e MONTORSI 2016). O céancer renal
foi responsavel por 175 mil mortes no mundo em 2018 (BRAY et al. 2018). No
Brasil, estima-se 6.270 novos casos para o mesmo ano, de acordo com o
INCA. A base de dados mais recente do DATASUS mostra uma evolucgao
crescente anual do numero de 6bitos por cancer renal desde 2010 até 2016,
quando ocorreram 3.286 6bitos (2016); os dados nacionais e mundiais acima
ressaltam que a despeito da baixa incidéncia, sua letalidade é alta.

Um tergo dos pacientes é diagnosticado através de sinais e sintomas
clinicos (CAPITANIO e MONTORSI 2016), porém a grande maioria dos casos
de cancer renal é de achado incidental, devido ao aumento da realizagao de
exames de imagem como ultrassonografia e tomografia computadorizada
para outras queixas abdominais ou como rastreamento, elevando o
percentual de neoplasias renais em estagio inicial (CAPITANIO e MONTORSI

2016). Em nossa instituigéo, o valor mediano do didametro tumoral em meados



da década de 1990 foi 2,3cm menor que na metade da década de 1980 (9,0
versus 6,7cm, respectivamente) (ZEQUI 2000).

Fatores de risco clinicos para a neoplasia renal como o tabagismo,
obesidade e hipertensdo arterial sistémica ja estdo consistentemente bem
estabelecidos (MCLAUGHLIN et al. 2006). A doenca renal cistica adquirida,
que leva o paciente a insuficiéncia renal crénica também tem associacdo com
CCR, particularmente no subgrupo submetido a dialise, com risco relativo de
3 a 6 vezes em relagéo ao risco de populacéo geral (PORT et al. 1989).

O tratamento do CCR é essencialmente cirurgico. Historicamente, a
nefrectomia radical inclui a ligadura precoce dos vasos renais, remogao do rim
externamente a fascia de Gerota, incluindo a glandula adrenal ipsilateral, além
da linfadenectomia estendida (O’'MALLEY et al. 2009). A cirurgia poupadora
de néfrons tem se mostrado eficiente no controle tumoral local e apresenta
resultados oncolégicos comparaveis a cirurgia radical (RUSSO e HUANG
2008). O interesse sobre a nefrectomia parcial cresceu devido a alguns fatores
como o avango imagiolégico renal, 0 aumento da detecg¢ado incidental dos
tumores em estadios iniciais, a melhora dos métodos para prevencido de
isquemia renal e 0 aumento da experiéncia cirurgica em relagao a vasculatura
renal (UZZO e NOVICK 2001). Atualmente a nefrectomia parcial é o
tratamento cirurgico padrdo para tumores menores de 4cm (estadio T1a)
(HUANG et al. 2009). Estudos também demonstraram resultados oncolégicos
equivalentes para nefrectomia radical ou parcial nos tumores entre 4 e 7 cm

(estadio T1b); com beneficio para a nefrectomia parcial em relagdo a



preservacao de funcdo renal e prevencao de IRC (JONIAU et al. 2009;
THOMPSON et al. 2009).

A vigilancia ativa € uma opg¢ao terapéutica no tratamento de tumores
renais até 4cm, principalmente em paciente idosos e com baixa performance
(VAN POPPEL et al. 2011). Do total de tumores até 3cm, 20% deles se
mostram benignos a biopsia renal enquanto apenas 20-25% sao carcinomas
de células renais de comportamento potencialmente agressivo (ISUP 3 ou 4)
(REMZI et al. 2006). Além disso, as técnicas ablativas como radiofrequéncia
e crioablagdo sao também opcdes terapéuticas para tumores pequenos,
idealmente até 3cm em pacientes idosos e com multiplas comorbidades as
quais elevem o risco para o tratamento cirurgico, e também para sindromes
familiares, tumores bilaterais ou portadores de rim unico. Estes 3 ultimos
exemplos também podem ser tratados com cirurgia poupadora de néfrons,
caso o paciente for elegivel para tratamento cirurgico. Estudos sugerem uma
taxa de recorréncia local mais alta em paciente submetidos a ablagao com
radiofrequéncia em relagdo aos paciente operados com técnicas
preservadora de néfrons (LUUNGBERG et al. 2015).

O CCR metastatico cursa com progndstico extremamente reservado.
Historicamente, a sobrevida em pacientes com tumores metastaticos foi
menor que 5% em 10 anos (MOTZER et al. 1999). A terapia alvo molecular
com os inibidores de tirosina-kinase (especificamente VEFG e mTOR)
impactou positivamente esta sobrevida, porém predominantemente de modo
parcial, sendo raros os casos de respostas completas. Mais recentemente, o

advento da classe de drogas inibidoras de checkpoint imunolégico vem



apresentando melhores resultados em sobrevida nos casos metastaticos.
Drogas como o nivolumab (inibidor de PD-1) associado ao ipilimumab
(anticorpo anti-CTLA4) sdo atualmente escolhas de primeira linha para CCR
metastatico de progndstico ruim ou intermediario, de acordo com a
classificagdo do Memorial Sloan Kettering Cancer Center-MSKCC ou
International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium- IMDC.
Para os casos de progndstico favoravel, as drogas de escolhas sao o sunitinib
ou pazopanib, em primeira linha (POWLES et al. 2018).

A nefrectomia citorredutora, que antes era relacionada a uma maior
sobrevida nos pacientes metastaticos, apés o inicio do uso da terapia alvo e
mais recentemente da imunoterapia, ndo teve seu papel bem estabelecido
(MEJEAN et al. 2018; BEX et al. 2019).

Os fatores progndsticos classicamente utilizados para neoplasia renal
foram descritos inicialmente por ROBSON et al. em 1969: estadio clinico, o
grau histolégico de malignidade, o envolvimento linfonodal e a presenca de
metastases a distancia.

O sistema progndstico mais amplamente utilizado no CCR atualmente
€ o Tumor-Node-Metastasis (TNM). Esta em sua oitava edi¢ao pela American
Joint Committee on Cancer (AJCC) e constitui importante ferramenta para
estratificacdo dos pacientes. Baseia-se na avaliagdo de caracteristicas
tumorais anatdbmicas como tamanho do tumor e invasao de estruturas hilares
e peri-renais, bem como invasdo vascular macroscopica, disseminagao
linfonodal e metastases a distancia (PANER et al. 2018). O tamanho do tumor

€ fator progndstico importante e independente de sobrevida. O acometimento



linfonodal também tem impacto no progndstico: as taxas de sobrevida cancer
especifica (SCE) em 5 anos variam entre 11 a 30%, sendo que metade destes
casos ja cursam com metastases a distancia (CHAPIN et al. 2011). Os casos
metastaticos cursam prognéstico mais reservado. Apesar do advento da
terapia alvo-molecular anti-angiogénica, os pacientes metastaticos
classificados como de progndstico ruim (pelo IMDC ou MSKCC) apresentam
sobrevida global em média de apenas 19 meses (VOOG et al. 2019).

A despeito de fatores prognosticos bem estabelecidos para a neoplasia
renal, pacientes cujos tumores tém caracteristicas semelhantes podem
apresentar desfechos distintos. Fatores bioldgicos e genéticos podem explicar
esta diferenca (SAKAI et al. 2009). O estudo de biomarcadores pode ser
importante neste cenario para predizer desfechos clinicos e indicar as
melhores terapias sistémicas para cada paciente

Dentre as alteragdes genéticas presentes na génese do carcinoma de
células renais subtipo células claras, a delecdo do VHL foi a primeira ser
estudada. E um gene supressor de tumor localizado no brago curto do
cromossomo 3, e sua perda de expressao provoca uma elevagao dos fatores
induzidos por hipoxia (HIF-1a e HIF-2a) os quais regulam processos celulares
envolvidos em progressao tumoral e metastases, como apoptose, proliferagéo
celular e angiogénese, principalmente através do aumento de fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) (SHEN e KAELIN 2013). E causa
da doencga de von Hippel-Lindau, bem como esta presente em grande maioria
dos tumores renais esporadicos. A terapia alvo molecular (inibidores de

tirosina kinase) é baseada nestes estudos (JOOSTEN et al. 2018).



Diferentemente do gene VHL, os demais genes mais frequentemente
mutados no ccRCC, PBMR1, BAP1 e SETD2, estdo envolvidos na
remodelagcdo da cromatina e metilagao de histonas (DALGLIESH et al. 2010;
VARELA et al. 2011). HSIEH et al. (2017) publicaram em 2017 uma analise
de 341 genes em 220 amostras tumorais de pacientes com ccRCC
metastatico que foram submetidos a terapia anti-angiogénica, e foi observado
que 73% dos tumores tinham até 10 mutagdes genéticas sendo as mais
frequentes VHL, PBRM1, SETD2, BAP1, KDM5C e PTEN, estes ultimos,
genes envolvidos na biologia da cromatina e das histonas. Observou-se que
0s pacientes com mutagao de BAPL1 tratados com everolimus seguido de
sunitinib apresentaram menor sobrevida global (9,8 meses) em relagao aos
pacientes portadores da mutacdo de PBRM1 (43,5 meses) ou do tumor tipo
selvagem (18,1 meses). Quando a terapia foi invertida (sunitinib seguido por
everolimus), a sobrevida foi semelhante entre os grupos (BAP1, 29,9 meses;
PBRM1, 33,2 meses e selvagem, 33,1 meses). Este estudo infere que a
analise de biomarcadores pode influenciar na escolha da terapia anti-
angiogénica, almejando maior sobrevida. DA COSTA et al. (2012) analisaram
as expressdes imuno-histoquimica e por RT-PCR dos genes BAP1 e PBRM1
em 604 amostras de tumores localizados, e observaram que a perda de
expressao destes marcadores correlacionou-se com piores sobrevidas global

e cancer especifica.



1.2 OS MARCADORES

1.2.1 Ezrina e Moesina

Ezrina e moesina sdo proteinas da familia ERM (Ezrina-Radixina-
Moesina), amplamente conhecidas por seu papel de ligagcédo do citoesqueleto
de actina @ membrana da célula (CLUCAS e VALDERRAMA 2015). Por este
motivo, sdo proteinas envolvidas em diversos processos celulares tais como
adesdo, mobilidade, polaridade e sobrevivéncia celular, caracteristicas que
podem estimular invasao local e metastases em tecidos neoplasicos.

Ezrina é uma proteina codificada pelo gene EZN localizado no brago
longo do cromossomo 6, tem aproximadamente 80 kDa e foi descoberta
primeiramente em células que formam microvilosidades intestinais na borda
em escova e também nas microvilosidades placentarias. Foram realizados
estudos associando a hiperexpressdo de ezrina com neoplasias do trato
gastrointestinal (estomago, pancreas, colon) e também de mama (TANG et al.
2016).

Moesina € uma proteina codificada pelo gene MSN localizado no
cromossomo X, também tem aproximadamente 80 kDa foi primeiramente
estudada como uma proteina ligante da heparina (BRETSCHER et al. 2002),
difere das outras proteinas do complexo ERM principalmente por néao
apresentar um trecho de poliprolina na regido do dominio o helicoidal
(TSUKITA 1997).

Radixina foi isolada, em estudo prévios, em hepatdcitos na jungao

célula-célula, porém parece estar primariamente concentrada nas células das



microvilosidades dos canaliculos biliares, sendo pouco expressa em outros
tecidos

As proteinas do complexo ERM exibem duas extremidades: carboxi-
terminal e amino-terminal, ligadas por um centro a helicoidal. O dominio
carboxi-terminal se liga ao flamento de actina com alta afinidade in vitro e o
dominio amino-terminal se liga @ membrana celular através da extremidade
citoplasmatica de proteinas transmembrana, como CD44 e CD43 (TSUKITA
1997). Desta forma podem gerar ou estabilizar protrusées de superficie celular
em resposta a sinalizagao extracelular (CHEN et al. 2015). Ezrina e moesina
podem existir dentro da célula sobre a forma ativada ou inativada, sendo
reguladas por fosforilagdo e pela ligacdo com fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

[Ptdins(4,5)P2], como ilustrado na figura abaixo:
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(e.g. CD44, EGFR, ICAM1, ICAM2, CD43)
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Fonte: CLUCAS e VALDERRAMA (2015)
Figura 1 - Mecanismo de agao das proteinas da familia ERM promovendo a
ligacdo dos filamentos de actina @ membrana plasmatica e seu papel na

sinalizacao celular

As proteinas do complexo ERM juntamente com os receptores na
membrana plasmatica sao também importantes para sinalizagao celular, em
particular na associagdo com CD44, receptor do fator de crescimento
epiderméide (EGFR) e receptor do fator de crescimento de hepatdcitos
(HGFR) cujos papéis no processo de migragao celular estdo associado a
invasao de células neoplasicas e metastases (CLUCAS e VALDERRAMA
2015).

Estudos que analisaram as proteinas quinases responsaveis pela
ativacao do complexo ERM, avaliaram que elas também participam, in vitro,

da regulagéo de ezrina e moesina, como por exemplo, Rho-quinase (ROCK)
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(HEBERT et al. 2008) e proteina quinase Ca (PKCa) (NG 2001). Entretanto
os estudos mais relevantes in vivo, avaliam que tais quinases nao sao
essenciais para o evento da fosforilagdo e sugerem que mais importante do
que a concentragao celular de uma quinase especifica € sua expressao
témporo-espacial em diferentes células, 6rgaos e tecidos (CLUCAS e
VALDERRAMA 2015).

Ezrina e moesina também tém sido analisadas como proteinas de
suporte (sccafold molecules) na ativagao da superfamilia Ras de pequenas
GTPases, incluindo os subgrupos Ras e Rho, por interagcdo dos fatores
trocadores de guanina (GEFs) e inibidores dissociados de guanina (GDIs)
(SPERKA et al. 2011). E é de conhecimento que mutagdes oncogénicas no
Ras, bem como em receptores tirosina-quinase EGFR e HGFR, podem
incorrer na génese tumoral (BONACCORSI et al. 2004). Alguns estudos tém
relacionado alta expressdo de ezrina com progndstico ruim em diversas
neoplasias com sitios primarios em mama, prostata e pulmao. A mudanca da
expressao de proteinas do complexo ERM pode interferir na sua ligagdo com
receptores de membrana e levar a alteragcdes nas vias de sinalizag¢ao celular,
0 que pode levar a tumorigénese.

A expressao de ezrina e moesina foi estudada em tecidos tumorais
especificos, principalmente carcinomas espino-celulares (CEC) de orofaringe.

Em 2012, SCHLECHT et al. compararam a expressao de ezrina e
moesina em 131 casos de CEC de orofaringe, através de Tissue microarray
(TMA) com seguimento de 52 meses. Os autores demonstraram que o

aumento de expressao citoplasmatica de ambas as proteinas apresentou
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impacto prognostico negativo nas taxas de sobrevida livre de doenca e
presenca de metastases. Para alta expressao de ezrina, observou-se menor
sobrevida livre de doenca [HR=4,1 (p=0,013)] e maior presengca de
metastases [HR=2,0 (p=0,176)]. Também na analise de moesina, a
positividade na expressao levou a uma menor sobrevida livre de doenca
[HR=2,0 (p=0,310)] e cursou com maior presenca de metastases [HR=2,2
(p=0,138)].

Um estudo de 2014 em CEC de laringe avaliou a presenga de ezrina e
moesina a partir de ensaios imuno-histoquimicos e de real time polymerase
chain reaction (QRT-PCR) comparando os tecidos do tumor primario, de
metastases linfonodais e de tecido normal do préprio paciente. Observaram
maior expressao das referidas proteinas em ordem decrescente: em
linfonodos metastaticos, no tumor primario e em tecido normal. Sendo esta
expressao fator progndstico para pior estadio clinico e presenca de
metastases, apresentando também, como esperado, piores resultados em
sobrevida global, principalmente nos pacientes cujos tecidos neoplasicos
apresentavam expressao intensa de ezrina e moesina (WANG et al. 2014).

Em neoplasia renal, como marcador diagndstico, a ezrina pode auxiliar
na diferenciacdo entre os diversos subtipos de carcinoma de células renais.
Tuna et al em 2009, identificaram que a expressao de ezrina foi positiva
principalmente nos subtipos células claras e papilifero, enquanto no subtipo
croméfobo foi negativa (TUNA et al. 2009).

Um estudo publicado em 2015 avaliou a expressao imuno-histoquimica

de ezrina, anidrase carbdnica |IX e neuropilina-2 em tecidos de nefrectomias
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de pacientes com cancer renal metastatico, de histologias variadas e risco
intermediario, que falharam ao tratamento sistémico primario com interferon
alfa e receberam posteriormente algum inibidor de tirosina quinase em
segunda linha (sunitinib, sorafenib, pazopanib). Os resultados mostraram que
dentre os tumores dos 45 pacientes investigados, 0os que apresentaram
hiperexpresséo de ezrina cursaram com menor sobrevida livre de progressao
(sobrevida média 3 meses vs 7 meses, p=0,01) e menor sobrevida global
(sobrevida media 13 meses vs 26 meses, p=0,009) (CETIN et al. 2015).

YU et al. (2015) publicaram, também em 2015, estudo sobre a
avaliagao da expressao de micro-RNA (miR-96) e de ezrina, utilizando-se de
gRT-PCR e de Western-blotting, respectivamente, para quantificagdo dos
mesmos em uma amostra de 63 pacientes com carcinoma de células renais
submetidos a nefrectomia. Observou-se maior expressdao de ezrina nos
pacientes metastaticos em comparacdo aos pacientes em remissdo da

doenga (p<0,05).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as expressdes imuno-histoquimicas das proteinas ezrina e
moesina no tumor primario de pacientes portadores de CCR do tipo células
claras submetidos a nefrectomia e associa-las a fatores prognésticos para

sobrevida.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Analisar o impacto das suas expressdes nas taxas de sobrevida global

(SG) e sobrevida cancer-especifica (SCE).
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CONCLUSOES

A expressao de ezrina e moesina foi positiva na grande maioria dos
tumores renais analisados neste estudo, sendo 81,7% de positividade
para ezrina e 97,2% para moesina. Entretanto, a perda de expressao
imuno-histoquimica de ezrina e moesina no ccRCC foi associada a

fatores clinicos e patologicos de pior progndstico.

Auséncia de expressdo imuno-histoquimica de ezrina no tumor
representou um risco 89% maior de morte por ccRCC em comparagao

aos pacientes cujas neoplasias expressaram o marcador.

Devido aos dados contrastantes da literatura em relacdo aos nossos
resultados, mais estudos relacionados sao importantes para provar o
real valor prognostico das proteinas do complexo ERM no contexto da

neoplasia renal.
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Anexo 1 - Revisédo de dados pés publicacao

Apo6s publicagdo do artigo no periddico Urologyc Oncology: Seminars
and Original Investigations, durante a revisdo do mesmo para formatagéo
nesta dissertacao, identificamos uma falha no banco de dados do estudo em
relacdo aos grupos de estadiamento clinico agrupado (AJCC/UICC 82 edi¢ao
2016). Por erro de digitagéo, 31 pacientes de estadio Ill-IV foram alocados em
I-1l, além de 1 omisso. Realizada esta corre¢cdo no banco de dados, refizemos

a tabela de associacado para ambos marcadores, mostrada abaixo:

Ezrina p
Estadio Expressao negativa Expressao positiva
clinico n(%) n(%)
lell 59 (57,3) 343 (73,4)
lelv 44 (42,7) 124 (26,6) 0,001
Moesina p
Estadio Expressao negativa Expresséao positiva
clinico n (%) n(%)
lell 7 (43,8) 390 (72)
lelv 9 (56,3) 152 (28) 0,014

Como evidenciado acima, apds a correg¢ao, a associagao entre cada
marcador e o estadio clinico agrupado se manteve com significancia
estatistica para ambos. A analise univariada mostrou que o estadio clinico
também manteve forte correlacdo com a sobrevidas cancer especifica e

global, permanecendo o valor de p <0,001 para ambas. Dado que a alteragéo



poderia modificar também o resultado da analise de regressao de Cox haja
vista que era variavel participante da multivariada, optamos por refazer esta
analise (préoxima pagina). De acordo com a nova tabela de analise
multivariada, ezrina manteve-se como preditor independente de sobrevida
cancer especifica, porém com hazard ratio menor, de 1,73. Portanto, também
ha uma correcdo no capitulo 5, item 2, referente as conclusbées, onde
podemos inferir que a auséncia de expressao imuno-histoquimica de ezrina
no tumor representou um risco 73% maior de morte por ccRCC em

comparagao aos pacientes cujas neoplasias expressaram o marcador.



SCE SG
Univariada Multivariada Univariada Multivariada
Varidvel P HR 95% IC p P HR 95% IC p
Estadio clinico (111/1V vs I/11) <0,001 3,053 1,517 -6,144 0,002 <0.001 2,130 1,139 -3,982 0,018
ISUP (alto grau vs baixo grau) <0,001 1,638 0,958 - 2,801 0,072 <0.001 1,933 1,172 -3,188 0,010
Metastase sincronica <0,001 5,452 2,993 -9,931 <0,001 <0.001 4,878 2,757 - 8,630 <0,001
Invasdo microvascular <0,001 1,526 0,867 — 2,688 0,143 <0.001 1,574 0,922 - 2,687 0,096
Invasdo microlinfatica <0,001 1,465 0,709 -3,025 0,302 <0.001 1,698 0,873 -3,302 0,119
Ezrina (negativa vs positiva) <0,001 1,730 1,025 -2,921 0,04 0.001 1,529 0,934 -2,502 0,091
Moesina (negativa vs positiva) 0,065 1,195 0,438 — 3,258 0,728 0.142 1,078 0,402 - 2,890 0,881




Anexo 2 - Classificagdo 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 n&o restrito ao leito.

4 — Restrito ao leito.

5 — Morto.

Fonte: Oken MM, Creech RH, Tormey DC, et al. Toxicity and response criteria of the Eastern
Cooperative Oncology Group. Am J Clin Oncol1982; 5:649-55.



Anexo 3 - Classificagdo TNM de 2002 da “American Joint Committee on

Cancer”
Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado.
TO Auséncia de evidéncia de tumor primario.
™ Tumor < 7cm no maior didmetro, limitado ao rim.
T1a [Tumor < 4cm no maior didmetro, limitado ao rim.
T1b  [Tumor > 4cm e < 7cm no maior didametro, limitado ao rim.
T2 Tumor > 7cm no maior didmetro, limitado ao rim.
Tumor com extensao até glandula adrenal, grandes vasos ou tecido perinefrético
T e nao ultrapassa fascia de Gerota.
Tumor invade glandula adrenal, seio e/ou gordura perinéfretica, mas nao
T3a ultrapassa fascia de Gerota.
T3b  [Tumor com extensao até veia renal ou veia cava infradiafragmatica.
Tumor com extensao até veia cava supra-diafragmatica ou invasao da parede da
T3e veia cava.
T4 Tumor com invasdo além da fascia de Gerota.
NX  |Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
NO Auséncia de metastases linfonodais.
N1 Metastase em até um linfonodo regional.
N2 Metastase em mais de um linfonodo regional.
MX  |Metastases a distancia ndo podem ser avaliadas.
MO  |Auséncia de metastases a distancia.
M1 Presenca de metastases a distancia.

Fonte: Novara G, Ficarra V, Antonelli A, et al. Validation of the 2009 TNM Version in a Large

Multi-Institutional Cohort of Patients Treated for Renal Cell Carcinoma: Are Further

Improvements Needed? European Urology 2010; 58:588-595.



Anexo 4 - Estadiamento clinico de 2002 da “American Joint Committee on

Cancer”

Estadio clinico T N M

I T1 NO MO

I T2 NO MO
T1ouT2 N1 MO

" T3 NOouN1 MO
T4 Qualquer N MO

v Qualquer T Qualquer N M1
Qualquer T N2 MO

Fonte: Novara G, Ficarra V, Antonelli A, et al. Validation of the 2009 TNM Version in a Large
Multi-Institutional Cohort of Patients Treated for Renal Cell Carcinoma: Are Further
Improvements Needed? European Urology 2010; 58:588-595.



Anexo 5 - Classificagdo TNM de 2009 da “American Joint Committee on

Cancer”

Tx

Tumor primario nao pode ser avaliado.

TO

Auséncia de evidéncia de tumor primario.

T1

Tumor < 7cm no maior didmetro, limitado ao rim.

T1a

Tumor < 4cm no maior diametro, limitado ao rim.

T1b

Tumor > 4cm e < 7cm no maior diametro, limitado ao rim.

T2

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

T2a

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

T2b

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

T3

Tumor com extens&o até grandes vasos ou tecido perinefrético e ndo ultrapassa fascia

de Gerota.

T3a

Tumor invade seio e/ou gordura perinéfretica, mas néo ultrapassa fascia de Gerota

e/ou com extensao ate veia renal ou seus ramos segmentares.

T3b

Tumor com extensao até veia cava infradiafragmatica

T3c

Tumor com extensdo até veia cava supra-diafragmatica

T4

Tumor com invasao além da fascia de Gerota (inclusive invas&o contigua da glandula

adrenal ipsilateral).

NX

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO

Auséncia de metastases linfonodais.

N1

Presenca de metastase em linfonodos regionais.

MO

Auséncia de metastases a distancia.

M1

Presencga de metastases a distancia.

Fonte: Novara G, Ficarra V, Antonelli A, et al. Validation of the 2009 TNM Version in a Large

Multi-Institutional Cohort of Patients Treated for Renal Cell Carcinoma: Are Further

Improvements Needed? European Urology 2010; 58:588-595.



Anexo 6 - Estadiamento clinico de 2009 da “American Joint Committee on

Cancer”

Estadio clinico T N M

I T1 NO MO

I T2 NO MO
T1ouT2 N1 MO

. T3 NO ou N1 MO
T4 Qualquer N MO

v Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Novara G, Ficarra V, Antonelli A, et al. Validation of the 2009 TNM Version in a Large
Multi-Institutional Cohort of Patients Treated for Renal Cell Carcinoma: Are Further

Improvements Needed? European Urology 2010; 58:588-595.
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do projeto n® 244817 intitulado: "ESTUDO DO VALOR PROGNOSTICO E DA
EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE EZRINA E MOESINA EM CARCINOMA
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Pesquisador responsivel: Walter Henrigues da Costa

Aluno: Marcos Vinicius Odorissio Ferrari (Mestrado)

Informagics a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 06 meses em relatorio (modelo CEP).

Sdo Paulo, 08 de desembro de 2017,

Alenciosamenle,

" \'il.'l.*-(‘unrtlcna,‘n do Comité de

S8
Jtica em Pesquisa

Rua Professor Antomo Prudente, 211 » Liberdade * Sao Paulo / SP « CEP 01509-900

(11) 2189-5000 = www.accamargo.org.b



Anexo 9 - Classificacdo de risco em CCR metastatico do IMDC (KO et al.
2015)

Anemia Hemoglobina < limite inferior
Neutrofilos > limite superior

Calcio corrigido > limite superior
Karnofsky performance-status < 80%

Tempo diagnostico-metastase < 1 ano

Plaquetas > limite superior




Anexo 10 — Critérios de inclusdo e exclusao de pacientes

1. Critérios de inclusao:

a. CCR subtipo células claras comprovado histologicamente;
b. Tratamento cirdrgico do tumor primario

2. Critérios de exclusao:

a. Pacientes tratados em outros servicos;

b. Prontuarios com dados incompletos ou faltantes

c. Material arquivado em parafina em mas condicbes para a
elaboragao de novos cortes para imuno-histoquimica

Critérios de positividade para expresséao IHQ dos marcadores

Quaisquer marcagdes positivas na avaliagdo dos marcadores ezrina e
moesina nas laminas de IHQ foram consideradas como “expressao positiva”.
Inclusive marcacdes consideradas de fraca intensidade, bem como em
percentuais baixos como até 1% de células marcadas. Logo, as amostras
consideradas como “expressao negativa” n&o apresentaram nenhuma
expressao dos respectivos marcadores.



Apéndice 1 - Ficha de levantamento de dados

Nome:

Registro:

Lamina:

Data de admisséo:

Idade (anos):

Raca: (1) Branco (2) Nao branco

Sexo: (1) Masculino (2) Feminino

Tabagismo: (1) Fumante (2) Nao fumante

ASA:(1)1 (2)2 (3)3 (4)4

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

Tempo de Evolugcdo (meses):

Tumor incidental: (0) Sim (1) Nao
Metastase ao diagndstico: (0) Nao (1) Sim
Hemoglobina: Hemataocrito:
Cirurgia: (1) Radical (2) Parcial

Incisdo: (1) Abdominal (2) Lombotomia

Resseccao: (0) Irressecavel (1) Ressecgao total (2) Margem microscopica (3)
Margem macroscopica

Tempo de Cirurgia:

Data da Cirurgia:

Transfusdo: (0) N&o (1) Sim Volume de transfusao:

Complicagdes Precoces: (0) Nao (1) Insuficiéncia renal aguda (2) ileo paralitico (3)
Infeccao (4) Cardiovascular (5) Tromboembolismo (6) Fistula urinaria (7)
Hemorragia (8) Outras

Internacgéao (dias):

Complicagdes Tardias: (0) Nao (1) Insuficiéncia renal aguda (2) Suboclusao
intestinal (3) Parede abdominal (4) Hipertensao arterial sistémica (5) Outras
Estadio T: (1) T1a (2) T1b (3) T2a (4) T2b (5) T3a (6) T3b (7) T3c (8) T4
Estadio N: (0) NO (1) N1 (2) N2 (3) Nx

No de Linfonodos: No de Linfonodos +:

Estadio clinico: (1) 1(2) I (3) Ill (4) IV




Grau de Fuhrman / ISUP: (1) 1 (2) I (3) lll (4) IV
Papilifero (3) Cromofobo (4) TTE3 Gene (5)

Outros

Tipo Histoldgico: (1) Células claras (2

~  ~—

Ductos coletores (6) Inclassificavel (7
Didmetro tumoral (cm):
Lateralidade: (1) Direito (2) Esquerdo (3) Bilateral
Tumor bilateral: (0) Nao (1) Sincrénico (2) Metacrénico
Multifocal: (0) Nao (1) Sim

Topografia: (1) Polo superior (2) Tergo médio (3) Polo inferior (4) Mais de um polo

Invasao vascular: (0) Nao (1) Sim

Invasao linfatica: (0) Nao (1) Sim

Invasao de veia renal: (0) Nao (1) Sim
Invasao de veia cava: (0) Nao (1) Sim
Invasao de pelve e/ou ureter: (0) Nao (1) Sim
Invasao de gordura: (0) Nao (1) Sim
Necrose tumoral: (0) Nao (1) Sim
Invasdo de Adrenal: (0) N&o (1) Sim
Falha: (0) Nao (1) Sim Data da falha:
Falha: (0) Nao (1) Local (2) Pulm&o (3) Osso (4) Figado (5) SNC (6) Rim

contralateral (7) Outro

Tratamento: (0) Nao (1) Cirurgia (2) Radioterapia (3) Cirurgia + RT (4) Imunoterapia
(5) Imunoterapia + quimioterapia (6) Outro (7) Quimioterapia (8) Inibidor tirosina

quinase

Data da ultima consulta:

Status: (1) Vivo sem doenga (2) Vivo com doencga (3) Morte outras causas (5) Morte
por cancer (6) Perda de vista

Obito: (1) Sim (2) Nao

Sobrevida global (meses):

Sobrevida livre de doencga (meses):

Seguimento atualizado (meses):



