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RESUMO

Da Costa CML. Imunoexpressao de WT1, B-cateinina, E-caderina e APC
em tumor de Wilms esporadico. Sao Paulo; 2008. [Tese de Doutorado-

Fundagao Antonio Prudente].

O tumor de Wilms é uma neoplasia embrionaria, constituida classicamente
por trés componentes histologicos: blastema, epitélio e mesénquima
(estroma), os quais podem ser encontrados em diferentes proporgdes em
cada tumor. As células do blastema e epitélio apresentam alto grau de
proliferacdo, enquanto que as do estroma sao constituidas por componentes
heterogéneos como osso, fibras musculares, cartilagem, ndo apresentando
comportamento agressivo. Os estudos de alteragdes génicas e
cromossOmicas tem sido realizados com objetivo de refinar os fatores de
prognosticos desses pacientes, assim como entender melhor a
tumorigénese do tumor. Este estudo tem como principal objetivo determinar
a frequéncia da expressao das proteinas WT1, p53, B-catenina, E-caderina e
APC nos diferentes componentes histolégicos do tumor de Wilms, assim
como correlacionar estes achados com o prognostico. Para estudar a
expressao dos marcadores, foi utilizado a imunoistoquimica, através da
construcao de Tissue Macroarray (TMA), o qual permite a analise de muitas
amostras teciduais em uma unica l&mina, otimizando custo e tempo. Nos
nossos resultados, WT1 e p53 foram mais freqlientemente expressos no
componente blastema (WT1: 97% e p53: 63% dos casos) e epitélio (WT1:
87% e p53: 58% dos casos), quando comparados com o estroma (WT1:
13% e p53: 22% dos casos) e com o tecido renal ndo tumoral (auséncia de
expressdo em todos os casos estudados). Foi encontrada associagao
estatisticamente significativa entre a imunoexpressdo do WT1 e do p53. Na
maioria dos casos estudados houve imunoexpressao da [-catenina em
membrana (85%) e citoplasma (94%) e em 24% dos casos foi encontrado

acumulo nuclear dessa proteina. A imunoexpressdao nuclear ocorreu



principalmente nos componentes blastematoso e estromal. Houve
imunoexpressdao de E-caderina na membrana em 47% dos casos, em
citoplasma em 44% e em nucleo em 12%. O acumulo em nucleo foi
encontrado principalmente nos componentes blastema e mesénquima, 21 e
25% respectivamente. A imunoexpressao do APC ocorreu em nucleo em
95% dos tumores avaliados, em citoplasma em 9% e nenhum apresentou
expressao em membrana. Nos componentes blastematoso e epitelial houve
imunopositividade nuclear em 100% dos casos avaliados. No componente
mesenquimal a positividade nuclear ocorreu em 89% dos casos. Os
pacientes com estadios precoces tiveram mais freqientemente positividade
do WT1. N&ao houve associagao dos outros fatores clinicos, epidemioldgicos

e evolucdo dos pacientes com expressao dos marcadores estudados.



SUMMARY

Da Costa CML. [Expression of WT1, p53, B-catenina, E-cadherina and
APC in sporadic Wilms tumor]. Sdo Paulo; 2008. [Tese de Doutorado-

Fundacédo Antonio Prudente].

Wilms tumor is a triphasic malignant neoplasm compromised of variable
proportions of epithelial, blastemal and mesenchymal (stromal) elements.
Different components have different clinical behavior. Patients with tumors
predominant epithelial and/or stromal has more frequently low stage while
predominant blastema has advanced disease. This study was undertaken to
evaluate the expression of WT1, beta-catenins, E-cadherin and APC in
Wilms tumor and correlate this expression with clinical characteristics,
histologic cell type and prognosis. We studied the immunohistochemical
expression of WT1, p53, beta-catenins, E-cadherin in different component of
Wilms tumor using a tissue array. WT1 and p53 were more often expressed
on blastema component (WT1: 97% and p53: 63% of cases) and on
epithelial (WT1: 87% and p53: 58% of cases), when compare with the
stromal component (WT1: 13% and p53: 22% of cases) and the normal renal
tissue where it was not expressed. Immunopositivity of WT1 and p53 were
significantly correlated. Immunopositivity of B-catenina was seen in 85 % at
the membrane (85%), 94% cytoplasm and 24% nuclear. Nuclear
immunoexpression was detected specially on blastema and stromal
component. Immunohistochemical expression of E-cadherina was detected
in 47% at the membrane, 44% cytoplasm and 12% nuclear. Nuclear
expression was seen more often at the blastema and stromal component
(21%, 25% respectively). Immunopositivity of APC occurs at 95% on nucleus,
cytoplasm (9%) and none at membrane. Among the blastema and the
epithelial component 100% was positive on nucleus. On the stromal

component 89% was positive at the nucleus. Immunoexpression of WT1 was



correlated with local stage. The expression status of WT1, E-cadherin, -

catenina, APC in this cohort was not of prognostic value.
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1 INTRODUGAO

1.1 CONSIDERAGOES GERAIS

O nefroblastoma ou tumor de Wilms & o tumor renal maligno mais
frequente da infancia. De cada 100.000 vivos até 15 anos de idade, oito sédo
acometidos pelo nefroblastoma (BRESLOW e BECKWITH 1982).

A manifestacdo clinica mais comum ¢é a presenca de massa
abdominal assintomatica, que muitas vezes é percebida acidentalmente por
um familiar ou em consulta de rotina no momento do exame fisico feito pelo
pediatra. Quando ocorrem outros sinais e sintomas, os mais frequentes séo
dor abdominal, hematuria macro ou microscopica e hipertensao arterial, que
ocorre em 25% dos casos e é atribuida ao aumento da atividade de renina
(DOME et al. 2006).

A grande maioria dos pacientes com tumor de Wilms apresenta
comprometimento de um rim. Os casos de tumor de Wilms bilaterais séo
bem menos frequentes, representam 5 a 10% dos casos e podem ser
sincrénicos, com incidéncia em torno de 4 a 7 %, ou metacrénicos, com
incidéncia de 1 a 2% (DOME et al. 2006).

E bem estabelecida a relacdo entre tumor de Wilms e alteracdes
congénitas. Cerca de 10% dos pacientes com tumor de Wilms apresenta
malformagdes congénitas. Tem sido descrito que pacientes com

determinadas malformagdes ou sindromes congénitas apresentam maior



risco de apresentar nefroblastoma. As alteragbes congénitas estao
intimamente relacionadas ao estadio da doenga, aos achados histologicos e
a idade do paciente ao diagnéstico (BRESLOW e BECKWITH 1982;
FRANCO et al. 1991; DOME et al. 2006).

O estadiamento do tumor de Wilms esta basicamente relacionado aos
achados clinicos, cirdrgicos e anatomo patolégicos. O estadio que a doencga
apresenta no momento do diagndstico € o mais importante fator clinico
capaz de influenciar o prognéstico desses pacientes.

Os achados histopatolégicos encontrados no tumor de Wilms refletem
a embriogénese do rim normal. Esta neoplasia é constituida primordialmente
por tubulos e glomérulos associados ao mesénquima. O nefroblastoma pode
apresentar-se sob diferentes aspectos histologicos. Muitos estudos tém
demonstrado que as caracteristicas histolégicas do tumor de Wilms estao
intimamente relacionadas com a idade de aparecimento da doenca,
estadiamento, resposta ao tratamento quimioterapico e ao prognéstico
desses pacientes (BECKWITH 1983, 1996).

O tumor de Wilms tem representado um importante modelo para o
estudo dos mecanismos de carcinogénese. Evidéncias tém demonstrado
que determinados casos de tumor de Wilms sdo secundarios a perda da
funcdo de genes supressores de tumor (KNUDSON e STRONG 1972,
DOME et al. 2006).

Seguindo o mesmo modelo proposto para o retinoblastoma,
KNUDSON e STRONG (1972) descreveram que o tumor de Wilms se

desenvolveria como consequéncia de dois eventos mutacionais. O primeiro



evento poderia ser pré-zigoético (constitucional, germinal) ou pds-zigotico.
Nos casos de doenca hereditaria o primeiro evento seria sempre pré-
zigoético, e os individuos afetados apresentariam risco de desenvolver
multiplos tumores, pois todas as células seriam afetadas pelo primeiro
evento e consequentemente apenas um novo evento seria necessario para o
desenvolvimento do tumor. Por outro lado, nos casos de tumores
esporadicos ou nao-hereditarios, seriam necessarias duas mutacdes
somaticas independentes em uma mesma célula.

Atualmente sabe-se que o0 mecanismo genético de desenvolvimento
do tumor de Wilms nao é tao claro quanto o do retinoblastoma, no qual um
unico gene (gene RB), quando tem suas duas copias inativadas é
responsavel pelo desenvolvimento do tumor. No tumor de Wilms muitas
regides cromossOmicas e genes tém sido relacionados com a
carcinogénese, e nenhuma dessas alteracbes genéticas, até entao descritas,
€ capaz de explicar todos os casos de tumor de Wilms.

Evidéncias sugerem que os fatores genéticos, clinico-epidemioldgicos
e histolégicos estdo intimamente relacionados entre si. O melhor
conhecimento desta relacdo pode ser um fator capaz de um melhor
entendimento sobre o desenvolvimento dessa doenga (FRANCO et al. 1991;
BONAITI-PELLIE et al. 1992).

O pico de incidéncia do tumor de Wilms ocorre no segundo e terceiro
anos de vida, sendo que 75% dos pacientes tém menos que 5 anos de idade
no momento do diagndstico e 90% tém menos que 7 anos. Esse tumor é

raro em recém-nascidos e adultos (BIRCH e BRESLOW 1995).



O tumor de Wilms é ligeiramente mais frequente entre pacientes do
sexo feminino que do masculino. Os pacientes do sexo masculino costumam
apresentar a doenca mais precocemente. A média de idade entre os
meninos é de 41,5 meses enquanto que para as meninas € de 46,9 meses.
Resultados do primeiro estudo do Grupo Cooperativo Brasileiro para
Tratamento do Tumor de Wilms (GBTTW), mostraram que a idade média
para os meninos foi 37 meses e das meninas 46 meses (PASTORE et al.
1988; FRANCO et al. 1991, DE CAMARGO 1996; DOME et al. 2006).

Pacientes com tumor bilateral tendem a ser mais novos que aqueles
com tumor unilateral. Para os que apresentam tumor bilateral a média de
idade é 29,5 meses para os meninos e 32,6 para as meninas (BRESLOW e
BECKWITH 1982; PASTORE et al. 1988).

E descrito que o nefroblastoma é mais freqiiente em negros que em
brancos, sendo raro entre os asiaticos. Acredita-se que essa diferengca na
incidéncia entre as ragas esteja relacionada principalmente a forma
hereditaria. As criangas negras com tumor de Wilms costumam ter mais
anomalias congénitas que as brancas, entretanto a frequéncia de tumor
bilateral ndo apresenta diferenga significativa entre as ragcas (KRAMER et al.
1984; PASTORE et al. 1988; BRESLOW et al. 1996).

A grande maioria dos casos da doenga corresponde a forma
esporadica. A forma familiar do tumor de Wilms ocorre em 1 a 2% dos casos
e esta relacionada a heranca autossbmica dominante, com variavel

penetrancia e expressividade (KNUDSON 1993).



Alguns casos de tumor de Wilms estdo associados a anomalias
congénitas como aniridia, hemihipertrofia e mal-formagbes génito-urinarias,
ou associados a sindromes, como sindrome de Beckwith-Wiedeman
(hemihipertrofia, macroglossia, onfalocele, visceromegalia), Denys-Drash
(tumor de Wilms, pseudohemarfroditismo e/ou doengas renais) e WAGR
(tumor de Wilms, aniridia, anomalias genitais e retardo mental) (BRESLOW e
BECKWITH 1982; BIRCH e BRESLOW 1995; DOME et al. 2006).

De acordo com KNUDSON e STRONG (1972), criangas com aniridia
e hipospadia, teriam adquirido a primeira mutagcdo em fase pré-zigotica,
enquanto que nos pacientes com hemihipertrofia a primeira mutagao teria
sido pés-zigdtica. A segunda mutagédo ocorreria em todos os casos apos a
concepgao, ou seja, seria pos-zigotica. As sindromes congénitas sao mais
frequentemente encontradas em pacientes com tumor de Wilms bilateral e
nesses casos o diagndstico costuma ser mais precoce (PASTORE et al.

1988).

1.2 ANATOMIA PATOLOGICA

1.2.1 Histologia

Histologicamente o tumor de Wilms ¢é constituido por trés
componentes celulares em propor¢des variaveis: componente blastematoso,
componente estromal ou mesenquimal e componente epitelial (Figura 1). O
componente blastematoso € constituido por pequenas células redondas

indiferenciadas analogas as ceélulas primitivas do blastema metanéfrico dos



embrides. Os elementos epiteliais se apresentam principalmente sob a forma
de tubulos, estruturas glomerulares embrionarias, estruturas papilares e
rosetas. Os elementos estromais geralmente consistem de tecido fibro-
conjuntivo frouxo ou mixdide. Derivados mesodérmicos como musculo liso,
musculo estriado, tecido adiposo, cartilagem ou osso podem estar presentes
(BECKWITH 1983, 1993).

Acredita-se que o desenvolvimento dos trés componentes celulares
se correlacione aos diferentes estagios de desenvolvimento embrionario
normal dos rins. Comumente um desses elementos é predominante, o que
pode apresentar influéncia sobre o prognéstico. No National Wilms Tumor
Study (NWTS) foi descrito que tumores com predominio do componente
epitelial estavam associados com estadios mais precoces, com menor idade
ao diagnostico e com pobre resposta a quimioterapia. Os tumores com
predominio blastematoso associaram-se mais frequentemente com doenca
avancada e em pacientes mais velhos, porém com melhor resposta a

quimioterapia (BECKWITH et al. 1996).



E: Epitelial
S: Estroma (mesenquimal)

B: Blatema

Figura 1 - Histologia trifasica do tumor de Wilms tipico.

1.2.2 Anaplasia

Os tumores que apresentam anaplasia sao considerados de histologia
desfavoravel. Os critérios para diagnostico de anaplasia sao: (1) nucleo
celular com didmetro pelo menos 3 vezes maior que o didmetro dos nucleos
das células adjacentes, (2) hipercromasia determinada pelo aumento do
conteudo de cromantina, (3) figuras de mitose atipica. Todos esses fatores
devem ser caracterizados para se fazer a identificagcdo de anaplasia (Figura
2). A freqliéncia de anaplasia € aproximadamente 5% e esta correlacionada
com a idade do paciente ao diagndstico. A anaplasia raramente é
encontrada em tumores de pacientes com menos de 2 anos de idade, mas
em pacientes com mais 5 anos de idade essa frequéncia chega a 13%

(BECKWITH e PALMER 1978).



A anaplasia é classificada com focal ou difusa. Inicialmente essa
denominacdo baseava-se na presenca de um ou mais focos de anaplasia
independente do local onde era encontrada. Atualmente essa classificagao
apresenta valor progndéstico, com base no fato de que a presenca de
anaplasia esta relacionada a resisténcia a quimioterapia e nao a
agressividade ou capacidade de disseminagao do tumor. Assim quando a
anaplasia é encontrada em tecido extra-renal o progndstico € pior, pois nao
€ passivel de resseccao (FARIA et al. 1996).

A atual definicdo de anaplasia difusa inclui um dos seguintes critérios:
(1) presenca de anaplasia em qualquer sitio extrarenal, incluindo vasos do
seio renal, infiltragdo extracapsular, linfonodos comprometidos ou em
metastase; (2) presenga de anaplasia em bidpsia randémica; (3) anaplasia
encontrada em uma regido do tumor que apresenta extremo pleomorfismo
nuclear (“nuclear unrest”); (4) presenga de anaplasia em mais de um foco do
tumor. Em sintese, sempre que existem evidéncias de anaplasia em sitio
extra-renal ela é considerada difusa, enquanto que quando todas evidéncias
demonstram apenas anaplasia confinada ao rim ela € denominada de

anaplasia focal (FARIA et al. 1996; BECKWITH 1997).



o

Figura 2 - Tumor de Wilms com anaplasia.

1.2.3 Restos nefrogénicos

Restos nefrogénicos sdo grupos de células embrionarias que
persistem no parénquima renal, durante o desenvolvimento embrionario
(Figura 3) (BECKWITH 1998).

Restos nefrogénicos sdo reconhecidos como lesdes precursoras do
tumor de Wilms. S&o encontrados em cerca de 25% dos tumores unilaterais
e em 100% dos bilaterais. De acordo com sua localizagao no rim, os restos
nefrogénicos sdo denominados de perilobares ou intralobares (Figura 3). Os
restos nefrogénicos perilobares estao localizados na periferia do lobo renal,

principalmente na regido subcortical. S&o compostos de células
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blastematosas ou epiteliais embrionarias, formando lesbées que comumente
apresentam limites bem definidos. Os restos nefrogénicos intralobares
podem ser encontrados em qualquer localizacao dentro do lobo renal, sendo
frequentemente constituidos por células estromais localizadas em meio aos
nefrons normais, apresentando limites mal definidos. Os restos nefrogénicos
intralobares costumam formar lesdo uUnica e ocorrem precocemente no
desenvolvimento renal, enquanto os perilobares tendem a ser multiplos e
desenvolvem-se tardiamente durante a nefrogénese. Pacientes com restos
nefrogénicos intralobares apresentam em média 23 meses de idade no
momento do diagndstico e os que tém restos nefrogénicos perilobares em
torno de 36 meses (BECKWITH 1993, 1998).

Pacientes com mutacédo dos genes WT1 ou WT2 tém maior incidéncia
de restos nefrogénicos, o que sugere que essas mutagdes estdo
relacionadas com a persisténcia anormal de células embrionarias. Os restos
nefrogénicos perilobares estdo associados a hemihipertrofia e sindrome de
Beckwith-Wiedemann. Os restos nefrogénicos intralobares estdo associados
as sindromes WAGR e Denys-Drash (BECKWITH 1998; CHARLES et al.

1998).
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RESTOS NEFROGENICOS
PERILOBARES

RESTOS NEFROGENICOS
INTRALOBARES

Figura 3 - Restos nefrogénicos

1.3 TISSUE MICROARRAY (TMA)

A imunoistoquimica € uma técnica muito utilizada para estudar a
expressao de proteinas, principalmente nas pesquisas em tecido tumoral,
entretanto este € um método trabalhoso e relativamente caro, especialmente
pela necessidade de ser realizado em grande numero de casos na maioria
dos estudos. Realizagdo de imunoistoquimica utilizando a técnica de TMA
permite a analise de muitas amostras teciduais em uma unica lamina,
otimizando custo e tempo.

A descri¢ao da técnica de TMA foi feita por KONONEN et al. (1998) e
consiste na construgcdo de bloco de parafina a partir de varios blocos de
parafina originarios. Utilizando agulha cujo didmetro pode variar de 0,6 a 2

milimetros, sdo coletados fragmentos cilindricos de tecidos contidos no bloco
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de parafina original e inseridos em um bloco receptor seguindo uma ordem
pré-determinada. Deste novo bloco construido, com até 500 amostras, sao
obtidas as laminas para estudo (Figura 4) (MOCH et al. 2001; BUBENDORF
et al. 2001; ANDRADE et al. 2007).

O bloco de TMA construido permite a realizacdo de varios estudos
diferentes, uma vez que é possivel realizar de 100 a 400 cortes neste bloco.
Varios tipos de analises, tais como DNA, RNA e expressdo de proteinas,
podem ser realizadas a partir do tecido contido no bloco receptor
(BUBENDOREF et al. 2001; SIMON e SAUTER 2002).

Considera-se que as amostras contidas no TMA sdo altamente
representativas dos seus tecidos doadores, apesar do pequeno diametro do

espécime obtido (BUBENDOREF et al. 2001; HENDRIKS et al. 2003).

Tissue Microarrays

0.6, 1.0, 1.5, 2.0 mm

Figura 4 - Representagdo da construgdo do TMA a partir do tecido até

confecgao da lamina para analise.
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1.4 BIOLOGIA GENETICA E MOLECULAR

A primeira evidéncia que uma alteracdo cromossOmica especifica
estaria associada ao tumor de Wilms, foi a demonstragdo que pacientes com
aniridia e tumor de Wilms frequentemente tém delecdo do 11p13, que
contem o gene WT1. Em um grupo de tumor de Wilms foi observada perda
da heterozigoze do cromossomo 11p15, sugerindo que nesse locus pudesse
haver um segundo gene relacionado ao desenvolvimento do tumor de
Wilms. Este segundo gene ainda néo foi isolado, mas ja é denominado WT2.
O 11p15 esta associado a sindrome de Beckwith-Wiedermann (Figura 5)
(KOUFOS et al. 1989; PING et al. 1989).

Pacientes com mutagdo germinal em WT1 ou WT2 apresentam alta
incidéncia de restos nefrogénicos, sugerindo que essas mutagdes
predispbem a persisténcia anormal de células embrionarias. Esse fato
sugere que essas mutagdes ocorrem precocemente no desenvolvimento do
tumor de Wilms (CHARLES et al. 1998).

Alteragdes nos cromossomos 1p, 7p, 16q, 17q e 19p também tém
sido associadas a tumorigénese e prognostico do nefroblastoma (COPPES e
PRITCHARD-JONES 2000; DOME e COPPES 2002).

Recentemente o gene WTX, mapeado no cromossomo Xq11.1, foi
descrito como multado ou inativado em aproximadamente um terco de
pacientes com tumor de Wilms. Tumores com mutacdes em WTX nao

apresentaram mutagbes em WT1, sugerindo que as alteragdes destes dois
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genes juntas possam explicar quase a metade dos casos de tumor de Wilms

(RIVERA et al. 2007),

141 WT1

Em 1978, demonstrou-se que criangas com sindrome WAGR
apresentavam uma delecao constitucional no 11p13, conferindo as mesmas
um fendtipo hereditario, secundario a esta alteracdo em todas as células
incluindo as células germinais. Esta foi a primeira pista para a descoberta de
um gene relacionado ao desenvolvimento do tumor de Wilms (RICCARDI et
al. 1978; BONETTA et al. 1990).

Posteriormente foi descoberto que o desenvolvimento da sindrome
WAGR envolve alteragbes em genes, como o PAXx6 (envolvido no
desenvolvimento da aniridia) e o gene WT1 (Figura 5) (BONETTA et al.
1990).

O WT1 é um gene composto por 10 éxons. Pode codificar 4 diferentes
isoformas da proteina WT1. A proteina WT1 tem um tamanho de 45 a 49 Kd
e contém dominios funcionais, indicando que ela é um fator de transcricao,
ou seja, uma proteina que regula a expressao de outros genes (GREEN et
al. 1996; COPPES e PRITCHARD-JONES 2000).

O WT1 codifica um membro da familia “zinc-finger” (dedos de zinco)
de fatores de transcricdo, e € reponsavel pelo controle da expressao e
proliferacdo de varios genes alvos, tais como E-caderina, fator Il de
crescimento insulina-like, receptor do fator | de crescimento insulina-like,

fator de crescimento derivado de plaqueta, syndecan 1, pax-2, Dax-1 e
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amphiregulin (COPPES e PRITCHARD-JONES 2000; PRITCHARD-JONES
2002).

A mutacdo de um dos alelos do WT1 pode estar associada a
alteragdes gentourinarias, sindrome de Denys-Drash, aniridia ou sindrome
WAGR. A mutagcdo do WT1 tem sido relacionada com a apresentacao
histolégica do tumor de Wilms. SCHUMACHER et al. (1997) descreveram
associagao entre mutagcédo germinal do WT1 com predominio do componente
estromal, sugerindo que em pacientes com mutagdo germinal do WTL1
haveria predisposicdo ao desenvolvimento de tumor com predominio deste
componente.

A forma recombinante do WT1, produzida pelo gene mutado pode ser
detectada por reagdes de imunoistoquimica.

Os numerosos estudos e melhor conhecimento do WT1 tém permitido
compreender o mecanismo de desenvolvimento do rim normal e a
tumorigénese do tumor de Wilms. Apesar disso, em pacientes com tumor de
Wilms encontra-se a apenas 5% de mutagdes constitucionais e 10% de
mutagbes somaticas. A baixa frequéncia de mutagdes do WT1 sugere que
outros genes estejam envolvidos na génese do tumor de Wilms (DOME e

COPPES 2002).



16

15 = IGF2
: 11p15
1 WT2?
151
11p 14
-— PAX6

13
12
11.2

w11 :l Lipld

11q

Figura 5 - Representagao do 11p13 E 11p15

1.4.2 p53

O p53 é um gene supressor de tumores localizado no brago curto do
cromossomo 17, e sua mutacao € a mais freqiente nos canceres humanos.
Entretanto no tumor de Wilms a frequéncia dessa mutacdo €& baixa,
ocorrendo em menos de 10% dos casos (TAKEUCHI et al. 1995).

O p53 regula a trombopoetina-1 supressora da angiogénese
endégena (TSP-1) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Atua
como um regulador negativo da proliferagado celular e como um regulador
positivo de apoptose de células que sofrem danos no DNA durante a fase
G1/S do ciclo celular (HOLLSTEIN et al. 1991).

Atuais estudos tém demonstrado que a mutagdo do p53 esta
relacionada com histologia e progndstico desfavoraveis. Estd mutacéo é
incomum em tumor de Wilms com histologia favoravel, mas cerca de 75%

dos tumores com anaplasia apresentam a mutagdo do p53. A
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imunoexpressao da proteina p53 por técnicas de imunoistoquimica tem sido
associada ao prognostico desfavoravel, mas pode ocorrer na auséncia da
mutagcdo do gene p53, indicando que o acumulo anormal da proteina p53
nao ocorre exclusivamente por mutagdo deste gene, mas pode ser
secundaria a alteragcbes na estabilizacdo da proteina p53, causada por
outras proteinas (CHEAH et al 1996, LAHOTI et al. 1996; SREDNI et al.

2001; BENIERS et al. 2001).

1.4.3 pB-catenina

-catenina € uma proteina de ades&o celular, que age como fator
ativador de células T (TcF) e regula a transcricdo de genes como c-myc, c-
jun, fra-1 e cyclin D1, os quais podem estar associados com a tumorigénese
em humanos. Esta proteina € um efetor central no sinal de transducgao e a
sua nao regulagcdo estd associada ao desenvolvimento de uma série
doencgas malignas (BARKER e KLEVERS 2000).

Mutacéo da f-catenina esta presente em cerca de 15% dos casos de
tumor de Wilms. Nesses casos a mutacido envolve sitios de fosforilagcdo que
s&do determinantes criticos para estabilidade da B-catenina (KOESTERS et
al. 1999; BARKER e KLEVERS 2000; KOESTERS et al. 2003).

Alguns estudos tém sugerido que a mutagdo da p-catenina esta
associada ao desenvolvimento renal e com tumorigénese do nefroblastoma.
Existe uma relagdo altamente significativa entre mutagdo da f-catenina e

mutacdo do WT1. Este fato sugere que esses dois genes possam agir em
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caminhos distintos, atuando na génese de alguns casos de tumor de Wilms

(MAITI et al. 2000).

1.4.4 E-Caderina

As caderinas sao glicoproteinas de membrana dependentes de calcio.
A E-caderina (caderina epitelial) tem a maior parte da sua cadeia
polipeptidica localizada na regidao extracelular onde interage com as
caderinas das células vizinhas garantindo a adesdo célula-célula e
consequentemente a morfologia do epitélio. No componente intracelular as
caderinas, mediada pelas cateninas, ligam-se a filamentos de actina ou ao
citoesqueleto. Alteracbes nos complexos intra ou extracelular da E-caderina
acarretam perda da capacidade de adesao intercelular, levando a formacéao
e/ou disseminacgao tumoral (HAJRA e FEARON 2002; KREMER et al. 2003).

A quebra ou inativacdo do complexo formado pela E-caderina, pode
ocorrer por diferentes mecanismos. Alguns estudos tém tentado relacionar
baixos niveis de expressdo de E-caderina em membrana, com
comportamento mais agressivo no tumor de Wilms, baseando-se no fato que
alteracbes na adesao E-caderina-catenina possam contribuir para um
fendtipo de tumor pobremente diferenciado e aumento da capacidade

invasiva da célula tumoral (ALAMI et al. 2003; SAFFORD et al. 2005).

1.4.5 APC
O gene adenomatosis poliposys of the colon (APC) esta localizado no

cromossomo 5g21-q22 e em condigdes normais tem a funcdo de inibir a
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atividade da proteina p-catenina, promovendo sua fosforilagdo pela
glicogénio sintetasequinase culminando com sua degradacéo pelo sistema
de proteasoma. Quando ha mutagdo do gene APC ele perde a capacidade
de levar a degradacdo da p-catenina, que passa a se acumular no
citoplasma e no nucleo da célula, onde passa a atuar como um fator de
transcricdo de alguns genes promotores do ciclo celular. A proteina APC
atua como um supressor de tumor, agindo na sinalizagdo intracelular,
interacdo com o citoesqueleto e controle da proliferagao celular (HOULSTON
2001).

A mutacao do gene do gene APC e anormalidades da expresséo da
proteina APC em cancer de célon é bem descrita na literatura, entretanto
existem poucos estudos que investiguem o papel de alteragdes do APC em

tumor de Wilms.

1.4.6 Via Wnt

A via Wnt (wingless) € constituida por um grupo de genes que
codificam um grupo de glicoproteinas de sinalizagdo, que atuam por meio de
diferentes atividades e vias. Entre essas vias a mais importante relacionada
com neoplasisas, é a via que envolve a B-catenina e o APC. O APC atua
controlando os niveis citoplasmaticos de (-catenina, por meio do complexo
GSK-3/APC/axina. Quando ocorre a dissociagdo desse complexo por
ativagdo da via Wnt, secundaria a ligacdo dos Wnts aos receptores frizzled

da membrana celular, a degradagao da p-catenina € inibida, resultado em

seu acumulo no citoplasma e nucleo. Quando se acumula no nucleo, a -
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catenina associa-se a membros da familia de fatores de transcricdo que
agem sobre os genes alvos da via Wnt, como c- Myc, ciclina D1, MMP-7,
IFT-2, COX2 (Figura 6) (HAJRA e FEARON 2002; LOGAN e NUSSE 2004).

Muitos estudos tém demonstrado a participacdo da via Wnt na
tumorigénese de varios tipos de neoplasias, que em muitos casos levam ao
acumulo da B-catenina no nucleo, seja pela mutagcdo do gene APC, 4
catenina ou de outros membros dessa via de sinalizagao.

A recente publicagdo de RUTESHOUSER et al. (2008), descreveu o
envolvimento do gene WTX com a via Wnt, sendo que 20% dos tumores que
apresentavam mutacdo de WT1 ou de CTNNB1, ou de ambos, tinham

mutacao do WTX .
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Figura 6 - Representagao da via de sinalizagcao WNT
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1.5 CORRELAGAO BIOMOLECULAR, CLiNICO

EPIDEMIOLOGICA E HISTOLOGICA NO TUMOR DE WILMS

No tumor de Wilms certos aspectos clinicos, histologicos e bioldgicos
estdo bem definidos como fatores de progndstico. Além disso, o tratamento
dos pacientes com este tumor é considerado como um grande sucesso da
oncologia pediatrica, visto que atualmente a sobrevida livre de doenca das
criangas portadoras de tumor de Wilms em 5 anos esta em torno de 80 a
90% (DE CAMARGO et al. 1987; DE CAMARGO e FRANCO 1991; GREEN
et al. 1998).

Um dos desafios atuais no estudo desta doenca tem sido entender a
sua tumorigénese. A tumorigénese do tumor de Wilms tem se mostrado
muito complexa. Alguns eventos histologicos e biolégicos tém sido sugeridos
como capazes de desencadear ou manter a tumorigénese, entretanto varias
etapas desse mecanismo de tumorigénese ainda sao desconhecidas. Para
um melhor entendimento da patogénese do tumor de Wilms s&o necessarios
estudos que correlacionem os achados clinico-epidemioldgicos, com seus
aspectos histolégicos e moleculares, visto que alguns estudos tém
demonstrado que essas variaveis podem estar intimamente relacionadas
entre si (DOME e COPPES 2002).

BRESLOW et al. (2006) descreveram que os pacientes com tumor de
Wilms diagnosticados com menor idade, sdo os que apresentam doenga
familiar (mediana = 27 meses de idade), com tumor bilateral (medina=27

meses de idade) ou com unilateral multicéntrico (mediana= 32 meses de
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idade) e aqueles que apresentam restos nefrogénicos intralobares
(mediana= 20 meses de idade). Pacientes com doenga unicéntrica ou com
restos nefrogénicos perilobares, sdao diagnosticados com idade mais
avancada (mediana=40 e 46 meses de idade respectivamente). E observada
uma variagao da idade de diagndstico dos pacientes com tumor de Wilms
bilateral, de acordo com os restos nefrogénicos encontrados; aqueles com
restos intralobares sao diagnosticados em idade mais precoce que aqueles
com restos nefrogénicos perilobares (mediana=14 e 40 meses
respectivamente).

Inativagdo do gene WT1 ou perda de imprinte do locus do WT2
predispde a persisténcia anormal de restos nefrogénicos. Os restos
nefrogénicos podem sofrer agao de outros eventos genéticos, evoluindo para
sua degeneracao ou formagao do tumor. Apés formado o tumor de Wilms
pode sofrer acdo subseqlente a eventos genéticos, tais quais mutagdo do
p53 ou perda da heterezigose dos cromossomos 16q ou 1p, os quais podem
afetar o comportamento do tumor influenciando em sua agressividade
(Figura 7). Como nao é comprovado que todos os tumores de Wilms
originam-se de restos nefrogénicos, este modelo ndo é capaz de explicar a
tumorigénese de todos os casos de tumor de Wilms (DOME e COPPES

2002).
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Fonte: DOME e COPPES (2002)

Figura 7 - Modelo de tumorigénese para tumor de Wilms
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OBJETIVOS

OBJETIVOS PRINCIPAIS

Avaliar pela técnica de imunoistoquimica a expressao de WT1, p53,
B-catenina, E-caderina e APC nos diferentes componentes
histolégicos do tumor de Wilms e de tecido renal normal peritumoral,

utilizando o método de TMA;

Avaliar a imonoexpressdo de [-catenina, E-caderina e APC nos
componentes celulares (membrana, citoplasma e nucleo) do tecido

tumoral;

Correlacionar os achados de expressao das proteinas estudadas com
as caracteristicas clinicas, epidemiolégicas, tratamento e evolugédo do
pacientes e determinar assa expressado pode alterar a sobrevida dos

pacientes.



2.2

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Descrever as caracteristicas clinicas, epidemiolégicas, tratamento e

evolugao dos pacientes.

Estimar a probabilidade de sobrevida global e livre de eventos no

grupo de pacientes estudados.

26
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

Estudo retrospectivo, constando de pacientes portadores de tumor de
Wilms admitidos no Departamento de Pediatria do Hospital A.C. Camargo no

periodo de 1978 a 1999.

3.1.1 Critérios de Elegibidade

Foram elegiveis para o estudo os pacientes com tumor de Wilms
unilateral admitidos, tratados e com seguimento clinico no Departamento de
Pediatria do Hospital A.C. Camargo que tivessem material em bloco de
parafina suficiente para constru¢cao de TMA e adequado para realizagao de

estudo imunoistoquimico.

3.1.2 Critérios de Excluséao

Foram excluidos da analise 143 pacientes: vinte que tinham tumor
bilateral, 28 que nao fizeram tratamento completo ou seguimento no Hospital
A.C. Camargo e 95 que nao apresentaram material disponivel ou em

condicdes para realizagao do estudo de imunoistoquimica.
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3.2 METODOS

Apos devida aprovacdao do comité de ética médica da instituicdo, as
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, de tratamento e evolugdo dos
pacientes foram obtidas apartir das informagdes contidas nos prontuarios

dos pacientes, por meio de preenchimento de uma ficha padronizada (Anexo

1)

3.2.1 Dados Epidemiolégicos
A idade do paciente no momento do diagnéstico foi calculada pela
diferenga entre a data da admissao a data de nascimento do paciente.
Quanto a raga os pacientes foram classificados em brancos e nao

brancos.

3.2.2 Dados Clinicos

Entre os dados clinicos foram obtidas informagdes sobre os sinais e
sintomas ao diagndstico, como dor abdominal, hematuria, hipertensao
arterial, tumorag&o palpavel. A presenga de anomalias congénitas também

foi documentada.

3.2.3 Estadiamento
Quanto ao estadiamento, os pacientes foram divididos em estadios |,

Il, Il e IV de acordo com os critérios de estadiamento do NWTS para
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tumores renais visto no Quadro 1. Nos pacientes com metastases ao

diagndstico foi descrito o sitio de metastases (pulmao, figado, outros).

Quadro 1 - Sistema de estadiamento do National Wilms Tumor Study Group
para tumores renais.

Estadio | Tumor confinado no rim e completamente ressecado. Auséncia de invaséo da
capsula renal ou envolvimento dos vasos do seio renal.

Estadio Il Tumor com extensao além da capsula renal (margens cirdrgicas negativas) ou
invasao dos vasos do seio renal ou biépsia do tumor.

Estadio I Tumor inoperavel ou margens cirargicas comprometidas ou ruptura tumoral ou
linfonodos regionais infiltrados por tumor ou trombo tumoral aderido na parede
do vaso

Estadio IV Metastases hematogénicas (pulmdes, figado, osso, cérebro) ou metastases
para linfonodos fora do abdémen.

Estadio V Tumor renal bilateral.

3.2.4 Tratamento

Os dados sobre o tratamento realizado incluiram administracdo de

quimioterapia pré-operatéria, drogas quimioterapicas utilizadas, realizagao

de cirurgia e radioterapia.

No periodo de estudo a instituicdo seguia o protocolo do NWTSG e do

GCBTTW, os quais indicavam cirurgia por meio de nefrectomia total como

primeira abordagen terapéutica. Os pacientes sem metastases que tinham

tumores volumosos, nos quais a ressecc¢ao nao era indicada, foram tratados

como estadio Ill e recebiam quimioterapia pré-operatéra com 2 drogas

(actinomicina D e vincristina), mesmo que n&o apresentassem achados

clinicos ou cirurgicos necessarios para serem classificados como estadio lII.
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De acordo com o estadio clinico, cirurgico e histoldgico, os pacientes
recebiam quimioterapia pds-operatéria com 2 ou 3 drogas quimioterapicas
(Quadro 2). Antes de 1986 a actinomicina D era administrada fracionada em
5 dias. De 1986 a 1988, o protocolo | do GCBTTW realizou um estudo
randomizado, no qual os pacientes eram sorteados para receber
actinomicina em dose Unica ou fracionada. A partir de 1989 a actinomicina
passou a ser realizada em dose unica. A duragao do tratamento foi de 7
meses para os pacientes com estadios | e Il e 15 meses para os estadios |l
e |V, com exceg¢ao do periodo de 1989 a 1992, quando durante o estudo I
do GCBTTW, os pacientes com estadio | receberam quimioterapia pos-
operatdria por um periodo de 4 meses.

A radioterapia foi realizada nos pacientes com estadios Ill e IV.

Quadro 2 - Tratamento dos pacientes.

Estadio | CIRURGIA + ACT +VCR
Estadio Il CIRURGIA + ACT +VCR
Estadio Ill CIRURGIA + ACT +VCR +ADR+ RXT
Estadio IV CIRURGIA + ACT +VCR +ADR+ RXT

3.2.5 Evolugao dos pacientes

Em relagdo a evolucdo, os pacientes foram divididos entre os que
apresentaram recaida e aqueles sem recaida da doenca. Foi também
considerado o periodo da recaida, sendo denominado de recaida precoce
aquela que ocorresse até 2 anos do diagnostico e recaida tardia apés este

periodo.
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O status do paciente foi definido como vivo ou 6bito no momento da
andlise, levando em consideracdo a ultima data de acompanhamento
descrita no prontuario. A ultima observacao em prontuarios para caracterizar

o status do paciente foi feita em maio de 2007.

3.2.6 Analise Histologica

Nao foi realizada revisao de laminas para determinar o predominio
dos componentes do tumor de Wilms ou a presenca de anaplasia, esses
dados foram obtidos retrospectivamente através das informacgdes dos laudos
contidos nos prontuarios dos pacientes.

A expressado de WT1, p53, B-catenina, E-caderina e APC, foi avaliada
por meio de estudo imunoistoquimico dos espécimes tumorais, utilizando

TMA

A Construcao de TMA

A construcdo de TMA foi realizada pelas patologistas (STS e IWC) no
Departamento de Patologia do Hospital A.C. Camargo. Os blocos de
parafina e correspondentes laminas com cortes histolégicos corados por
hematoxilina e eosina (HE), referentes aos pacientes participantes do estudo
foram identificados e casos de tumor de Wilms foram separados do arquivo
do Departamento de Anatomia Patologica do Hospital do Cancer. As laminas
foram examinadas pela patologista e os diferentes componentes histolégicos
do tumor (epitelial, blastematoso e/ou mesenquimal) quando presentes

foram identificados e demarcados. Baseando-se na marcacdo mencionada,
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o TMA foi construido utilizando-se o dispositivo técnico “tissue microarrayer”
(Beecher Instruments, silver springs, EUA). Para a construgdo do bloco de
TMA a area correspondente a area demarcada na lamina para cada
componente foi puncionada com agulha de 1mm do bloco doador de tecido e
os cilindros obtidos transferidos para o bloco de parafina receptor. Um mapa
com identificacdo detalhada de cada cilindro foi construido em planilha de
Excel® (Anexo 2), permitindo a localizagdo de cada caso no bloco de TMA.
Um caso foi definido como adequado quando o corte resultante ocupou pelo
menos 24% da area total do cilindro. Foram realizados cortes seqlenciais de
4 ym de espessura, que foram colhidos em laminas adesivas (Instrumedics -
Hackensack NJ, EUA). Para maximizar o uso do TMA, todos os cortes foram
colhidos em uma unica sessdo e armazenados para uso posterior. O
controle do numero de casos avaliaveis foi realizado pela coloracdo de 1
lamina a cada 25 cortes e pela contagem dos cilindros quando presentes. O
TMA foi considerado esgotado quando mais do que 25% das amostras nao

se encontravam mais presentes nas laminas.

B Protocolo para Reagoes Imunoistoquimicas

As reagdes de imunoistoquimica foram realizadas nas laminas de
TMA. Para cada anticorpo foram utilizadas 4 laminas de TMA com intervalo
de 25 cortes entre elas de modo que cada caso fosse avaliado 4 vezes em
areas distintas.

Um caso foi considerado positivo para p53 e WT1 quando mais de

10% de pelo menos um spot apresentava reagao positiva nuclear. Para as
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reacdes de B-catenina, E-caderina e APC foram avaliados os padrdes de

marcagao a nivel nuclear, citoplasmatico e membrana de cada componente

tumoral (blastematoso, estromal e glandular) e no rim normal. Um caso foi

considerado positivo para o marcador quando pelo menos 10% das células

apresentavam positividade.

Para o estudo imunoiistoquimico foi realizado o seguinte protocolo

técnico:

1

Desparafinizacdo dos cortes das laminas adesivas de TMA
(Instrumedics - Hackensack NJ, EUA) e hidratacdo dos cortes
histologicos: 3 banhos em Xilol, 4 banhos de alcool, agua corrente;
Recuperagéo antigénica por calor, em camara de pressao controlada
por microprocessador (PASCAL) ou banho-maria, com protocolo pré-
definido para cada marcador (Quadro 3);

Lavagem em agua corrente por 5 minutos; agua destilada;

Bloqueio da peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio (H202)
3% , com 3 trocas de 5 minutos cada;

Lavagem em agua corrente por 5 minutos; agua destilada;

Bloqueio de proteinas: 20 minutos com Bloqueador de Proteinas
(DAKO) em cédmara umida a temperatura ambiente;

Retirar excesso do bloqueador;

Incubacdo do anticorpo primario em camara umida por 2 horas a
temperatura ambiente com diluicbes pré estabelecidas para cada
anticorpo (Quadro 3);

Lavagem em PBS: 3 trocas de 5 minutos cada;
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10 Incubagao anticorpo secundario biotinilado (LSAB, DAKO) por 20

minutos em camara umida a temperatura ambiente;

11 Lavagem em PBS: 3 trocas de 5 minutos cada;

12 Incubagdo com complexo streptoavidina - peroxidase( LSAB, DAKO)

por 20 minutos em camara umida a temperatura ambiente;

13 Lavagem em PBS: 3 trocas de 5 minutos cada;

14 Revelagdo da reagdo com cromoégeno diaminobenzidine (DAB): 5

minutos:

Kit

Liquid

DAB+

Substrate

(DakoCytomation, Carpinteria, Califérnia);

15 Lavagem em agua corrente por 5 minutos;

Chromogen

System

16 Contracoloragao com Hematoxilina de Harris por 2 minutos;

17 Lavagem em agua corrente por 5 minutos;

18 Desidratagao em alcool, Xilol, montagem das laminas com entellan

(Merck 7961);

19 Leitura em microscopio optico comum.

Quadro 3 - Caracteristicas técnicas da reagao de imunoistoquimica.

~ RECUPERAGCAO -
ANTICORPO | DILUICAO MARCA CLONE . AMPLIFICACAO

ANTIGENCIA
WT-1 1./50 DAKO 6F-H2 Pascal Citrato pH6,0 LSAB- HRP
P53 1/1500 DAKO DO-7 Pascal Citrato pH6,0 LSAB- HRP
B-Catenina 1/1000 BD 14 Pascal Citrato pH6,0 LSAB -HRP
1/100 DAKO NCH-38 Banho-Mariia LSAB- HRP

E-Caderina EDTA/TRIS pH9,0

Pascal Citrato pH

APC 1/50 NeoMarkers | Policlonal LSAB- HRP

6,0
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Amostras

Para o estudo do WT1 foram analisados os seguintes
componentes:

Blastema: 80 amostras

Epitélio: 32 amostras

Mesénquima: 30 amostras

Parénquima normal: 45

Para o estudo do p53 foram analisados os seguintes
componentes:

Blastema: 75 amostras

Epitélio: 57 amostras

Mesénquima: 50 amostras

Parénquima normal: 45

Para o estudo da p-catenina foram analisados os seguintes
componentes:

Blastema: 83 amostras

Epitélio: 55 amostras

Mesénquima: 37 amostras

Parénquima normal: 30
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v Para o estudo da E-caderina foram analisados os seguintes

componentes:
5. Blastema: 70 amostras
6. Epitélio: 59 amostras
7. Mesénquima: 56 amostras
8. Parénquima normal: 30
v Para o estudo do APC foram analisados os seguintes
componentes:
1. Blastema: 79 amostras
2. Epitélio: 54 amostras
3. Mesénquima: 58 amostras
4, Parénquima normal: 45

3.3 ANALISE ESTATISTICA

ApOs a coleta dos dados, os mesmos foram registrados em um banco
de dados, utilizandofor o “software Windows Statistical Package for Social
Science” (SPSS) verséo 10.0. As variaveis foram distribuidas em categorias.

A associagao entre as variaveis foi realizada usando o teste de qui-
quadrado bicaudal e quando, dentro de uma Tabela 2x2, teve frequéncia

esperada com valor inferior a 5, foi usado o teste de Fisher.
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O calculo de sobrevida foi realizado usando o método de Kaplan-Meir
(KAPLAN E MEIR 1958) e a comparacgao entre os grupos estudados foi feita
através do teste de log-rank.

Para analise da sobrevida global foi considerado como evento o ébito.
Para analise da sobrevida livre de eventos foram considerados como
eventos o 6bito, a recaida e progressao de doenga. O tempo até o evento foi
o tempo entre a data do diagndstico até a data do ébito, da recaida ou da
progressao de doenca.

O intervalo de confianga de 95% e o valor do p<0,05 foi considerado

significativo.
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4 RESULTADOS

41 RESULTADOS DESCRITIVOS

4.1.1 Caracteristicas Sociodemograficas

Foram analisados 96 pacientes pacientes com tumor de Wilms. As
caracteristicas socio-demograficas estdo descritas na Tabela 1.

Observa-se discreto predominio do sexo feminino (59% dos casos)
em relagcdo ao sexo masculino (41%).

Setenta e nove pacientes foram considerados brancos, sete negros,
um era asiatico e 9 classificados como pardos.

A idade dos pacientes ao diagnéstico variou de 1 més a 26 anos, com
média de 41 meses, desvio padrdo 47 meses e mediana de 39 meses.
Entre os pacientes do sexo masculino a mediana da idade foi 34 meses e no
sexo feminino 48 meses. Os pacientes com estadio | ou Il tiveram mediana
de idade 26 meses e com estadio Ill ou IV foi 57 meses.

Cinquenta e cinco por cento dos pacientes tinham até 4 anos de idade

e 76% tinham até 6 anos no momento do diagnéstico (Tabela 2).
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Tabela 1 - Caracteristica sécio-demograficas dos 96 pacientes.

VARIAVEIS

CATEGORIAS N %
SEXO MASCULINO g? 41%
FEMININO 59%
RAGA 'BRANCOS I 82%
NAO BRANCOS 18%
IDADE MEDIA 4 ANOS

MEDIANA 3 ANOS

Tabela 2 - Distribuicdo da idade dos 96 pacientes.

IDADE

N %

<2 anos 27 28

2 -4 anos 26 27

>4 anos — 6 anos 21 29
> 6 anos 29 23
Total 96 100

4.1.2 Achados Clinicos
A Sinais e Sintomas

Dos 96 pacientes estudados 81 (84%) apresentavam tumoragao como
queixa no momento do diagndstico. Quarenta e sete pacientes
apresentavam tumoragdo como o unico sinal clinico Ao diagndstico e os
outros 33 tinham tumoragao associada a outros sinais e sintomas. Trinta e
um pacientes (32%) apresentavam dor ao diagnéstico. Quinze pacientes
(16%) apresentavam hematuria. Febre foi detectada em 14 pacientes e

apenas em 2 pacientes foi diagnosticada hipertensao arterial (Tabela 3).
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Tabela 3 - Sinais e sintomas apresentados pelos pacientes ao diagndstico

do tumor de Wilms.

SINTOMAS N %
Tumor 47 49
Dor 06 06
Hematuria 02 02
Tumor + dor 14 15
Tumor + hematuria 08 08
Dor + hematuria 02 02
Tumor + hematuria + febre + HAS 02 02
Dor+ febre 03 03
Tumor + febre 06 06
Tomor + dor + hematuria + febre 01 01
Dor + vomitos 02 02
Tumor+ dor + vomitos 01 01
Tumor + dor + febre 02 02
Total 96 100

B Anomalias Congénitas

Dos 96 pacientes 2 apresentavam hemihipertrofia.

C Estadiamento

A distribuigcdo dos pacientes por estadio € vista na Tabela 4.

Dos vinte e sete pacientes com estadio lll, dez foram considerados

como estagio lll, por terem recebido quimioterapia pré-operatoria.

Dos 12 pacientes metastaticos, oito (67%) apresentavam metastases

para os pulmdes, um tinha metastases em figado e trés tinham metastases

combinadas em pulmao e figado.
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Tabela 4 - Estadio dos pacientes ao diagnostico de Tumor de Wilms.

ESTADIO N %
I 32 33

Il 25 26

n* 27 28

v 12 13
Total 96 100

*Incluindo 10 que receberam quimioterapia pré-operatoéria.

4.1.3 Tratamento

Vinte e um pacientes (22%) foram submetidos a quimioterapia pré-
operatoria, enquanto que 75 (78%) foram submetidos a cirurgia como
primeira abordagem terapéutica. Dos pacientes que receberam
quimioterapia como primeiro tratamento 10 tinham tumores volumosos e nao
apresentavam metastases, por este motivo foram tratados como estadio lll.
Os 12 pacientes com metastases também receberam quimioterapia pré-
operatdria.

A maioria dos pacientes (60/63%) recebeu tratamento quimioterapico
com 2 drogas (actinomicida e vincristina), trinta e dois por cento (32
pacientes) recebeu trés drogas (actinomicina, vincristina e adriamicina) e 5%
(5 pacientes) recebeu 4 ou mais drogas quimioterapicas, as quais incluiam
carboplatina, ifosfamida e/ou etoposide. O espécime tumoral deste paciente
foi aobitdo através de biopsia, pois tratava-se de um paciente fora da faixa
etaria.

Dos 96 pacientes 41 (42%) foram submetidos ao tratamento

radioterapico.
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A cirurgia nao foi realizada apenas em 1 paciente, que nao
apresentava metastases ao diagnodstico. Este paciente recebeu
quimioterapia como primeira abordagem terapéutica, devido ao grande
volume tumoral e evoluiu com progressdo de doenca, desenvolvendo

mestastases a distancia e 6bito.

4.1.4 Evolugao dos Pacientes

Dezenove (20%) dos 96 pacientes estudados apresentaram recidiva.

A recaida foi precoce em 16 casos.

Seis pacientes (32%) recairam nos pulmdes, 9 (47%) recairam em
abdome (1 em loja renal, 3 em figado e 5 em retroperitoneo). Quatro (21%)
apresentaram recaida combinada (pulmao + abdome) (Tabela 5).

Quatorze pacientes morreram apds recaida. Um paciente teve
progressao de doenga durante o tratamento e evolui para 6bito, um paciente
teve progressao de doenga seguido do 6bito apdés abandono do tratamento,
trés pacientes morreram durante o tratamento quimioterapico devido quadro

séptico em vigéncia de neutropenia.

Tabela 5 - Sitio de recaida dos 18 pacientes.

SITIO DE RECAIDA N %
Pulméo 06 32
Abdome Loja renal 01 5
Retroperiténeo 05 26

Figado 03 16
Combinada Retroperit. + pulmao 03 16
Figado+ pulméo 01 5

Total 19 100
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4.1.5 Histologia

Dos 96 casos estudados, cinquenta e um (53%) tinham predominio do
componente blastematoso, quatorze (15%) eram trifasicos sem significativo
predominio de um dos componentes, oito (8%) tinham predominio do
componente epitelial, quatro (4%) do mesenquimal e 19 (20%) eram
bifasicos (blastema e epitélio: 8, blastema e mesénquima: 8 e epitélio e
mesénquima: 3).

Cinco tumores tinham anaplasia, sendo que 4 tinham anaplasia focal

e um difusa.

4.1.6 Caracteristicas do grupo de estudo e da totalidade de pacientes
admitidos no mesmo periodo

Por meio da Tabela 6 € possivel comparar as caracteristicas quanto
ao sexo, idade, quimioterapia pré-operatéria, estadio, recaida e 6ébito dos 96
pacientes avaliados neste estudo e do total de pacientes, admitidos neste

periodo no Hospital A.C. Camargo.
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Tabela 6 - Caracteristicas do grupo de estudo e da totalidade de pacientes
admitidos no mesmo periodo.

VARIAVEIS AMOSTRA ESTUDADA TOTAL
CETEGOTIAS
(96 pacientes) (239 pacientes)
SEXO Masculino
o 39 (41%) 113 (47%)
Feminino
57 (59%) 126 (53%)
IDADE Média
4 anos 4 anos
Mediana
3 anos 3 anos
QT- préop. Sim
21 (22%) 70 (29%)
Nao
75 (78%) 169 (71%)
ESTADIO 11
Y 57 (59%) 115 (60%)
39 (41%) 75 (40%)
RECAIDA Sim
19 (20%) 50 (20%)
Nao
77 (80%) 188 (80%)
OBITO Sim 19 (20%) 56 (23%)
Nao 77 (80%) 183 (77%)

4.1.7 Imunoexpressao de WT1 e p53 nos diferentes componentes do

tumor de Wilms

A proteina WT1 apresentou imunopositividade em 89% dos casos

avaliados. Essa imunoexpressdo foi mais frequente nos componentes

blastematoso (97% dos casos) e epitelial (87% dos casos); enquanto que no

componente mesenquimal avaliado a imunoexpressao ocorreu em apenas

13% dos casos (Tabela 7).

A proteina p53 foi imunoexpressa em 60% dos casos avaliados, e

assim como o WT1, foi mais freqiuentemente expressa no componente

blastematoso (63% dos casos) e epitelial (68% dos casos). No componente
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mesenquimal a imunopositividade do p53 ocorreu em 22% dos casos

(Tabelas 7 e 8).

Em todas as amostras de rim normal avaliadas ndo houve

imunoexpressao do WT1 e p53.

Tabela 7 - Frequéncia da imunoexpressdao de WT1 nos diferentes
componentes do tumor de Wilms e em rim normal.

VARAVEIS CATEGORIAS N %
POSITIVO 78 97
BLASTEMA
NEGATIVO 2 3
i POSITIVO 28 87
EPITELIO
NEGATIVO 4 13
. POSITIVO 4 13
MESENQUIMA
NEGATIVO 26 87
POSITIVO 0 0
RIM NORMAL
NEGATIVO 45 100

Tabela 8 - Frequéncia da imunoexpressdo de p53 nos diferentes
componentes do tumor de Wilms e em rim normal.

VARAVEIS CATEGORIAS N %
POSITIVO 47 63
BLASTEMA
NEGATIVO 28 37
. POSITIVO 33 58
EPITELIO

NEGATIVO 24 42
. POSITIVO 11 22

MESENQUIMA
NEGATIVO 39 88
POSITIVO 0 0

RIM NORMAL

NEGATIVO 45 100
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4.1.8 Imunoexpressao de p-Catenina, E-Caderina e APC

A imunoexpressao da p-catenina ocorreu na membrana em 85% dos
casos, no citoplasma em 95% e no nucleo em 24%. Na Tabela 9 observa-se
que na maioria dos casos a [-catenina apresentou imunopositividade
simultdinea em membrana e citoplasma. Nos casos em que houve
positividade nuclear ocorreu também positividade citoplasmatica
concomitante. Em 3 casos ndo houve imunoexpresséo da p-catenina em
nenhum dos componentes celulares (Tabela 9) (Figura8).

Na membrana a E-caderina foi imunoexpressa em 52% dos casos,
em citoplasma em 48% e em nucleo 14%. A maioria dos pacientes
apresentou positividade concomitante em membrana e citoplasma. Em 8
casos nao houve imunoexpressdao da E-caderina em nenhum dos
componentes celulares (Tabela 10) (Figura 9).

A nivel de membrana citoplasmatica o APC no foi imunoexpresso em
nenhum caso. Em citoplasma a frequéncia de imunoexpressao foi em 10%
dos casos e em nucleo houve imunoexpressdo em quase todos 0s casos
(95%). Em 90% destes pacientes a imunopositividade ocorreu
exclusivamente em nucleo e em 10% nucleo e citoplasma (Tabela 11)

(Figura 10).
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Tabela 9 - Imunoexpressdo de B-Catenina nos diferentes componentes

celular.
VARIAVEIS CATEGORIAS N %
MEMBRANA POSITIVO 2 2
NEGATIVO 90 98
CITOPLASMA POSITIVO 7 8
NEGATIVO 85 92
NUCLEO POSITIVO 0 0
NEGATIVO 92 100
MEMBRANA+CITOPLASMA POSITIVO 60 65
NEGATIVO 32 35
MEMBRANA+NUCLEO POSITIVO 0 0
NEGATIVO 92 100
CITOPLASMA+NUCLEO POSITIVO 4 4
NEGATIVO 88 96
MEMBRANA+CITOPLASMA+NUCLEO POSITIVO 19 21
NEGATIVO 73 79

Tabela 10 - Imunoexpressdo de e-caderina nos diferentes componentes

celular.
VARIAVEIS CATEGORIAS N %
MEMBRANA POSITIVO 15 24
NEGATIVO 47 76
CITOPLASMA POSITIVO 12 19
NEGATIVO 50 81
NUCLEO POSITIVO 4 6
NEGATIVO 58 94
MEMBRANA+CITOPLASMA POSITIVO 23 37
NEGATIVO 39 63
MEMBRANA+NUCLEO POSITIVO 1 2
NEGATIVO 61 98
CITOPLASMA+NUCLEO POSITIVO 1 2
NEGATIVO 61 98
MEMBRANA+CITOPLASMA+NUCLEO POSITIVO 6 10
NEGATIVO 56 90
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Tabela 11 - Imunoexpressao de APC nos diferentes componentes celular.

VARIAVEIS CATEGORIAS N %
MEHBRANA NEGATNO 0
90 100
CITOPLASMA '\Ij’é)ggl:rll\\//% 0 0
90 100
NUCLEO POSITIVO
NEGATIVO 891 ?g
MEMBRANA+CITOPLASMA ﬁé)g/LTTll\\//% 0 0
90 100
MEMBRANA+NUCLEO I\IIDEOGSXI'-I'II\\//% 0 0
90 100
CITOPLASMA+NUCLEO ﬁé)g/LTTll\\//% 9 10
81 90
MEMBRANA+CITOPLASMA+NUCLEO POSITIVO 0 0
NEGATIVO 90 100

Figura 8 - Imunoexpressdo em citoplasma da p-catenina em componente

mesenquimal com diferenciagdo rabdomioblastica
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Figura 9 - Imunoexpressdo em citoplasma e membrana da E-caderina em
componente epitelial.

Figura 10 - Imunoexpressao nuclear do APC em componente epitelial.
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4.1.9 Imunoexpressado de B-Catenina nos diferentes Componentes do
Tumor de Wilms e no Rim Normal

No componente blastematoso a imunoexpressdo da [-catenina
ocorreu na membrana em 79% dos casos, no citoplasma em 90% e no
nucleo em 19%. A Tabela 12 mostra que em apenas 8 casos nao houve
imunopositivida de B-catenina em citoplasma no componente blastematoso.
Dois desses tiveram imunoexpressao exclusiva em membrana e 6 nao
apresentaram imunoexpressiao em nenhum componente celular. Sessenta e
cinco por cento dos casos apresentavam imonoexpressao em citoplasma e
membrana. Dos que apresentavam [-catenina imunoexpressa em nucleo,
todos tinham imunoexpressao simultanea em citoplasma.

No componente epitelial a imunoexpressao da p-catenina no nucleo
da célula foi menos frequente que no componente blastematoso, apenas 3
casos (5%). Desses 3 casos, dois apresentaram imunoexpressao nuclear da
B-catenina também no componente blastematoso. Oitenta por cento dos
componentes epiteliais estudados apresentavam imunoexpressao da p-
catenina concomitante em citoplasma e nucleo (Tabela 12).

No componente mesénquimal apenas 19% dos tumores estudados
tinham imunoexpressdo da f-catenina em membrana citoplasmatica.
Sessenta e sete por cento dos casos apresentaram imunoexpressao no
citoplasma e 27% a nivel nuclear. Nove casos n&o tinham imunoxspressao
da B-catenina em membrana, citoplasma ou nucleo; dos casos restantes
50% apresentou imunoexpressao exclusiva em citoplasma. Dos que tinham

imunoexpressao em nucleo, trés apresentavam positividade apenas no
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nucleo, quatro em nucleo e citoplasma e 3 em nucleo, citoplasma e
membrana (Tabela 12).

Em parénquima renal normal todos os casos avaliados apresentaram
imunoexpressao da [p-catenina em citoplasma, quarenta destes
concomitante citoplasma e nucleo. Apenas dois n&o apresentavam a

imunoexpressdao em membrana e nenhum tinha em nucleo (Tabela 12).

Tabela 12 - Imunoexpressdo da p-catenina nos diferentes componentes da
célula, do tumor e em tecido normal.

VARIAVEIS BLASTEMA EPITELIO MESENQUIMA NORMAL
MEMBRANA

2 6 0 0
CITOPLASMA

5 2 14 2
NUCLEO

0 1 3 0
MEMBRANA+CITOPLASMA

54 44 4 40
MEMBRANA+NUCLEO

0 0 0 0
CITOPLASMA+NUCLEO

6 2 4 0
MEMBRANA+CITOPLASMA+
NUCLEO 10 0 3 0

TOTAL 77 55 28 42
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4.1.10 Imunoexpressao de E-Caderina nos diferentes Componentes do
Tumor de Wilms e no Rim Normal

No blastema a imunoexpressao da E-caderina ocorreu na membrana
em apenas 13% dos casos estudados. No citoplasma essa frequéncia foi
39% e no nucleo 11% dos casos. Quarenta e nove por cento dos casos néao
apresentaram imunoexpressao da E-caderina no componente blastematoso
em nenhum dos componentes celulares. Entre os casos que apresentaram
imunopositividade, cinqlienta e trés por cento tinham imunoexpressao
exclusiva no citoplasma da célula (Tabela 13)

No componente epitelial a E-caderina foi imunoexpressa na
membrana em 69% dos casos avaliados, no citoplasma em 42% e no nucleo
em 5%. Dez casos (17%) nédo apresentaram imunopositividade da E-
caderina na membrana, citoplasma ou nucleo. Nos demais tumores, a
imunopositividade da E-caderina no epitélio foi mais frequentemente
encontrada em citoplasma, seguida por citoplasma e membrana
simultaneamente (Tabela 13).

Dos 56 casos avaliados no componente mesenquimal, quarenta e oito
(86%) nao apresentaram imunopositividade para e-caderina em nenhum dos
componentes celulares. Apenas em 8 casos tinham imunoexpressao desse
marcador, seis deles exclusivamente em citoplasma e 2 em citoplasma e
nucleo.

No parénquima renal normal a E-caderina apresentou
imunoexpressao simultdnea em membrana citoplasma em 97% dos casos e

nenhum deles teve imunoexpressao em nucleo.
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Tabela 13 - Imunoexpressao da e-caderina nos diferentes componentes da
célula, do tumor e em tecido normal.

VARIAVEIS BLASTEMA EPITALIO MESENQUIMA NORMAL
MEMBRANA 4 23 0 0
CITOPLASMA 19 6 6 0
NUCLEO 5 1 0 1
MEMBRANA+CITOPLASMA 5 17 0 29
MEMBRANA+NUCLEO 0 0 0 0
CITOPLASMA+NUCLEO 3 1 2 0
MEMBRANA+CITOPLASMA+

NUCLEO 0 1 0 0
TOTAL 36 49 8 30

4.1.11 Imunoexpressao de APC nos diferentes Componentes do Tumor
de Wilms e no Rim Normal

O APC no blastema apresentou imunopositividade nuclear em 86%
dos casos, citoplasmatica em apenas 4% e nenhum tumor apresentou
imunopositividade do APC em membrana neste componente tumoral. A
grande maioria (96%) dos tumores avaliados apresentava exclusivamente
nuclear (Tabela 14).

No componente epitelial também nao foi detectado imunopositividade
do APC a nivel de membrana citoplasmatica. No citoplasma apenas 4 casos
(7%) apresentavam imunoopositividade do APC, enquanto que no nucleo
90% dos casos teve imunoexpressao deste marcador. Seis casos nao
tiveram imunoexpressdo do APC no epitélio em nenhum dos componentes

celulares.
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Assim como no blastema e no epitélio, também n&o houve expressao
de APC na membrana no componente mesenquimal. No citoplasma a
freqUéncia de imunoexpressao do APC foi 7% e no nucleo 62%.

No parénquima normal analisado houve imunoexpressao do APC em
citoplasma em todos os casos. Em membrana todos foram negativos e no

nucleo 4 casos foram imunoexpressos.

Tabela 14 - Imunoexpressido de APC nos diferentes componentes da célula,
do tumor e em tecido normal.

VARIAVEIS BLASTEMA EPITELIO MESENQUIMA NORMAL
MEMBRANA

0 0 0 0
CITOPLASMA

0 0 1 41
NUCLEO

65 50 33 0
MEMBRANA+CITOPLASMA

0 0 0 0
MEMBRANA+NUCLEO

0 0 0 0
CITOPLASMA+NUCLEO

3 4 3 4
MEMBRANA+CITOPLASMA+
NUCLEO 0 0 0 0
TOTAL

68 54 37 45

A imunoexpressdo dos marcadores estudados em cada componente

celular de todos os paciente pode ser visto no Anexo 3.
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4.2 ASSOCIAGAO ENTRE AS VARIAVEIS

4.2.1 Associagao entre ldade e Estadio
Foi encontrada associagao estatisticamente significativa entre a idade
dos pacientes e o estadio clinico, sendo que pacientes com menor média de

idade apresentaram estadios precoces (Figura 11).
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Figura 11 - Correlacédo entre as médias da idade em meses dos pacientes
com estadio clinico.
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4.2.2 Associagao entre Estadio e Recaida

Dos 32 pacientes com estadio |, dois (6%) apresentaram recaida, dos
25 com estadio Il quatro (12%) recairam, dos vinte e sete com estadio |l
sete (28%) recairam, dos12 com estadio 1V, seis (38%) recairam (Tabela

15).

Tabela 15 - Associagao entre estadio e recaida.

ESTADIO RECAIDA Total
NAO SIM
1]} 51 6 57
| v 26 13 39
Total 77 19 96
p<0,001

4.2.3 Associacao entre Recaida e Obito
Dos 19 pacientes que recairam 14 (72%) morreram e cinco (38%)

est&o vivos (Tabela 16).

Tabela 16 - Associacao entre a frequéncia de recaidas e 6bitos.

RECAIDA OBITO Total
NAO SIM
NAO 72 05 77
Sim 05 14 19
Total 77 19 96

p<0,001
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4.2.4 Associagcao do Tipo Histolégico e realizagao de Quimioterapia
Pré-Operatéria

Dos cinqlenta e um tumores onde foi encontrado predominio do
componente blastematoso, quarenta e quatro (86%), ndo foram submetidos
a quimioterapia pré-operatéria. A Tabela 17 mostra que os pacientes
submetidos a quimioterapia pré-operatoria tiveram significativamente menos
predominio do componente blastematoso que aqueles que nao foram

submetidos a quimioterapia pré-operatéria.

Tabela 17 - Associacao entre tipo histolégico e realizagdo de quimioterapia
pré-operatoria..

HISTOLOGIA QTPRE-OPERATORIA TOTAL
NAO Sim
Predominio blastematoso 44 7 51
Outros tipos 31 14 45
Total 75 21 96
p=0,040

4.2.5 Associacao entre a Imunoexpressao de WT1 e p53

Houve correlagcdo  estatisticamente  significativa entre a
imunoexpressao de WT1 e p53. Sessenta e sete por cento dos tumores que
apresentavam positividade para a proteina do WT1 tinham expressao de
p53. Entre os que ndo apresentavam imunoexpressao do WT1, apenas 12%

teve expressao da proteina p53 (Tabela 18).
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Tabela 18 - Correlagao entre a imunoexpressao da proteina p53 e WT1.

P53 WT1 Total
Positivo Negativo
Positivo 55 1 56
Negativo 28 7 35
Total 83 8 91
p=0,003

Dos 72 casos em que foram avaliados o p53 e WT1 no componente
blastematoso, em apenas 2 ndo havia imunoexpressao do WT1 e esses 2
também nao apresentavam imunoexpressao do p53.

Na analise da correlacdo entre a expressdo do p53 e WT1 no
componente epitelial, apenas 3 casos tinham o WT1 negativo e esses 3
também nao apresentavam imunopositividade para proteina p53.

No componente mesenquimal, dos 3 pacientes que tinham

positividade para o p53, dois tinham auséncia de expressdo do WT1.

4.2.6 Associagdao entre a Imunoexpressao de WT1 e p53 com as
variaveis Clinicas

Quando foi feita a associacdo entre a imunoexpressdo do WT1 e do
p53 com idade, estadio ao diagnodstico, utilizagdo de quimioterapia pré-
operatdria e recaida, a unica variavel associada com a imunopositividade do
WT1 foi estadio. Os pacientes com estadio precoce tiveram

significativamente maior frequéncia de imunoexpressao de WT1. N&o houve
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associagcdo entre as variaveis estudadas e imunopositividade da proteina

p53 (Tabela 19).

Tabela 19 - Associacdo entre a imunoexpressdo de WT1 e p53 e as
diferentes variaveis clinicas.

VARIAVEIS Categorias WT1 P53 p
Positivo Negativo P Positivo Negativo
Idade <3 anos 48 5 29 22
0,667 0,334
> 3 anos 36 5 28 14
Estadio 11| 54 3 38 18
0,036 0,110
v 30 7 19 18
QT-PRE Nao 47
68 6 27
Sim 0,126 10 0,385
16 4 9
Recaida Nao 71 7 47 28
0,248 0,578
Sim 13 3 10 8

4.2.7 Associagdao da Positividade da B-Catenina, E-Caderina e APC
com Idade, Estadio, Quimioterapia Pré-Operatéria e Recaida

As Tabelas 20, 21 e 22 mostram que nao houve associacado entre a
imunoexpressao de B-catenina, E-caderina e APC, respectivamente, com as
variaveis clinicas estudadas, assim como a realizacdo ou nao de

quimioterapia pré-operatoria.
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Tabela 20 - Associagado da positividade da p-catenina com idade, estadio,
quimioterapia pré-operatoria e recaida.

VARAVEIS B-catenina p-catenina B-catenina
Categorias N°
membrana citoplasma nucleo

Idade <3anos 53 47 49 14
0,291 0,263 0,573

>3 anos 42 34 41 09

Estadio 1 57 51 54 14
0,156 0,686 0,922

nnv 38 30 36 09

Qt-pré sim 21 19 21 05
0,445 0,278 0,961

Nao 74 62 69 18

Recaida sim 17 14 15 03
0,709 0,217 0,755

Nao 78 67 75 20

Tabela 21 - Associagao da positividade da e-caderina com idade, estadio,
quimioterapia pré-operatoria e recaida.

VARAVEIS E-caderina E-caderina E-caderina
Categorias N°
membrana citoplasma nucleo

Idade <3anos 46 22 20 06
0,441 0,343 0,830

>3 anos 41 23 21 06

Estadio i 51 26 23 07
0,860 0,480 0,983

nnv 36 19 19 05

Qt-pré sim 18 09 10 03
0,869 0,488 0,472

Nao 69 36 32 09

Recaida sim 15 06 07 01
0,318 0,891 0,342

Nao 72 39 35 11
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Tabela 22 - Associacdo da positividade da APC com idade, estadio,
quimioterapia pré-operatoria e recaida.

VARAVEIS APC
Categorias N° APC b Néicleo 0
citoplasma
Idade <3 anos 02
52 05
> 3 anos 43 04 0,620 03 0,410
Estadio 1 55
56 05
niv 39 04 0,548 35 0,089
Qt-pré sim 21
21 03
Nio 74 06 0,315 69 0,278
Recaida sim
18 01 16
Nao 77 08 0,460 74 0,239

Teste de associagao pelo quiquadrado e fisher

4.2.8 Associagcao da Positividade de WT1 e p53 com Imunoexpressao
de B-Catenina, e-Caderina e APC

Houve associagdo  estatisticamente  significativa entre a
imunoexpressao do APC em citoplasma e nucleo com a imunoexpressao do
WT1(Tabela 23). A imunopositividade da proteina p53 foi significativamente
associada com a imunoexpressao nuclear da B-catenina, E-caderina e APC

(Tabela 24).
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Tabela 23 - Associagdo da positividade de WT1 com imunoexpressao de [3-

catenina, e-caderina e APC nos diferentes componentes celulares.

VARIAVEIS P
CATEGORIAS N Wit1+ %
] - POSITIV
B-catenina membrana OSITIVO 80 72 90
NEGATIVO 0,561
13 11 85
-catenina citopl POSITIVO
B-catenina citoplasma 89 79 89
NEGATIVO 0,478
4 4 100
) ina nu POSITIV
B-catenina nucleo OSITIVO 29 20 91
NEGATIVO 0,564
71 63 89
E- i POSITIVO
caderina membrana NEOATIVO 45 39 87 0.291
41 38 93 ’
E- ina ci POSITIV
caderina citoplasma OSITIVO 492 38 90
NEGATIVO 0,530
44 39 89
E- ina nucl POSITIVO
caderina ntcleo NEGATIVO 12 11 92 0.634
74 66 89 ’
APC citoplasma POSITIVO 9 6 67
NEGATIVO ,04
iy o o 0,040
APC niicleo POSITIVO 89 82 92 0,045
NEGATIVO 4 02 50 ’

Teste de associagao pelo quiquadrado e fisher
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Tabela 24 - Associacdo da positividade p53 com imunoexpressdo de [3-
catenina, e-caderina e APC nos diferentes componentes celulares.

VARIAVEIS CATEGORIAS N p531+ % P
-cateni b POSITIVO
p-catenina membrana 78 49 63
NEGATIVO 0,687
14 8 57
-cateni i POSITIV
p-catenina citoplasma OSITIVO 87 54 62
NEGATIVO 0,634
5 3 60
p-catenina nucleo POSITIVO 21 18 86
NEGATIVO 0,009
71 39 55
E-caderina membrana POSITIVO
44 27 61
NEGATIVO 0,971
41 25 61
E- i POSITIVO
c't(;ac:::r:aa NEGATIVO “ 25 o1 0,971
I ’
P 44 27 61
E-caderi icl POSITIVO
caderina nucleo 12 11 92
NEGATIVO 0,017
73 41 56
APC citopl POSITIVO
© cloplasme NEGATIVO ¥ 4 a4 0,230
84 53 63 ’
APC nucleo POSITIVO 88 57 65 0.007
NEGATIVO 5 5 100 ’

Teste de associacao pelo quiquadrado e fisher

4.2.9 Associagao da Positividade de Imunoexpressao de p-Catenina, E-
Caderina e APC nos diferentes Componentes Celulares

A imunoexpressao da p-catenina em membrana celular apresentou
associagao estatisticamente significativa com a imunoexpressdo da E-
caderina em membrana e citoplasma e APC no nucleo (Tabela 25). B-
catenina em citoplasma teve associacdo estatisticamente significativa
apenas com a imunoexpressao de APC nuclear (Tabela 26). Enquanto que

B-catenina no nucleo ndo apresentou associagdo estatisticamente
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significativa com a E-caderina e APC em nenhum componente celular
(Tabela 27).

Com relagao a associagao entre a imunoexpressdo de E-caderina e
APC, observou-se que esta associacdo apresentou p<0,05 apenas entre a
imunoexpressao do APC em citoplasma com a E-caderina em nucleo

(Tabelas 28, 29 e 30).

Tabela 25 - Associagao da positividade de B-catenina em membrana com
imunoexpressdo de e-caderina e APC nos diferentes componentes
celulares.

VARIAVEIS B-CATENINA
CATEGORIAS Ne° MEMBRANA % P
E-caderina membrana POSITIVO
NEGATIVO a4 43 7 0,001
42 30 71 ’
E- i itopl POSITIVO
caderina citoplasma Nigtiiod 42 41 98 2003
44 32 73 ’
E-caderina ntcleo POSITIVO
12 9 75
NEGATIVO 0,260
74 64 87
APC citoplasma POSITIVO 9 7 78
NEGATIVO 0,618
85 73 86
APC nucl POSITIVO
nucleo 89 78 88
NEGATIVO 0,004
5 2 40

Teste de associagao pelo quiquadrado e fisher
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Tabela 26 - Associagdo da positividade de B-catenina em citoplasma com
imunoexpressdo de e-caderina e APC nos diferentes componentes

celulares.
VARIAVEIS B-CATENINA
CATEGORIAS N° CITOPLASMA % P
E-caderina membrana POSITIVO
44 43 98
NEGATIVO 0,291
42 39 93
E- i itopl POSITIVO
caderina citoplasma 49 42 100
NEGATIVO 0,064
44 40 91
E-caderi icl POSITIVO
caderina ntcleo 12 12 100
NEGATIVO 0,542
74 70 95
APC citopl POSITIVO
SopE NEGATIVO 9 9 100 0,598
85 80 94 ’
APC nu POSITIV
nucleo (0N} (0] 89 86 97
NEGATIVO 0,021
5 3 60

Teste de associagao pelo quiquadrado e fisher
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Tabela 27 - Associagdo da positividade de p-catenina em nucleo com
imunoexpressdo de e-caderina e APC nos diferentes componentes

celulares.
VARIAVEIS B-CATENINA
CATEGORIAS N° NUCLEO % P
E-caderina membrana POSITIVO 44 8 16
NEGATIVO 0,263
42 11 26
E-caderina citoplasma POSITIVO 42 8 19
NEGATIVO 0,506
44 11 25
E-caderina nucleo POSITIVO
12 4 33
NEGATIVO 0,312
74 15 20
APC citoplasma POSITIVO 9 0 0
NEGATIVO 0,080
85 22 26
APC nucleo POSITIV
oS © 89 22 25
NEGATIVO 5 0 0 0,255

Teste de associagao pelo quiquadrado e fisher

Tabela 28 - Associacdo da positividade de e-caderina membrana com
imunoexpressao de APC nos diferentes componentes celulares.

VARIAVEIS E-CADERINA
CATEGORIAS N° MEMBRANA % P
APC CITOPLASMA POSITIVO 9 5 55
NEGATIV 71
G © 85 40 47 0.715
APC NUCLEO POSITIVO 89 44 49 0.349
NEGATIVO 5 1 20 ’

Teste de associagao pelo quiquadrado e fisher
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Tabela 29 - Associacdo da positividade de e-caderina citoplasma com

imunoexpressao de APC nos diferentes componentes celulares.

VARIAVEIS E-CADERINA
CATEGORIAS N° CITOPLASMA % P
APC CITOPLASMA POSITIVO o 4 "
NEGATIVO 0,918
85 38 45
APC NUCLEO POSITIVO 89 41 46 0.617
NEGATIVO 5 1 20 ’

Teste de associagao pelo quiquadrado e fisher

Tabela 30 - Associagcdo da positividade de e-caderina em nucleo com

imunoexpressao de APC nos diferentes componentes celulares.

VARIAVEIS CATEGORIAS N° E-CADERINA % P
NUCLEO
APC CITOPLASMA POSITIVO 9 3 33 0,041
NEGATIVO 85 9 11
APC NUCLEO POSITIVO 89 12 13 0,546
NEGATIVO 5 0 0

Teste de associacao pelo quiquadrado e fisher
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4.3 SOBREVIDA

4.3.1 Sobrevida Global e Livre de Eventos
A Sobrevida global em 60 meses foi 83% e a sobrevida livre de

eventos 76% (Figura 12).
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Figura 12 - Sobrevida global sobrevida livre de eventos.

4.3.2 Sobrevida Livre de Eventos de acordo com Sexo, Idade e Estadio
Nao foi encontrada diferenga entre a sobrevida livre de eventos de
pacientes do sexo masculino e feminino (Figura 13)
Os pacientes que tinham idade igual ou inferior a 3 anos tiveram
sobrevida livre de eventos superior aos que tinham mais de 3 anos,

entretanto essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (Figura 14).
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Quanto mais avangado o estadio clinico mais baixa foi a curva de

sobrevida livre de eventos (Figura 15).
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Figura 13 - Sobrevida livre de eventos de acordo com sexo.

10
A1 82%
+—+
3 -
7
6 -
67%
5 -
4 1
3 -
< 3anos
g -1 p=0,083
2 1) >3anos
=
;o _ _ _ _ _
] 10 20 a0 40 =] =]
Meses

Figura 14 - Sobrevida livre de eventos de acordo com idade.
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Figura 15 - Sobrevida livre de eventos de acordo estadio.

4.3.3 Sobrevida Livre de Eventos de acordo com Expressao de WT1,
p53, p-Catenina, E-Caderina e APC

Nao foi encontrado diferenga estatisticamente significativa da
sobrevida livre de eventos entre pacientes com ou sem expressido dos

marcadores analisados como pode ser visto nas Figuras de 16 a 25.
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Figura 16 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpresséo de

WT1.
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Figura 17 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpressao de
pS53.
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Figura 18 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpressao de
-catenina em membrana.
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Figura 19 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpressao de
-catenina em citoplasma
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Figura 20 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpressao de

-catenina em nucleo
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Figura 21 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpressao de

E-caderina em membrana.
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Figura 22 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpresséo de
E-caderina em citoplasma.
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Figura 23 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpresséo de
E-caderina em nucleo.
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Figura 24 - Sobrevida livre de eventos de acordo com a imunoexpressao de
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5 DISCUSSAO

Altas taxas de curas sdo atualmente alcangadas em pacientes
portadores de tumor de Wilms. O sucesso no tratamento desses pacientes
se deve principalmente a abordagem multidisciplinar, por meio do trabalho
conjugado do oncologista pediatra, cirurgidao, patologista e radioterapeuta, no
sentindo de determinar, da forma mais precisa possivel, a extensdo da
doencga e instituir as diferentes abordagens terapéuticas para cada caso. A
estratificacdo dos grupos de riscos tem sido definida pelos dois mais
importantes grupos de estudos dessa doenca, o NWTS e International
Society of Pediatric Oncology (SIOP). A identificacdo de fatores clinicos,
histolégicos e moleculares, que sao capazes de alterar o progndstico desses
pacientes, tém sido descrita por estes grupos cooperativos, e tém sido usada
para reduzir com segurancga a terapia e suas complicagdes em pacientes
que tenham fatores considerados de bom progndstico, assim como para
intensificar a terapia nos que tém fatores de prognodstico desfavoravel. A
combinacao das altas taxas de curas e com os baixos indices de recaidas
alcancados para os pacientes com tumor de Wilms, tornar mais dificil a
identificacdo de novos fatores de prognéstico por meio de estudos
estatisticos.

Este estudo consta de uma casuistica de pacientes com tumor de
Wilms admitidos no Departamento de Pediatria do Hospital A.C. Camargo no

periodo de 1978 a 1999 e que preenchiam os critérios de inclusdo no
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estudo. Entretanto salientamos que esta amostra representa o numero total
de pacientes com tumor de Wilms que foram admitidos no periodo citado
acima, uma vez que, como mostrado na Tabela 21, a populagcdo deste
estudo tem caracteristicas clinicas e evolugcdo semelhante ao do numero
total de pacientes.

A média e mediana da idade dos pacientes de 4 e 3 anos
respectivamente, assim como o predominio de pacientes do sexo feminino,
visto na nossa casuistica € semelhante ao que é encontrado na literatura
(HUNG et al. 2004; REINHARD et al. 2004; BRESLOW et al. 2006; SUITA et
al. 2006). Em um estudo brasileiro realizado por GRABOIS et al. (2005), a
mediana de idade foi 49,11 meses e 58,3% dos pacientes eram do sexo
feminino.

Em nossa casuistica a média de idade dos pacientes foi
significativamente maior entre os pacientes com estadios avangados, assim
como foi encontrada sobrevida significativamente inferior para os pacientes
com idade maior a trés anos. E possivel que este fato esteja relacionado ao
diagndstico tardio, ja que os pacientes tém estadio e idade avangados.

FRANCO et al. (1991), em seu estudo, também encontraram maior
frequéncia de doenca avancada em pacientes mais velhos, sendo que a
meédia de idade para pacientes com doenca precoce foi 37,5 meses e para
aqueles com doencga avangada 56,3 meses.

Estudando pacientes com estadio |, PRITCHARD-JONES et al. (2003)
encontraram mediana de idade igual a 1,91 anos, diferente da mediana

encontrada para todos os outros estadios que foi de 3,2 anos. Cinquenta por
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cento desses pacientes com estadio | tinham menos de dois anos de idade,
vinte e seis por cento tinham de 2 a 4 anos e 23% mais que 4 anos. Assim
como no nosso estudo, REINHARD et al. (2004) observaram que a idade
também foi associada a sobrevida de pacientes com tumor de Wilms, sendo
que a sobrevida livre de eventos foi 78,8% para pacientes com idade maior
ou igual a 2 anos e 83,2% para os com menos de 2 anos de idade (p=
0,005).

Como acontece na maioria dos casos, a manifestagao clinica mais
frequente entre os pacientes da nossa analise foi tumoragdo abdominal
palpavel no momento do diagndstico (84% dos casos), trinta e dois por cento
apresentavam dor e 16% hematuria, apenas em dois pacientes foi
diagnosticado hipertensédo arterial sistémica. No estudo de SUITA et al.
(2006) os sinais e sintomas mais frequentes em pacientes com tumor de
Wilms com histologia favoravel no Japao foram tumoragdo abdominal em
63% dos casos, hematuria em 27% e dor abdominal em 13,5%. A baixa
frequéncia de hipertensdo arterial encontrada em nossa casuistica pode
refletir que este sinal clinico foi subdiagnosticado, provavelmente por falta de
investigacdo adequada. No estudo do GCBTT onde foram estudados 602
pacientes com tumor de Wilms tratados em varios estados brasileiros,
sessenta e sete por cento apresentavam massa abdominal palpavel,
quarenta e oito por cento apresentavam dor e vinte e sete por cento tinham
hematuria. Hipertensao arterial sistémica nao é citada neste estudo brasileiro
como um sinal clinico encontrado na populagao de estudo (DE CAMARGO

1996).
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Em nossa analise, a sobrevida global e livre de eventos foi
respectivamente 83% e 76%, semelhante ao que é visto em outras séries.
No estudo da SIOP e German Society of Oncology e Hematology (GPOH),
publicado por REINHARD et al. (2004), a sobrevida global em 5 anos dos
440 pacientes analisados foi de 89,5%, a sobrevida livre de recaidas foi
87,7% e 63,5% para os pacientes com doenca localizada e metastatica,
respectivamente. No estudo 4 do NWTS, avaliando pacientes com estadio
de | a IV, tratados no periodo 1986 a 1994, a sobrevida livre de recaidas em
2 anos para os pacientes considerados de baixo risco foi 91% e para os de
alto risco 90% (GREEN et al. 1998).

Com relacdo ao estadio, os pacientes com estadios | e Il tiveram
sobrevida livre de eventos em 5 anos significativamente superior aos
pacientes com estadios avancgados (lll e IV) em nossa analise, sendo que
essa sobrevida foi 91, 84, 70 e 50% para os pacientes com estadios I, Il, lll e
IV, respectivamente. Esses achados sdo semelhantes ao descritos por
SUITA et al. (2006), em que a sobrevida global foi 92, 100, 75 e 57% para os
pacientes com estadios I, I, Il e IV respectivamente. No estudo de
GRABOIS et al. (2005), os pacientes com estadio IV tiveram sobrevida bem
menor que os pacientes dos outros estadios, sendo que a sobrevida para
pacientes com estadio | foi de 100%, para estadio Il 94,2%, estadio Ill 83,2%
e para aqueles com estadio 1V foi 31,3%.

O tumor de Wilms €& uma neoplasia embrionaria, constituida
classicamente por trés componente histolégicos: blastema, epitélio e

mesénquima (estroma), os quais podem ser encontrados em diferentes
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propor¢cdes em cada tumor. As células do blastema e epitélio apresentam
alto grau de proliferagdo, enquanto que as do estroma sao constituidas por
componentes heterogéneos como 0sso, fibras musculares, cartilagem, nao
apresentando comportamento agressivo. Por este motivo existe a duvida se
0 estroma constitui ou nao uma neoplasia maligna.

De fato acredita-se que o predominio de um ou outro componente
histolégico do tumor é capaz de determinar o comportamento da doenga. Em
seu estudo BECKWITH et al. (1996) descreveram que tumores que tém
predominio do componente epitelial apresentam um comportamento menos
agressivo, ou seja, nestes casos a doenga costuma ser localizada,
entretanto pouco sensivel ao tratamento quimioterapico. Ao contrario,
tumores que apresentam predominio de blastema estdo associados com
doencga disseminada, maior agressividade tumoral, e também com melhor
resposta a terapia.

ZHUANG et al. (1997) estudaram a perda de heterozigose e
expressdo do gene WT1 nos diferentes componentes do tumor de Wilms
esporadico. O resultado deste estudo mostrou que o estroma apresenta a
mesma delecdo do gene WT1 que a encontrada no blastema e epitélio,
sugerindo a possibilidade do componente estromal ser derivado de células
tumorais do componente blastematoso.

Avaliando a relacdo entre a expressao do gene WT1l e os
componentes histolégicos do tumor de Wilms, MIWA et al. (1992),
mostraram que tumores com predominio blastematoso tinham maior

intensidade da expressdo de WT1l mRNA, enquanto que aqueles com
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predominio estromal tinham fraca ou indetectavel expressdo. Esses
resultados, somando-se ao fato que WT1 mRNA é fortemente expresso em
rim fetal normal, sugerem que o WT1 pode estar envolvido tanto no
desenvolvimento do rim normal como na tumorigénese do nefroblastoma,
principalmente na diferenciacdo do blastema.

No nosso estudo a imunoexpressido das proteinas foi feita por meio
da construcdo de TMA. Essa técnica tem sido considerada extremamente
eficiente para analise de biomarcadores em varios tecidos simultaneamente,
garantindo também maior efetividade do custo e tempo, quando comparada
a imunoistoquimica convencional. Muitas técnicas de patologia convencional
e molecular podem ser realizadas usando um unico Tissue Array, que é
capaz de analisar morfologia, DNA, RNA e proteinas em multiplas amostras
teciduais (MOCH et al. 2001; KUMAR et al. 2004; ANDRADE et al. 2007).

HENDRIKS et al. (2003), analisando expressao de proteinas em
tumor colorretal hereditario, usando imunoistoquimica pelo método
convencional e TMA, encontraram concordancia entre as duas técnicas, com
a vantagem que na imunoistoquimica usando TMA, um numero grande de
tumores p6de ser avaliado simultaneamente. Apesar dessa técnica ser cada
vez mais usada para avaliar marcadores envolvidos na tumorigénese e/ou
prognoéstico de tumores em adultos, ainda existem poucos estudos onde
foram utilizada a técnica de TMA em tumores pediatricos. Analisando a
superexpressao de c- KIT em tumores renais em criangas, incluindo 274
com tumor de Wilms, JONES et al. (2007) utilizaram a técnica de TMA.

Outro recente estudo que usou esta tecnologia para estudar tumor de Wilms
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foi realizada por VASEI et al. (2008), que construiram 5 blocos de TMA
utilizando oito amostras (spots) de cada bloco de parafina originario de 45
casos de tumor de Wilms. Neste estudo os autores analisaram marcadores
capazes de aumentar a precisdo do diagnostico através de bidpsia por
agulha do nefroblastoma. No nosso estudo utilizou-se agulha de 1mm e
puncionou-se 4 spots de diferentes profundidades de cada amostra do bloco
doador. FRIDMAN et al. (2006), utilizaram TMA para estudar a
imunoexpressao de cyclooxygenase-2 em tumor de Wilms usando 3 ou 4
spots de cada amostra a ser analisada.

Quanto a imunoexpressdao de WT1 e p53, nossos resultados
mostraram que ambos foram mais freqlientemente expressos no
componente blastema (WT1: 97% e p53: 63% dos casos) e epitélio (WT1:
87% e p53: 58% dos casos), quando comparados com o estroma (WT1:
13% e p53: 22% dos casos) e com o tecido renal ndo tumoral (auséncia de
expressdo em todos os casos estudados). Estes achados sugerem que na
maioria dos casos o componente estromal tem auséncia de imunoexpressao
de WT1 e p53, como no rim normal, entretanto alguns casos apresentam
imunoexpressao destas proteinas, assim como também acontece no
componente blastematoso e epitelial.

Assim como nos nossos resultados, CHEN et al. (2004), estudando a
imunoexpressao de WT1 em 25 pacientes com tumor de Wilms,
encontraram imunopositividade nuclear em graus variados nos componentes

blastematoso e epitelial, enquanto que as células do componente estromal,
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assim como o0s rabdomioblastos, mostraram intensa positividade
citoplasmatica.

Observamos associagao estatisticamente significativa entre a
imunoexpressao do WT1 e do p53, tanto quando todos os casos foram
avaliados, assim como também quando foram avaliados os componentes
separadamente. MAHESWARAN et al. (1993, 1995) descreveram que a
proteina WT1 pode estabilizar p53, modulando sua propriedade de ativagao
e inibindo sua habilidade de induzir apoptose. Esta acdo, possivelmente,
contribui para a alta frequéncia da expressao da proteina p53 selvagem vista
no tumor de Wilms. DUPONT et al. (2004) descreveram associagao entre
expressao de p53 e da proteina WT1 quando estudaram 130 carcinomas
endometriais usando TMA.

No estudo de LAHOTI et al. (1996) 60% dos tumores apresentaram
imunopositividade para proteina p53, entretanto apenas em 16% havia
mutacao do gene p53, concluindo que o acumulo da proteina p53 n&o ocorre
somente devido a mutagado do gene p53, mas também pode ser secundario
a estabilizacdo do p53 normal por outras proteinas.

A mutagdo, assim como, a imunoexpressdo de p53 tem sido
associada a histologia desfavoravel (presenga de anaplasia) no tumor de
Wilms (CHEAH et al. 1996; GOVENDER et al. 1998; BENIERS et al. 2001).
Entretanto o significado desse achado entre os tumores com histologia
favoravel tem sido pesquisado e discutido. HUANG et al. (2002), analisando
tecido de tumor com histologia desfavoravel, histologia favoravel com

estadio avancado e com doencga localizada, encontraram maior expressao
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de p53 e de genes que regulam a angiogénese tanto no tecido com
histologia favoravel cujo paciente tinha doencga avangada quanto nos tecidos
com anaplasia.

Nao houve associagdo entre a imunoexpressdo tumoral da proteina
p53 com idade ao diagnéstico, realizacdo de quimioterapia pré-operatoria,
estadio e recaida entre os pacientes analisados em nossa série. A anaplasia
encontrada em 5 tumores ndo foi avaliada com imunoexpressdo dos
marcadores estudados, entretanto 4 destes tumores expressavam
positividade da proteina p53 em um ou mais dos componentes histologicos.

No estudo da expressao da proteina p53 por imunoistoquimica em 97
amostras de tumor de Wilms, SREDNI et al. (2001) consideraram p53
positivo quando foi encontrada positividade nuclear forte e difusa desse
marcador. Essa positividade foi associada a presenca de metastases
(p=0,038) e a ocorréncia de recaida (p=0,06), porém nao houve associagao
com a presenga de anaplasia e também nao foi capaz de influenciar a
sobrevida dos pacientes.

Assim como em nossos resultados, D’ANGELO et al. (2003),
estudando 63 casos de tumor de Wilms unilateral com histologia favoravel,
também ndo encontraram correlacdo entre a imunoexpressdo de p53 com
estadio (p>0,3) e progressao ou recaida de doenga (p>0,3). Neste estudo os
autores atribuiram este achado ao fato de todos os seus pacientes nao
terem recebido quimioterapia pré-operatoria, diferente da maioria dos
estudos em que foi encontrada associagao da imunoexpressao do p53 com

prognoéstico. Por este motivo presumiu-se que muitos dos tumores com
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histologia favoravel que expressam p53 sao sensiveis ao tratamento
quimioterapico, e que apenas os tumores que mantém imunoexpressao de
p53 apods quimioterapia apresentariam prognéstico desfavoravel. Esta
suposicao nao € compativel com os nossos resultados, pois analisando
exclusivamente os 20 pacientes que nao receberam quimioterapia pré-
operatéria, ndo houve associagdo com fatores de progndstico e a
imunoexpressao do p53. Por outro lado, o estudo de SKOTNICKA-
KLONOWICZ et al. (2001), que avaliaram 61 pacientes tratados de acordo
com os critérios da Sociedade Internacional de oncologia Pediatrica, ou seja,
utilizando quimioterapia pré-operatoria, mostrou que, apesar dos pacientes
com imunoexpressao de p53 terem significativamente estadios mais
avancados e maior grau de malignidade, a positividade para p53 nao foi um
fator prognéstico independente neste grupo de pacientes com tumor de
Wilms.

GOVENDER et al. (1998) avaliaram a expressao da proteina p53 em
uma série de 93 criancas com tumor de Wilms e ndo encontraram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes que receberam e
aqueles que nao receberam quimioterapia pré-operatoéria (p=0,678), assim
como entre aqueles que recidivaram ou morreram versos 0S que se
encontravam vivos e sem recidiva (p=,238). Entretanto o grupo de pacientes
com mais alta expressdo de pb53 tiveram tempo de sobrevida
significativamente inferior quando comparados ao grupo com menor

expressao da proteina (12,6 meses versos 24,8 meses (p=0,0003).
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Na literatura médica especializada ha poucos estudos avaliando o
papel progndstico da imunoexpressao da proteina WT1 em tumor de Wilms.
Nos resultados de CHEN et al. (2004) 23% (3 de 13 ) dos pacientes com
estadio precoce (I/Il) apresentavam blastema com imunoexpressao nuclear
do WT1, enquanto que 67% (8 de 12) dos que tinham estadio avangado
(I1l/IV) apresentavam blastema com positividade nuclear do WT1 (p=0,036).
Esse resultado é divergente dos nossos achados, pois os pacientes com
estadio precoce 94% tiveram imunoexpressao nuclear do WT1 e 81% dos
que tinham estadio avangcado apresentaram essa positividade (p=0,036).
Além da imunoexpressao do WT1 ter sido associada aos estadios mais
precoces de doencas, 0os pacientes que tinham a imunoexpressao tiveram
sobrevida superior aos que nao tinham (81% versus 60%), apesar desta
diferenga nao ter sido estatisticamente significativa (p=0,061).

A via Wnt também tem um importante papel tanto na formacgao do rim
normal quanto na tumorigénese do tumor de Wilms e outros tumores
(KOESTERS et al. 1999; MAITI et al. 2000; KUSAFUKA et al. 2002; ZIRN et
al. 2006). N6s estudamos o perfil de imunoexpresséao de trés proteinas que
participam diretamente desta via. As proteinas p-catenina, E-caderina e APC
foram avaliadas nos diferentes tecidos tumorais (blastema, epitélio e
estroma) e também nos  diferentes componentes  celulares
(membrana,citoplasma e nucleo).

Ao analisarmos o perfil de expressdo da proteina [-catenina
observamos que na maioria dos casos estudados houve preservagao da

imunoexpressdo em membrana (85%) e citoplasma (94%) e em 24% dos
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casos encontramos acumulo nuclear dessa proteina. A imunoexpressao
nuclear ocorreu principalmente nos componentes blastematoso (21% dos
casos estudados) e estromal (36%), enquanto que foi pouco freqlente entre
as células do componente epitelial (5% das células do componente epitelial
estudadas). Em 14% e 75% dos casos, as células do componente
blastematoso e  estromal respectivamente, nado  apresentaram
imunoexpressdo em membrana da B-catenina. Ja no componente epitelial,
apenas em 5% dos casos nao foi encontrada imunoexpressao da p-catenina
em membrana. No rim normal avaliado ndo houve imunoexpressao nuclear
da B-catenina, apenas em 2 casos néao foi encontrada imunoexpressao em
membrana e todos os casos apresentavam expressao em citoplasmatica.

Estes achados sugerem que mutacdo do gene p-catenina e/ou
alteracdes de sinalizagdo da via Wnt podem levar ao acumulo anormal da
proteina B-catenina no nucleo celular assim como causar perda da
expressao em membrana, principalmente nas células tumorais do estroma e
do blastema, contribuindo de alguma forma para o desenvolvimento do
tumor de Wilms nestes casos.

KOESTERS et al. (2003) analisaram a expressao celular da proteina
B-catenina e correlacionaram seus achados com a mutagcdo do gene f-
catenina. Semelhante aos nossos resultados, os autores encontraram
imunorreatividade da p-catenina em membrana e citoplasma em todas
células do componente epitelial de todos os tumores avaliados. Enquanto
que expressao nuclear da p-catenina foi encontrada nos componentes

blastematoso e estromal, apesar de fortemente expressas, apenas 5 a 10%
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das células de cada tumor tinham expressao nuclear. Neste estudo todos os
9 tumores que apresentavam mutagdo do gene f-catenina tinham
concomitante imunoexpressdo da proteina fp-catenina em todos os
componentes celulares, enquanto que dos 27 tumores que n&o tinham
mutagcdo detectavel, quinze (quase 50%), também apresentavam
imunoexpressao em todos os componentes celulares, incluindo acumulo
nuclear. Os autores sugerem que imunorreatividade nuclear da proteina B-
catenina na auséncia de mutagcdo do gene f-catenina, indica que defeitos
em outros genes da via Wnt podem estar envolvidos no desenvolvimento do

tumor de Wilms.

Outros estudos que compararam mutagdo do gene p-catenina e
expressdo da proteina p-catenina em outros tumores, também n&o
conseguiram explicar a expressdo nuclear de [-catenina apenas como
secundaria a mutagdo do gene f-catenina. SU et al. (2006), analisaram 91
casos de tumores carcinoides gastrointestinais e observaram que expressao
nuclear da p-catenina em 29,7% dos casos, dos quais em nenhum
encontrou-se mutagdes dos genes f-catenina ou APC, ou seja, a mutagao
desses genes néo parece estar implicada na presenca de expressao nuclear
da B-catenina nesses tumores. YAMAOKA et al. (2006), ao estudar 15 casos
de hepatoblastoma encontraram imunopositividade nuclear da p-catenina em
todos, porém nenhum apresentava mutagao do CTNNB1 (gene que codifica

a proteina B-catenina).
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Os nossos resultados ndo mostraram  associacdo da
imunopositividade da B-catenina com idade do paciente ao diagndstico,
estadio da doenca, realizagcao de quimioterapia pré-operatéria ou evolugéo
dos pacientes. No estudo de KOESTERS et al. (2003) a imunoexpressao da
B-catenina também n&o foi diferente em relagdo ao estadio ou com presenga
de histologia desfavoravel. Entretanto, ELLISON et al. (2005), ao
correlacionarem a imunoexpressao de f-catenina com evolugédo dos
pacientes com meduloblastoma, encontraram melhor sobrevida global e livre
de doenca para o grupo de pacientes que tinha imunorreatividade nuclear.

RAMBURAN et al. (2006) estudaram a imunoexpressdao de E-
caderina, caderina-11, a-, B- e y-catenina em nefroblastoma. Nesse estudo
os tumores que receberam quimioterapia pré-operatoria apresentaram mais
freqientemente a expressao de E-caderina, a- e y-catenina. Como nos
nossos resultados, os autores ndo encontraram relagao entre expressao de
E-caderina e pB-catenina com a evolugao dos pacientes.

Em nossa analise, avaliando a imunoexpressao de E-caderina nos
componentes celulares encontramos que houve imunoexpressdo na
membrana em 47% dos casos, em citoplasma em 44% e em nucleo em
12%. O acumulo em nucleo foi encontrado principalmente nos componentes
blastema e mesénquima, 21 e 25% respectivamente, enquanto que a
positividade nuclear da E-caderina s6 foi observada em 6% no componente
epitelial. A imunoexpressdo em membrana foi frequente nos componentes
blastematoso (86%) e epitelial 91%, porém inexistente no componente

estromal. Ja as células de tecido renal que mostraram imunoexpressao de
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E-caderina, todas tinham positividade em membrana e citoplasma, e
nenhuma em nucleo.

Semelhante aos nossos achados, SCHULZ et al. (2000), mostraram,
por meio de imunoistoquimica, que 50% dos tumores avaliados tinham
alteracao na expressdo da E-caderina, sendo que 27% tinham expressao
nuclear ou citoplasmatica e 23% nao apresentaram imunorreatividade em
membrana citoplasma ou nucleo. Neste mesmo estudo os autores nao
identificaram alteragdes em RNA mensageiro usando RT-PCR, e apenas em
2 de 20 tumores observou-se perda de um alelo da E-caderina.

Assim como a B-catenina, também n&o foi encontrada associagao
estatisticamente significativa entre a imunoexpressao de e-caderina e idade
do paciente, estadio da doenca, utilizacdo de quimioterapia pré-operatoria e
evolucdo dos pacientes. SAFFORD et al. (2005), encontraram significativa
reducdo da imunoexpressdao de E-caderina em pacientes com tumor de
Wilms que apresentavam metastases ao diagnostico, porém nao
encontraram relacdo desse achado com frequéncia de recaida. Neste
estudo, os autores também encontraram, cinco mutacdes diferentes em sete
tumores com estadio avangado e apenas uma mutagdo em um tumor com
estadio precoce de doengca. ALAMI et al. (2003), estudando a
imunoexpressao de E-caderina, y- e -cateninas em tecido de tumor primario
e de metastases em tumor de Wilms, encontraram significativa baixa
expressao de E-caderina e y-catenina citoplasmatica e imunopositividade da
B-cateninas em nucleo em tecido metastatico, quando comparado ao tumor

primario, sugerindo que essas proteinas possam estar envolvidas com
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mecanismo de desenvolvimento das metastases em nefroblastoma. De fato,
outras publicacbes, estudando principalmente carcinomas, também tem
implicado a E-caderina e B-catenina como proteinas que podem ter papel na
disseminagdo tumoral (PARKER et al. 2001; TANAKA et al. 2002).

Nossa analise mostrou imunoexpressdo do APC em nucleo em 95%
dos tumores avaliados, em citoplasma em 9% e nenhum apresentou
expressao em membrana. Nos componentes blastematoso e epitelial houve
imunopositividade nuclear em 100% dos casos avaliados. No componente
mesenquimal a positividade nuclear ocorreu em 89% dos casos. Nas
amostras de rim normal 100% apresentaram imunoexpresséao citoplasmatica
do APC e houve imunopositividade nuclear em 9% dos casos. N&o
encontramos estudos publicados que demonstrem a frequéncia de
imunoexpressdao de APC especificamente em nefroblastoma. Entretanto é
descrito que o APC pode transitar entre o citoplasma e nucleo e pode afetar
diretamente o acumulo de B-catenina no citoplasma ou no nucleo devido sua
capacidade de alterar a estabilizagdo dessa proteina (HENDERSON et al.
2000). HAO et al. 2002, estudando a expressao de B-catenina e perda do
alelo APC em carcinoma colorretal esporadico, sugerem que, apesar de
existir alguns mecanismos capazes de causar expressdao andmala da [-
catenina, a disfuncdo do APC pode ter um papel importante nessa
expressao.

RAMBURAN et al. (2005) encontraram que, dos 100 tumores de
Wilms avaliados, trinta por cento apresentavam perda de heterozigose do

APC e 16% inabilidade microsatélite deste gene. Estes achados néo
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apresentaram correlagdo com as caracteristicas clinicopatolégicos e nao
demonstrando papel prognéstico nesta analise. No estudo de LUGLI et al.
(2007), a perda citoplasmatica do APC, analisada usando TMA, em cancer
colorretal, também nao foi significativamente associada aos fatores de
progndsticos estudados. Nos 89 hepatocarcinomas estudados por ISHIZAKI
et al. (2004), nao foram encontradas mutagdes do APC, entretanto acharam
mutag¢des nos genes p-catenina em 41,7% dos casos, Axinl em 54,2% e
Axin2 em 37,5%, sugerindo que as mutagdes destes genes possam alterar a
sinalizagdo da via Whnt, resultando no acumulo nuclear da proteina B-
catenina.

Assim como B-catenina e E-caderina, ndo encontramos associagao da
imunoexpressao do APC com idade do pacientes, estadio da doenca,
realizagao de quimioterapia pré-operatoria e presenca de recaida.

Apesar de todos os avangos alcangados nos ultimos anos sobre os
conhecimentos do tumor de Wilms, talvez a ciéncia esteja dando os
primeiros passos para a compreensido dos caminhos que levam ao
desenvolvimento do nefroblastoma. Provavelmente, existam varias vias,
associadas entre si ou ndo, envolvidas na complexa tumorigénese deste
tumor.

MAITI et al. (2000) encontram associagédo significativa entre a
mutacdo do WT1 e da B-catenina, sendo que dos 20 tumores que tinham
mutagcdo da B-catenina, dezenove tinham concomitante mutagdo do WT1.
Nos nossos resultados n&o encontramos associagdo significativa entre a

imunoexpressdo do WT1 com a imunoexpressdo da B-catenina de uma
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forma geral, ou quando analisado separadamente os diferentes
componentes tumorais. Em correlagdo com os resultados descritos acima
por MAITI et al. (2000), podemos supor que as mutagdes tanto de WT1
quanto da pB-catenina, podem n&o ser isoladamente responsaveis por
alteragdes na imunoexpresséo dos produtos desses genes.

Em nossas analises, a imunoexpressao do WT1 foi significativamente
associada com a expressao da proteina APC no nucleo e com a auséncia de
sua expressdao no citoplasma. Sugerindo que o acumulo nuclear das
proteinas WT1 e APC possam estar diretamente relacionadas a uma
alteracao especifica na via Wnt. Nao foram encontrados artigos que avaliem
a relacao entre a imunoexpressao de WT1 e APC.

A imunoexpressdo do APC no nucleo também foi associada com a
expressdo da p-catenina em citoplasma e membrana. Ndo observamos
associagao entre a imunoexpressdao nuclear do APC e da B-catenina,
entretanto, dos 5 casos onde ndo houve imunoexpressao do APC no nucleo
nenhum tinha B-catenina nuclear expressa. A falta de poder estatico dessa
analise pode se dever ao fato que dos 94 casos onde o APC foi avaliado,
apenas 5 nao apresentaram imunorreatividade em nucleo celular. Por outro
lado, encontramos uma tendéncia de associagdo da imunoexpressao da -
catenina com perda de expressdo do APC no citoplasma (p=0,080).
Portanto, &€ provavel que exista realmente um mecanismo comum que leve a
expressao andmala dessas proteinas nas células do tumor de Wilms.

Foi encontrada associagao entre a imunoexpressao da p-catenina em

membrana com E-caderina em membrana e citoplasma, mas nao
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observamos associagao de expressao anormal entre ela. O que poderia
sugerir que, mesmo participando da via Wnt, essas duas proteinas nao
estejam simultaneamente alteradas na tumorigénese do nefroblastoma.

Em recente publicagdo MASCHIETTO et al. (2008) investigaram a
associagao entre os genes envolvidos na nefrogenese e os encontrados no
tumor de Wilms e observaram que o0s genes presentes no componentes
blastematosos coincidiam com a maioria dos genes encontrados na fase
inicial do deselvolvimento do tecido renal normal Trés genes envolvidos na
via Wnt (PLCG2, ROCK2 e APC) estavam simultamente expressos no rim
embrionario e no componente blastematoso do tumor de Wilms.

Diante dos nossos resultados e dos estudos publicados na literatura,
percebemos que a tumorigénese do nefroblastoma é bastante complexa,
pois varios mecanismos podem estar envolvidos e determinado mecanismo
que culmina com expressao anormal de proteinas especificas podem ocorrer
em uns casos, mas em outros nao.

De fato, o tumor de Wilms, assim como a maioria dos canceres, €
caracterizado por alteragcbes de multiplos genes. Alguns envolvidos no
crescimento celular, outros com a diferenciacdo e outros com o potencial
proliferativo das células tumorais.

Além do papel prognéstico que as alteracbes génicas possam
representar, o conhecimento de suas implicagdes na tumorigénese do
nefroblastoma pode ser o primeiro passo para o desenvolvimento de um

tratamento especifico, com menos efeitos toxicos, por meio de terapia alvo.
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A analise da expressao de proteinas que possam estar envolvidas no
mecanismo de formacgao do tumor de Wilms, representa um dos caminhos
que pode ser explorado para um melhor entendimento da tumorigénese
dessa doenca. Infelizmente, os estudos de imunoexpressdo nado seguem
padroes definidos, o que dificulta muito a comparacdo dos resultados. No
nosso estudo, seguindo uma padronizagédo do departamento de Anatomia
Patolégica da nossa instituicao, optamos por considerar como imunopositiva
as amostras que tivessem pelo menos 10% das células do spot positivas,
sem considerar a intensidade da expressado. Devemos salientar de forma
critica que poderiamos ter resultados distintos dos que encontramos caso
tivéssemos optado por outro ponto de corte para considerar
imunoexpressao, ou se tivéssemos classificado a intensidade da expressao
do marcador.

Acreditamos que a metodologia e os resultados deste estudo,
juntamente com os conhecimentos obtidos em outros estudos ja realizados e
ainda a serem feitos, possam, de alguma forma, gerar conhecimentos
capazes de criar padrdées uniformes para analise dos achados de

imunoexpressao.
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CONCLUSOES

PRINCIPAIS

WT1 e p53 foram mais frequentemente expressos no componente
blastematoso e epitelial que no estromal. O tecido renal normal
demonstrou auséncia de expressdo desses marcadores em todos os
casos estudados.

A expressao nuclear da p-catenina foi mais frequente noblastema e
mesénquima, pouco frequente em epitélio e inexistente em tecido
renal normal.

E-caderina em nucleo foi pouco frequente em todos os componetes
tumorais.

Nao houve expressdo em membrana da E-caderina no componente
mesenquimal.

Na maioria dos casos a E-caderina no estroma nao foi expressa em
nenhum componente celular.

O APC em nucleo foi frequentemente expresso em todos os
componentes do tumor de Wilms.

No rim normal o APC nao apresentou expressao nuclear.

A perda de expressao da da E-caderina em membrana, a expressao
da B-catenina e APC em nucleo sugerem alteragao da via WnT e

consequente influéncia na tumorigénese do tumor de Wilms.
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Ndo houve associagao estaticamente significativa entre os
marcadores estudados e as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas,
tratamento e evolugdo dos pacientes, com exceciao da expressao
WT1 que foi associada com estadios precoces.

Nao foi encontrada diferengca da sobrevida livre de doenca dos
pacientes deste estudo em relacdo a expressdo dos marcadores
estudados.

Observou-se associagao entre a expressao de:

o WT1 com p53

o WT1 com APC em citoplasma e em nucleo
o p53 com B-catenina, E-caderina e APC em nucleo
o B-catenina em membrana com E-caderina em membrana e

citoplasma e APC em nucleo.

o B-catenina em citoplasma com APC em nucleo
o E-caderina em nucleo com APC em citoplasma.
SECUNDARIAS

A mediana de idade foi 3anos, a maioria dos pacientes era do sexo
feminino e da raga branca. A maior parte deles tinham estadios de | a
[ll. Cirurgia foi a primeira abordagem terapéutica na maioria dos casos

deste estudo.

Sobrevida global em 5 anos foi 83% e a sobrevida livre de eventos
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Anexo 1 - Ficha para levantamento dos dados clinico-epidemioldgicos.

1- NOME:
2- RG:
3- DATA NASCIMENTO:
4- DATA ADMISSAO:
5- PROCEDENCIA:
6- RACA: ( ) BRANCA ( )NEGRA ( )ASIATICA ( )OUTRAS
7- HISTORIA FAMILIAR: ( )NAO ( )SIM QUAL:
8- SINAIS E SINTOMAS ( ) MASSA ABDOMINAL ( )DOR ABDOMINAL
( )JHEMATURIA ( )HIPERTENSAO ( )OUTROS:

9- ESTADIO ()l ()1l ()Nl ()NV ()V
10- ANOMALIAS CONGENITAS ( )NAO ( )SIM QUAL:
11- TRATAMENTO REALIZADO

QUIMIOTERAPIA /PROTOCOLO:

CIRURGIA ( )NAO ()SIM ( )PRE-QT ( )POS-QT

RADIOTERAPIA ( )NAO ( )SIM ( ) TUMOR PRIMARIO

( )PULMAO
( ) OUTROS
13- DATA DO FIM DO TRATAMENTO:
12-  RECAIDA( )NAO ( )SIM DATA:
SiTIO: ( )ABDOMEN ( )PULMAO ( )OUTROS

13- EVOLUCAO ( VIVO ( )OBITO
14-  DATA DO ULTIMO CONTATO:



Anexo 2 — Planilha do TMA.
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Anexo 3 — Expressao de p-Catenina E-Caderina e APC dos 96 pacientes.

CASO B-CATENINA E-CADERINA APC
Memb | Citop. | Nicleo | Memb | Citop. | Ndcleo | Memb | Citop. | Nucleo

1 pos pos neg pos pos pos neg pos

2 neg pos pos neg neg neg neg neg pos

3 pos pos neg pos pos neg neg neg pos

4 pos pos neg pos pos neg neg neg pos

5 neg pos neg neg neg neg neg neg pos

6 pos neg neg pos neg neg neg neg pos

7 pos pos neg neg neg neg neg neg neg

8 pos pos neg pos neg neg neg neg pos

9 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
10 pos pos neg pos pos neg neg neg neg
11 pos pos neg pos pos pos neg neg pos
12 pos pos pos pos pos neg neg neg pos
13 neg pos neg neg neg pos neg pos
14 neg pos neg neg neg neg neg neg neg
15 neg pos pos neg neg pos neg neg pos
16 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
17 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
18 pos pos pos pos neg pos neg neg pos
19 pos pos pos pos neg neg neg neg pos
20 pos pos neg pos pos neg neg pos
21 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
22 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
23 neg pos neg neg neg neg neg pos
24 pos pos neg pos pos pos neg neg pos
25 pos pos neg pos pos pos neg neg pos
26 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
27 pos pos pos neg pos neg neg neg pos
28 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
29 pos pos pos neg neg pos
30 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
31 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
32 neg pos neg neg neg pos neg neg pos
33 pos pos neg neg pos pos neg neg pos
34 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
35 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
36 pos pos neg neg pos neg neg pos
37 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
38 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
39 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
40 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
41 pos pos neg neg neg pos
42 neg pos neg neg pos neg neg neg pos
43 neg pos pos neg neg neg neg neg pos
44 neg pos neg pos neg neg neg neg pos
45 pos pos pos neg neg pos
46 pos pos pos neg neg neg neg neg pos
47 pos pos pos neg pos neg neg neg pos
48 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
49 pos pos neg pos pos neg neg pos pos
50 pos pos pos neg neg neg neg neg pos




CASO B-CATENINA E-CADERINA APC
Memb | Citop. | Nicleo | Memb | Citop. | Nucle | Memb | Citop. | Ndcle
0 . 0

51 pos neg neg neg neg neg neg neg pos
52 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
53 pos pos pos pos pos neg neg neg pos
54 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
55 pos pos neg pos neg neg neg pos pos
56 pos pos pos neg neg neg neg neg pos
57 pos pos pos pos pos pos neg neg pos
58 pos pos pos neg neg neg neg neg pos
59 neg neg neg neg neg neg
60 pos pos neg neg pos pos
61 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
62 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
63 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
64 pos pos pos neg pos neg neg neg pos
65 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
66 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
67 pos pos pos

68 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
69 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
70 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
71 pos pos pos pos neg neg neg neg pos
72 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
73 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
74 neg neg neg neg neg neg neg neg pos
75 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
76 pos pos pos pos pos pos neg neg pos
77 pos pos pos pos pos neg neg neg pos
78 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
79 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
80 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
81 pos neg neg neg neg pos
82 pos pos pos neg neg pos
83 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
84 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
85 pos pos neg neg neg pos
86 pos pos neg neg neg pos
87 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
88 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
89 pos pos neg pos neg neg neg neg pos
90 neg pos pos neg neg neg neg neg pos
91 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
92 pos pos neg pos pos neg neg neg pos
93 pos pos neg neg pos neg neg neg pos
94 pos pos neg neg neg neg neg neg pos
95 pos pos neg neg neg neg pos pos
96 pos pos neg pos pos neg neg neg pos




