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EPIGRAFE

E proibido chorar sem aprender,
Levantar-se um dia sem saber o que fazer
Ter medo de suas lembrancgas.

E proibido néo rir dos problemas

Ndo lutar pelo que se quer,
Abandonar tudo por medo,

Néo transformar sonhos em realidade.

E proibido ndo demonstrar amor
Fazer com que alguém pague por tuas duvidas e mau-humor.

E proibido deixar os amigos
Ndo tentar compreender o que viveram juntos
Chamda-los somente quando necessita deles.

E proibido ndo ser vocé mesmo diante das pessoas,
Fingir que elas néo te importam,

Ser gentil s6 para que se lembrem de vocé,
Esquecer aqueles que gostam de vocé.

E proibido ndo fazer as coisas por si mesmo,

Néo crer em Deus e fazer seu destino,

Ter medo da vida e de seus compromissos,

Ndo viver cada dia como se fosse um ultimo suspiro.

E proibido sentir saudades de alguém sem se alegrar,
Esquecer seus olhos, seu sorriso, s6é porque seus caminhos se
desencontraram,

Esquecer seu passado e pagd-lo com seu presente.

E proibido ndo tentar compreender as pessoas,
Pensar que as vidas deles valem mais que a sua,
Ndo saber que cada um tem seu caminho e sua sorte.

E proibido ndo criar sua histdria,

Deixar de dar gragas a Deus por sua vida,

Ndo ter um momento para quem necessita de vocé,

Néo compreender que o que a vida te dd, também te tira.

E proibido néo buscar a felicidade,

Ndo viver sua vida com uma atitude positiva,

Néo pensar que podemos ser melhores,

Ndo sentir que sem vocé este mundo ndo seria igual.

- Pablo Neruda
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RESUMO

Mourao, TC. Avaliagao do valor prognodstico da expressdao imuno-histoquimica das proteinas
renina, eritropoietina e catepsina D em pacientes portadores de carcinoma de células renais

do tipo células claras. [Tese de doutorado]. Sdo Paulo; Fundacdo Antonio Prudente; 2023.

INTRODUGCAO: Nas ultimas décadas, houve uma migracdo do diagnéstico do carcinoma de
células renais (CCR) para estadios mais precoces. Contudo, ndo houve uma concomitante
redugao das taxas de mortalidade. Caracteristicas tumorais e relacionadas aos pacientes
apresentam o maior impacto progndstico, particularmente estadio clinico, tamanho tumoral,
grau nuclear e subtipo histolégico. No entanto, agrupa-las com outros parametros, inclusive
biomoleculares, pode levar a uma analise mais acurada. OBJETIVO: Nosso objetivo foi avaliar
a expressao imuno-histoquimica (IHQ) e o valor progndstico da eritropoietina (EPO), da
catepsina D (CTSD), além de entender se a expressdo concomitante da renina (REN), com cada
um desses dois marcadores, interfere nos desfechos oncolégicos do CCR do tipo células claras
(CCRcc) em pacientes ndo metastaticos. MATERIAL E METODOS: Foram analisados dados de
729 pacientes com CCRcc submetidos a tratamento cirurgico no A.C.Camargo Cancer Center
entre 1985 e 2016. Todas as laminas passaram por revisao anatomopatoldgica central por
uropatologistas especializadas. Blocos de tissue microarray (TMA) foram construidos com
amostras duplicadas de cada caso e as reagdes IHQ foram realizadas com clones de anticorpos
previamente selecionados para REN, EPO e CTSD. As expressdes de REN e EPO foram
classificadas qualitativamente em “positiva” ou “negativa”. A expressao da CTSD foi
classificada em “expressao fraca ou ausente” ou “forte expressao”. Foram analisadas
associacbes com as varidveis clinicas e patoldgicas e as taxas de sobrevida global (SG),
sobrevida cancer especifica (SCE) e sobrevida livre de recorréncia (SLR) em 10 anos.
RESULTADOS: A REN mostrou-se positiva em 426 casos (70,6%) e negativa em 177 (29,4%). A
expressao positiva de EPO ocorreu em 86,6% da amostra. Ja a CTSD, apresentou expressao
fraca ou ausente em 58,2% e expressao forte em 41,3% dos casos. A expressao de EPO nao
impactou os desfechos oncoldgicos, nem se associou com varidveis clinicas ou patoldgicas de
destaque, mesmo quando analisada em conjunto com a expressao de REN. Esta ultima,

quando ausente, associou-se com idade mais elevada, anemia pré-operatodria, tamanho



tumoral, infiltracdo de gordura perirrenal, hilo ou seio renal, invasao microvascular, necrose,
alto grau nuclear de ISUP e estadio clinico IlI-1V. Por outro lado, a forte expressao de CTSD
também se associou com vdrias dessas varidveis de pior progndstico. A auséncia de expressao
IHQ de REN e a forte expressao de CTSD, tanto de modo isolado, como em conjunto, foram
fatores preditores de pior SG e SCE em 10 anos. A auséncia da primeira e, particularmente, a
combinac¢do dos dois fatores influenciaram negativamente também a SLR. CONCLUSAO:
Enquanto a EPO nao demonstrou valor progndstico neste estudo, a auséncia de REN, a forte
expressao de CTSD, além da combinacdo destes dois fatores, foram capazes de se associar

com piores desfechos oncoldgicos no CCR nao metastatico.

Descritores: Carcinoma de células renais, expressdao imuno-histoquimica, fatores

progndsticos, catepsina D, eritropoietina, renina



ABSTRACT

Mourdo, TC. [Analysis of the immunohistochemical expression and the prognostic value of
renin, erythropoietin, and cathepsin D in patients with clear cell renal cell carcinoma). [Tese

de doutorado]. Sdo Paulo; Fundacdo Antbnio Prudente; 2023.

INTRODUCTION: In the last decades, it has been observed a stage migration in renal cell
carcinoma (RCC). However, there was no concomitant reduction in mortality rates. The
tumoral factors, such as the clinical stage, tumor size, nuclear grade, or histologic subtype,
have been characterized as major predictors. Nonetheless, an improvement of this analysis
can be achieved after combine them with other variables, including biomolecular factors.
PURPOSE: To assess the immunohistochemical (IHC) expression and the prognostic value of
erythropoietin (EPO) and cathepsin D (CTSD), besides evaluating if the concomitant expression
of the previously studied protein renin (REN), with each one of the other markers, can
influence the prognostic outcomes in non-metastatic patients. MATERIAL AND METHODS: A
total of 729 patients with clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) who underwent surgical
treatment at A.C.Camargo Cancer Center between 1985 and 2016 were evaluated. All cases
of the tumor bank were centrally reviewed by dedicated uropathologists. IHC expression
patterns of the markers were assessed with a tissue microarray technique. REN and EPO were
classified as “positive” or “negative expression”. CTSD was grouped in “absent or weak
expression” or “strong expression”. Associations among clinical and pathological variables and
the studied markers, besides of the 10-year overall survival (OS), cancer specific survival (CSS),
and recurrence free survival (RFS) rates were described. RESULTS: The REN expression was
positive in 426 (70.6%) cases, and the EPO positive expression was observed in 86.6%. It was
evidenced an absent or weak expression of CTSD in 58.2%, and a strong expression in 41.3%
of this cohort. EPO expression showed no impact on survival rates, even if concomitantly
assessed with REN. The negative expression of REN associated with advanced age,
preoperative anemia, larger tumors, perirenal fat, hilum or renal sinus infiltration,
microvascular invasion, necrosis, high nuclear grade, and clinical stages Ill or IV. On the other
hand, the strong expression of CTSD associated with poor prognostic variables. Both of these

expression patterns of REN and CTSD were unfavorable predictors of 10-year OS and CSS.



Particularly, the combination of negative REN and strong CTSD expression presented worse
impact on these rates than the isolated analysis of each one, including a higher risk of
recurrence. CONCLUSION: The loss of REN expression and the strong expression of CTSD were
independent prognostic factors in non-metastatic ccRCC, particularly when the concomitant
expression pattern of both markers is present. The immunohistochemical expression of EPO

did not influence survival rates in this study.

Keywords: Renal cell carcinoma, immunohistochemical expression, prognostic factors,

cathepsin D, erythropoietin, renin



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE FIGURAS

Representagdo esquematica da evolugdo das terapias sistémicas para o
carcinoma de células renais metastatiCo ......ccccovvvveeeiiiniiiiieee e
Representagdo do sistema renina-angiotensina com suas vias sinalizagao
alternativas € CONVEIZENTES ...cc.uvvivviieiciiie ettt
Desenho esquematico de um néfron adulto ........cccvveeeiiiiiiiiiiiiiniiieeeee,
Mecanismo proposto da fung¢do da pCTSD/CTSD na progressao do cancer
Contribuicao da sinalizagao do SRAA para a inflamagao, angiogénese e
CresCimento tUMONAl . .icuiie e e
Demonstracao esquematica de preparo das laminas pelo método de TMA
Fotomicrografias exibindo a expressao imuno-histoquimica da renina em
tecido renal neoplasico (Aumento original de 100X) .........ccceevveeevveeeennen.
Fotomicrografias exibindo a expressdao imuno-histoquimica da
eritropoietina em tecido renal neopldsico (Aumento original de 100x) ....
Distribuicdo do numero de casos com relagdo a expressdao imuno-
histoquimica dos marcadores ao longo do periodo do estudo ..................
Fotomicrografia exibindo um caso com auséncia de expressao imuno-
histoquimica da catepsina D em tecido renal neopldsico (Aumento

(oY g T =410 b= o [T 0 [0 S UUSPRR

11

24

26

29

31

36

56

57

58

64



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Fotomicrografias exibindo a expressao imuno-histoquimica da catepsina
D em tecido renal neoplasico (Aumento original de 100X) .........cccceeeennne.
Grafico descritivo de Boxplot demonstrando grau de expressdao da

catepsina D no CCR e nas amostras de tecido renal nao neoplasico

Distribuicdo dos casos com relagdo a expressao imuno-histoquimica da
catepsina D ao longo do periodo do estudo ........cccccumviriiiiiiieeeeieeeeee e,
Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada
de acordo com a expressao qualitativa de renina em doentes com CCRcc
NA0 METASTALICO 1oivuiiiiiie it e e e s s

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada
de acordo com a expressao qualitativa de eritropoietina em doentes com
CCRCC NGO MELASTALICO toviiviiiiieeeiiiiiree et er e e e
Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada
de acordo com a expressdao de ambos os marcadores ou a auséncia de
expressdo de pelo menos um dos marcadores REN e/ou EPO em doentes
com CCRCC NA0 MELASTALICO .oovueiiiieeiiiiiieee e

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer-especifica em 120 meses
estratificada de acordo com a expressao qualitativa de renina em doentes
com CCRCC NA0 MELASTALICO .oouuiiiieeiieiiiiee e
Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer-especifica em 120 meses
de acordo com a expressao de eritropoietina em doentes com CCRcc nao

PNIETASTATICO 1eeveniiieeeteite ettt e et ettt e et e ettt e s e et s etaaeseaaesesaneesannesenans

65

66

66

69

70

70

74



Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer-especifica em 120 meses
estratificada de acordo com a expressao de ambos os marcadores ou a
auséncia de expressdo de pelo menos um dos marcadores REN e/ou EPO
em doentes com CCRcC N30 MetastatiCo ....oovvvveeeiiiniiiiieee e,
Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses
estratificada de acordo com a expressao qualitativa de renina em doentes
com CCRCC NA0 MELASTALICO .oovueviiieiiiiiiiiee e

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses
de acordo com a expressao de eritropoietina em doentes com CCRcc nao
METASTATICO .vvviiiieiiiie e et e e
Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses
estratificada de acordo com a expressao de ambos os marcadores ou a
auséncia de expressdo de pelo menos um dos marcadores REN e/ou EPO
em doentes com CCRcC N30 MetastatiCo .....ovvvvveeeeiiiiiiieee e,

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada
de acordo com as combinagdes de expressdao de renina e eritropoietina
em doentes com CCRcC N30 MetastatiCo .....ovvvvveeeeiviiiiieee e,

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer-especifica em 120 meses
estratificada de acordo com as combinag¢des de expressdao de renina e
eritropoietina em doentes com CCRcc ndo metastatico ........ccccceuvvvvrrennnn.
Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses
estratificada de acordo com as combinag¢des de expressdao de renina e

eritropoietina em doentes com CCRcc ndo metastatico .........cceeeeunnnnnnns

75

79

80

80

84

85

85



Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada
de acordo com o grau de expressao qualitativa da catepsina D em doentes
com CCRCC NA0 MELASTALICO .oovuviiiieeieiiiiiee et

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer-especifica em 120 meses
estratificada de acordo com o grau de expressao qualitativa da catepsina
D em doentes com CCRcc N30 mMetastatiCo ...evevvvvvveeeeiiniiiiieee e

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses
estratificada de acordo com o grau de expressao qualitativa da catepsina
D em doentes com CCRcc Nd0 MetastatiCo ...evvevvvvveeeeiiniiiiieei i

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada
de acordo com as combinacdes de expressdo de renina e catepsina D em
doentes com CCRcC N30 MEaStAtiCO ...uvvvveiviiiiieieiiriiieee e
Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica em 120 meses
estratificada de acordo com as combinag¢des de expressdao de renina e
catepsina D em doentes com CCRcc ndo metastatico ....eevveeeeeeeeiiiennnnns

Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses
estratificada de acordo com as combinag¢des de expressdo de renina e

catepsina D em doentes com CCRcc ndo metastatico .....uevvvveeeeeeeiniennnnns

86

88

91

96

96

97



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

LISTA DE TABELAS

Subtipos histoldgicos do carcinoma de células renais ........ccccveeeeeeeeeeeennnn.
Modelos de avaliagao de risco no carcinoma de células renais avangado.
Descrigdo das varidveis epidemioldgicas e clinicas dos pacientes
portadores de CCRCC (N =729 CASOS) cuvreeeeeeeiiiriieeeeeecireeeeeeeeirree e e e e e
Descricdo das varidveis cirurgicas dos pacientes portadores de CCRcc (n =
729 CASOS) wrreeeeieeiriieeeeeeeiteeeeeeeeetreeeeeeesaaeeeeeeeeasaaeeeeeeasraeeeeeeaaaaraeeeeeennnneees
Descricdo das varidveis patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc (n
= 729 CASOS) cuurriiieeeeiirieeeeeeeitte e e e e e ettre e e e e e e eaaee e e e e e e araeaeeeaaaraaeeeeeannraaaaeaanns
Descricdo do estadiamento patoldgico dos pacientes portadores de
CCRcc, de acordo com o sistema de estadiamento TNM AJCC (82 edicdo),
2016 (N =729 CASOS) ceeeerrrieeeeeeiireeeeeeecirreeeeeeeetreeeeeeeearaeeeeeeeaaaaeeeeeeeasraeeas
Distribuigcdo dos pacientes portadores de CCRcc de acordo com os escores
progndsticos UISS, SSIGN € GRANT ......coviiiiiiiiieei it esiireee e ssineee e
Analise qualitativa da expressao de renina segundo variaveis clinicas,
demograficas e patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc nao-
METASTATICO .evviiiieiiiiee e e st e e e
Analise qualitativa da expressao de eritropoietina segundo varidveis
clinicas, demograficas e patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc
NA0-METASTATICO 1oiviiiiiiee i s beee e e e e s
Estratificagdo dos pacientes portadores de CCRcc ndo-metastatico em

grupos com expressdao de ambos os marcadores (REN e EPO) ou perda de

49

51

52

53

53

59

60



Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

expressdo de pelo menos um deles segundo varidveis clinicas,
demograficas @ PaAtolOGICAS .....ccvvvvviiiiiii i
Analise qualitativa da expressao de catepsina D segundo varidveis
clinicas, demograficas e patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc
g To X 0 aT=T = 1) - | 1 [olo R
Analise simples do risco de 6bito global em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndao metastdtico de acordo com varidveis
SEIECIONAAAS. ...
Modelo de analise multipla do risco de 6bito global em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis
=1 [T el ToT =T I 1SR
Analise simples do risco de ébito cancer-especifico em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis
SEIECIONAAAS ...
Modelo de analise multipla do risco de 6bito cancer-especifico em 10
anos dos pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com
Variaveis Selecionadas .........eeeeeeiee i
Analise simples do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndao metastdtico de acordo com varidveis
=1 [T el ToT =T I 1 U
Modelo de andlise multipla do risco de recorréncia em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis

(=] (ol To ] 0 T= Lo = K-SR RPPTR PPN

62

67

71

73

76

78

81

82



Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Tabela 23

Tabela 24

Tabela 25

Analise simples do risco de 6bito global em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis
SEIECIONAAAS. ...
Modelo de analise multipla do risco de 6bito global em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis
Y=l [Tel o] = Lo - 1P
Analise simples do risco de 6bito cancer-especifico em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis
=1 [T el To T =T I 1R
Modelo de analise multipla do risco de 6bito cancer-especifico em 10
anos dos pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com
Variaveis Selecionadas .........eeeeeeieei e
Analise simples do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis
SEIECIONAAAS. ...
Modelo de andlise multipla do risco de recorréncia em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis
SEIECIONAAAS ...
Modelo de analise multipla do risco de 6bito global em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis
SEIECIONAAAS ...
Modelo de analise multipla do risco de 6bito cancer-especifico em 10
anos dos pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com

VariAVEIS SEIECIONATAS ...eeeenieieee ettt et r et e e ee e s etaneeenans

87

87

89

89

90

92

93

94



Tabela 26

Tabela 27

Tabela 28

Modelo de andlise multipla do risco de recorréncia em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis
SEIECIONAAAS ...
Modelo de analises multiplas do subgrupo de pacientes com pequenas
massas renais, de acordo com varidveis selecionadas ........ccccceeeevverrrennnens
Modelo de analises multiplas do subgrupo de pacientes no estadio clinico

[1I-1V, de acordo com varidveis selecionadas ........ccccceeeeieiiiireeeevivivveinieeennn.

94

99



AAPC

AC-IX
AJCC
ASA

CCR
CCRcc
CCRm
CTLA-4

CTSD

DRC

EC

ECA

ECOG

EPO
GLOBOCAN
GRANT

HAS
HIF
HiFU

IFNa
IGF
IHQ
1nQ

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Alteracdo anual percentual média (do inglés average annual percentage
change)

Anidrase carbénica-IX

American Joint Committee on Cancer

Sociedade Americana de Anestesiologistas (ASA, do inglés: American Society of
Anesthesiologists)

Carcinoma de células renais

Carcinoma de células renais do tipo células claras

Carcinoma de células renais metastatico

Antigeno associado ao linfécito T citotoxico 4 (do inglés cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4)

Catepsina-D

Doenca renal cronica

Estadio clinico

Enzima conversora de angiotensina

Eastern Cooperative Oncology Group

Eritropoietina

Observatério Global do Cancer (do inglés Global Cancer Observatory)
Nomograma que avalia grau, idade, linfonodos e estddio tumoral (do inglés
Grade, Age, Nodes, and Tumor)

Hipertensao Arterial Sistémica

Fator indutor de hipdxia (do inglés hypoxia inducible factor)

Ultrassom focalizado de alta intensidade (do inglés High-intensity focused
ultrasound)

Interferon-alfa

Fator de crescimento insulina-like (do inglés insulin-like growth factor)
Imuno-histoquimica

Intervalo interquartil



IL-2
IMC
INCA
ISUP

LARCG

miRNA
MSKCC
mTOR

NOS
NP
NR
oMms
PD-1
PMR
REN
SBRT
SCE
SG
SLR
SRAA
SSIGN

TCGA
UISS

VEGF

Interleucina-2

indice de massa corpérea

Instituto Nacional do Cancer

Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (do inglés International Society
of Urological Pathology)

Grupo Latino-Americano de Cancer Renal (do inglés Latin American Renal
Cancer Group)

microRNA

Memorial Sloan Kettering Cancer Center

Proteina-alvo da rapamicina em mamiferos (do inglés mammalian target of
rapamycin)

Sintase do dxido nitrico (do inglés Nitric Oxide Synthase)

Nefrectomia parcial

Nefrectomia radical

Organizagao Mundial da Saude

Proteina de morte celular programada 1 (do inglés programmed death 1)
Pequenas massas renais

Renina

Radioterapia estereotatica (do inglés stereotactic body radiation therapy)
Sobrevida cancer-especifica

Sobrevida global

Sobrevida livre de recorréncia

Sistema renina-angiotensina-aldosterona

Nomograma que avalia estadio, tamanho tumoral, grau e necrose (do inglés
Stage, Size, Grade, and Necrosis)

O Atlas do Genoma do Cancer (do inglés The Cancer Genome Atlas)

Sistema de estadiamento integrado da Universidade da Califérnia em Los
Angeles (do inglés UCLA Integrated Staging System for renal cell carcinoma)
Fator de crescimento endotelial vascular (do inglés vascular endothelial growth

factor)



11
111
1.1.2
1.1.3
114
1.1.5
1.2
121
1.2.2
1.2.3
1.3
1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.4
14.1
1.5
1.6

2.1
2.2

3

3.1
3.11
3.1.2

SUMARIO

INTRODUGAD .....oveverrcreresessssessesssssssssssssssesssssnsssssssasesssssssssessssssssssssssessssessssssenssssssssasns 1
ReVISA0 € [ITErAtUIA ...ttt e e s e e s 1
Epidemiologia do CANCEr reNal ...ccooeeeiiiiiiiiiiiee e e 1
FAtOreS 08 MSCO ...veeeiiiiieeiite ettt e e e e s st e s s nne e s eaneee e 2
Aspectos CliNiCOPATOIOZICOS ..covuueiiiieeiiiiiiee e e e s seee e e e e e e 4
MELOAOS AIABNOSTICOS ..veviiiiiiiiiiieiiiiiie et re e e e s e s abr e e e s e s nbaaeeee s 6
TrAtAMEBNTO ..eeeeiiiiiiiiiieie e e 7
Fatores progndsticos no carcinoma de células renais ........cooeuveeeeeiiniiieeeeeiniciineeeeennne 12
Fatores anatomicos, clinicos e histopatolOGiCOS ........ccvvvviiiieiiiiniiiiiieeeceeee e, 12
Nomogramas progndsticos no carcinoma de células renais .......cccceeevvveeeeiiniinieeeeenne 16
Fatores biomOIlECUIAres .........oooiiiiii e 18
O sistema renina-angiotensina-aldosSterona .......cccccvveviieeiiiniiieeee e 22
ATENING 1ottt e e e e e s e 25
AS CAtBPSINAS ettt ettt e e e e e e e e e e et ettt e et bbb b b e e e e e e e aeeeeeeereanaares 27
O sistema renina-angiotensina-aldosterona € 0 CANCEer .......oovvvveveeiriiiveeeeesniieeee e 29
A hipdxia e sua relagao com o carcinoma de células renais ........ccccceveeivveeeeieicieeeenenn. 32
A CrIErOPOIETING ettt e e e e e e e e e eeeeeeeeeenas 33
O tissue Micro@rray (TMA) ......eoe oot e et e e e e e e e e e e e e arae e e e e e e anaaaeeas 35
JUSEIficativa dO @STUAO ....cooueiiiiiiiiee e 37
OBIETIVOS ...ttt s ssssssss st s sassassas st sas s s assasssss anssnssassassssssssnsssnnnnnns 39
(0] o [ AN e TN = L] - | OO TSRS SOR RO PPPPR 39
(0] o [ AN o R =1 o =Tl | i Tole L3PPSR 39
MATERIAL E IMETODOS .....cocuerererreseesssesessessssesessnssessssssesssssssstsssssssssssassesssssssssssnsenes 40
POPUIACA0 O ESTUTO w.veiee et s era e e e e s annanes 40
Critérios d@ INCIUSA0 ..eeiuiiiiiiiiie it 40
Critérios de @XCIUSA0 . ..ueiiiiiiiiiiiee e 40



3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.3
3.3.1
3.4
3.5
3.6
3.6.1
3.6.2

4.1
4.1.1
4.2
42.1
4.3
43.1
43.2
433
4.4
44.1
4.4.2
443
44.4
4.5
45.1
4.5.2

SEIEGCA0 AAS VAMTAVEIS ..vvvvierireie ittt sttt st st st s st ee s eaesaesaesbestesenssnaeaeesnnns 40

Diagnostico € eStadiameNnto .......uuiiiiiiiiiiiiie e 41
Tratamento CIFUIZICO ...uuiiiiiiiiiieee ettt e e e s rree e e e s e be e e e e e s s sabbaeeeeesaanees 41
SEEUIMENTO ..ttt e e e e e e e e e e e et ettt et e e e e s e e e e e eeaeeeenanes 42
Confecgdo do Tissue Microarray (TMA) .....ccooeceirereeeseeeeeeeseeresesse st sessssee e sssseeesnnes 43
Técnica IMUNO-hIStOQUIMICA ..oeiiiiiiiiiiiiiciieee e e rree e 44
ANALISE @STATISTICA ..veuveueeee sttt e st e e e e e 45
X ot PP 46
(0 [ U115 1 or- [ TP TP PP OPPPTRUPPPPTROPPPO 48
Aspectos demograficos, clinicos e patolOICOS ......ccuvvveeiiiiiiiiiiie e 48
Situagao clinica a0 tErmMino dO €STUO ...ccivvueviiiiieiiiiee e 54
RESULTADOS .......ooviuininnintinecnssssasstssesssssssssssssss st ssssssssssssssssssssasssasssssassasssssssssssssssnnnns 55
Reagdes imuno-histoquimicas da renina e da eritropoieting .......cccoecevevvevccrivveeeeeennne 55
Analise qualitativa da expressdao de REN e EPO no CCRcc ndo metastatico ................ 57
Reagdes imuno-histoquimicas da catepsina D ......ccovvvuiieieiiiiiiiieee e 64
Analise qualitativa da expressao de CTSD no CCRcc ndo metastatico ......ccceeeeeuvveenn. 67
Anadlises de sobrevida da EPO @ REN ........coiiiiiiiiiiieiiiee e 69
SODrevida global .........uuiiiiiie e 69
Sobrevida cancer @SPECifiCa ...iivvuiiiii i 74
Sobrevida livre de reCOMENCIA .....ccoiuiiiiiiiee e 79
Anadlises de sobrevida da CTSD ........oiiiiiiiiiiiieeee et 86
SObrevida global .........uiiiiiice e 86
Sobrevida cancer @SPECifiCa ...iiviuiiiii i 88
Sobrevida livre de reCOMMENCIA .....ccouiiiiiiiieieiee e 91
Analises de sobrevida da expressao de REN € CTSD .....cccuvieeeeiiiiiiieeeseniieeee e esiveeeenns 93
Analises de sobrevida @m SUDZIrUPOS ......coiiiiiiiiiiiiiiic e 98
Pequenas MasSas FENAIS «.cccuuuuuuuueuaaaeee e e et e e e eeeeee et eeeerer e e s e e e e e eeeeeeeeeeteeeeesesnnnnanannes 98
EStAdio CHNICO HH-IV 1.t 99
DISCUSSAD ....ccoumresensinscnssessessssssesssssasssssssssssassessssssssssssessssssssessssssssssssssssssssssssnsasssses 102



5.1
102
5.2
5.3
5.4

ASPECEOS  ZEIAIS ettt ettt ettt s r e e et eeee e e e e e e as
Reagdes imuno-histoquimicas de REN € EPO .......coccuviiiiiiiiiiieeeeeniieeee i 105
Reagdes imuno-histoquimicas de CTSD ......ccccviiiieiiiiiiiieeeeriiieee e sireee e 109
Limitag0es dO @STUTO ...cceeieiiiiiei ittt s e e s e s bba e e e e s s areeeas 111
CONCLUSODES .......evsverresrssassssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssessasans 112
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........coeveererereressesssssssssesssssssssssssssssssessssessssssessasssssses 114
ANEXOS
Anexo 1 Sistema de estadiamento TNM do American Joint Committee on Cancer

(AJCC) para cancer renal, oitava edi¢do (2016)

Anexo 2 Nomogramas progndsticos para pacientes com carcinoma de células
renais

Anexo 3 Classificagao das complicagdes cirurgicas de Clavien-Dindo

Anexo 4 Carta de aprovacio do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP

Anexo 5 Carta de aceitagdo do Artigo 1 (03/04/2023)

Anexo 6 Carta de aceitagdo do Artigo 2 (18/05/2023)

APENDICE

Apéndice 1 Ficha de levantamento de dados



1 INTRODUCAO

11 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Epidemiologia do cancer renal

O carcinoma de células renais (CCR) é considerado a neoplasia urolégica mais letal e
tem incidéncia crescente, representando a sexta neoplasia em homens e a décima, em
mulheres (Campbell et al. 2021; Capitanio et al. 2019). Os dados mais atuais do Observatdrio
Global do Cancer (GLOBOCAN, do inglés: Global Cancer Observatory) apontam que o CCR
corresponde a uma proporg¢ao de 2,2% dos novos casos de cancer, considerando todos os
tipos, além de 1,8% das mortes por cancer (Sung et al. 2021).

Sabidamente, esta é uma neoplasia que acomete mais homens, em uma razdo de cerca
de 1,9 homens para uma mulher diagnosticada (Campbell et al. 2021). Nas estimativas para
2020, houve mais de 270 mil novos casos em homens e 160 mil, em mulheres. A taxa de
incidéncia padronizada por idade foi de 6,1 novos casos para cada 100.000 homens e de 3,2
para cada 100.000 mulheres. Do mesmo modo, a taxa de mortalidade padronizada por idade
também foi maior na populagdo masculina, sendo de 2,5 mortes para 100.000 homens, em
comparacdo a feminina, de 1,2 mortes para cada 100.000 mulheres (Ferlay et al. 2021). No
mundo, as taxas de incidéncia sdo mais altas em paises como Republica Tcheca (21,9 por
100.000 em homens), Lituania (18,7 por 100.000 homens) e Estados Unidos (15,6 por 100.000
homens negros e 14 por 100.000 homens brancos) (Scelo and Larose 2018).

Somente nos Estados Unidos, mais de 76 mil casos foram projetados para serem
diagnosticados em 2021 (Siegel et al. 2021). Naquele pais, existe uma probabilidade de 1,7%
de desenvolver CCR ao longo de toda a vida (Howlader et al. 2021). J4 no Brasil, a incidéncia
estimada pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) é de cerca de 7 a 10 casos para cada 100
mil habitantes, correspondendo a mais de 6,2 mil casos anualmente (Instituto Nacional do
Cancer José Gomes de Alencar-INCA 2019).

De acordo com analises feitas a partir de dados do DATASUS, existe uma tendéncia de
aumento de mortalidade crescente em ambos os sexos no Brasil. Entre 1996 e 2019, a
alteracdo anual percentual média (AAPC, do inglés: average annual percentage change) foi de

2,03 em homens e de 1,04, em mulheres. Nesse mesmo periodo, embora as taxas de



mortalidade padronizadas por idade sejam maiores na regidao Sul do pais, a tendéncia de
aumento tem sido mais expressiva nas regides Norte e Nordeste em ambos os sexos (Mourdo
et al. 2022).

Além do aumento da incidéncia, percebe-se uma migracdao do diagndstico para
estagios mais precoces, particularmente com achados incidentais de massas renais por
exames de imagem, como ultrassonografia ou tomografia (Nguyen et al. 2006). No entanto,
atesta-se, de modo consistente, que a maior detec¢do de pequenas massas renais (PMR) ndo
vem reduzindo as taxas de mortalidade da doenga (Hollingsworth et al. 2006).

Com relagdo a distribuicao do CCR por estagios no momento do diagndstico, 65% sao
tumores localizados, 16% apresentam disseminacdo para linfonodos regionais e 16% ja sao
metastaticos. Abrangendo todos os casos, a sobrevida relativa em 5 anos é de 75,6%, sendo
gue nos tumores localizados esse percentual é de 92,7%, na doenca regional é de 71% e, na
doenca metastatica, de apenas 13% (Howlader et al. 2021).

Nos casos ndo metastaticos, cerca de 20% a 30% irdo apresentar recorréncia sistémica
durante o seguimento pds-operatdrio. Em um estudo populacional recente na Suécia, apenas
metade dos pacientes que evoluiram com metastases receberam algum tipo de tratamento

sistémico (Mikami et al. 2014; Dabestani et al. 2016; Choueiri and Motzer 2017).

1.1.2 Fatores de risco

Além do sexo masculino, a idade é um fator de risco bem estabelecido no CCR. O pico
de incidéncia ocorre na sétima década de vida (Snyder et al. 2006; Capitanio et al. 2019) e a
idade mediana de 6bito dos pacientes é de 72 anos (Howlader et al. 2021), sendo que a idade
avangada também estd associada a uma maior mortalidade cancer-especifica (Bandini et al.
2018). Os principais fatores de risco associados ao CCR sdo o tabagismo, a obesidade e a
hipertensdo arterial sistémica (HAS).

Com relagdo ao tabagismo, esse risco aumenta tanto para o desenvolvimento da
doenga, como para o surgimento do CCR de alto grau, tendo associagao com a intensidade e
duracdo desse habito (Lotan et al. 2016). O risco relativo de desenvolver um CCR situa-se em
torno de 1,36 para fumantes atuais e de 1,16 para ex-fumantes, sendo que em pacientes com
uma carga tabagica maior do que 37,5 magos-ano, o risco foi 60% maior do que nos nao

fumantes (Macleod et al. 2013; Cumberbatch et al. 2016).



Os mecanismos bioldgicos que explicam a relacdo entre obesidade e CCR sdo incertos,
embora existam evidéncias sugerindo o papel de fatores de crescimento insulina-like (IGF, do
inglés: insulin-like growth factor), das adipocinas, de hormonios sexuais ou mesmo da
inflamagdo crénica presente na obesidade (Gild et al. 2017; Liao et al. 2017). Os estudos
demonstram uma razao de risco de cerca de 1,7 entre aqueles com o indice de massa corpdrea
(IMC) maior do que 35 kg/m? em comparacdo com os pacientes com IMC normal (Macleod et
al. 2013; Lotan et al. 2016). Nessa mesma linha, o habito de realizar atividades fisicas
regularmente pode ser apontado como um fator protetor, com reducdo de até cerca de 20%
do risco de CCR (Behrens and Leitzmann 2013).

Individuos hipertensos tém um aumento do risco de CCR em torno de 70%, sendo que
guanto maior o grau de hipertensdo, maior é esse risco (Macleod et al. 2013; Capitanio et al.
2019). A principal hipdtese que explica essa relagdo é o envolvimento da hipdxia renal cronica
causada pela transcricdo de fatores indutores de hipdxia (HIF, do inglés: hypoxia-inducible
factors) e da peroxidacao lipidica (Hidayat et al. 2017).

A doenca renal crénica (DRC) é um outro fator de risco bem estabelecido. O risco ao
longo da vida chega a 10 vezes maior quando comparado ao da populacdo geral. Esses
tumores podem ser encontrados em um percentual de cerca de 4% dos rins nativos de
pacientes com DRC em estagio final (Christensson et al. 2013; Lowrance et al. 2014). Inclusive,
existe a descricdo do subtipo especifico de CCR associado a doenca renal cistica adquirida,
com um comportamento mais indolente e ocorrendo na doenca renal em estagio final (Srigley
et al. 2013; Ljungberg et al. 2021).

Por fim, existem outros fatores potenciais, com resultados discutiveis na literatura.
Modificagdes na dieta, com maior ingesta de frutas e verduras, é um deles. O efeito protetor
de uma ingesta moderada de dlcool é verificado em alguns estudos. Atribui-se também um
potencial aumento de risco a outras comorbidades, como litiase urindria, diabetes tipo 2 e
hepatopatias cronicas, assim como também ao uso excessivo do analgésico acetaminofeno e
de anti-inflamatdrios ndo esteroidais (Capitanio et al. 2019). Dentre os fatores ambientais e
ocupacionais, a exposicado ao tricloroetileno é a mais estudada, com aumento do risco de até
40%, além da contaminacao pelo acido aristoldquico, mais relacionada ao carcinoma urotelial
(Scelo and Larose 2018).

E necessario mencionar também os fatores de risco genéticos, sendo que cerca de 5%

dos CCR sdo considerados hereditdrios. A Sindrome de von-Hippel Lindau é a sindrome



genética mais comumente associada ao aumento do risco de CCR (Scelo and Larose 2018). A
suspeita das sindromes hereditarias geralmente ocorre naqueles pacientes com histéria
familiar, idade jovem (até 45 anos) e multiplas lesdes. Outras sindromes familiares sdo o
carcinoma renal papilifero hereditario, a leiomiomatose hereditaria e CCR, a sindrome de Birt-
Hogg-Dube, a esclerose tuberosa, o CCR com deficiéncia de succinato desidrogenase, a
sindrome de Cowden (PTEN hamartoma), a sindrome com predisposicdo de tumor BAP1, a
sindrome do cancer com fator de transcricdo associado a microftalmia (MiTF), a sindrome do
cancer colorretal ndo polipdide hereditario (HNPCC) e a translocacdo constitucional do

cromossomo 3 (Campbell et al. 2021; Ljungberg et al. 2021).

1.1.3 Aspectos clinicopatolégicos

As massas renais possuem classificagdes baseadas em sua histologia, caracteristicas
clinicas, aparéncia radiografica (lesGes sdlidas, cistos simples ou lesdes cisticas complexas) e,
mais recentemente, baseadas em alteragdes citogenéticas distintas.

A histologia mais frequente é o CCR do tipo células claras (CCRcc), seguido do subtipo
papilifero, ambos originados dos tubulos contorcidos proximais. O terceiro subtipo em
frequéncia é o CCR cromdfobo, cuja origem se da mais distalmente na estrutura dos néfrons.

A maioria dos CCR sdo lesdes unicas, sendo que o envolvimento bilateral pode ocorrer
em 2-4% dos tumores esporadicos. Além disso, a multicentricidade pode ser encontrada ao
redor de 10% a 20% dos casos, particularmente no CCR papilifero (Krambeck et al. 2008;
Campbell et al. 2021).

O sexo masculino e o aumento do tamanho tumoral sdo os maiores preditores de
malignidade (Pierorazio et al. 2016). Com relacdo ao tamanho da lesdo, sabe-se que 20% a
30% das massas menores que 4 cm e, até 40% das menores que 2 cm, sao benignas. Além
disso, essas PMR, mesmo quando malignas, demonstram muitas vezes um comportamento
mais indolente (Frank et al. 2003; Kutikov et al. 2006; Umbreit et al. 2012; Johnson et al. 2015).

A classificacdo mais atual compreende os subtipos histoldgicos apresentados pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2016 (Moch et al. 2016). A Tabela 1 apresenta a
descrigcdo desses subtipos, prevaléncia, fatores genéticos envolvidos e caracteristicas imuno-
histoquimicas que auxiliam na sua diferenciagao.

O diagndstico incidental desses tumores ocorre em mais de 60% dos casos, sendo que

a chamada triade cldssica, envolvendo hematuria, dor no flanco e massa palpavel, é



raramente vista atualmente (Campbell et al. 2021), verificada em 4,5% dos pacientes
brasileiros) (Nardi et al. 2010). A presenca de sintomas sistémicos como perda de peso, febre,
anorexia, sudorese noturna, além de sinais como linfonodomegalia cervical, varicocele
bilateral, edema bilateral de membros inferiores ou hepatoesplenomegalia estdo
relacionados com doenga avangada. Uma outra caracteristica, encontrada em 10% a 20% dos
casos, é a presenca de sindromes paraneopldsicas, como anemia, elevacdo da velocidade de
hemossedimentagao, coagulopatias, elevagdao da fosfatase alcalina, hipercalcemia,

policitemia ou hipertensao (Eble et al. 2004).

Tabela 1 — Subtipos histolégicos do carcinoma de células renais.

Subtipo histolégico  Prevaléncia Fatores genéticos Imuno-histoquimica
CQBPM (CQ8, CQ18,
Células claras 70% - 80% -3p, -8p, -9p, -14q, +5q CQ19, CAM 5.2),
vimentina, AEM, AC-IX
Papilifero tipo 1 5% - 10% Alteragdo do MET, +7, +17 CQBPM (CQ7), AMACR
Papilifero tipo 2 5% - 10% Gene fumarato-hidratase (1q) CQBPM, AMACR

Mutacdo do gene foliculina (17p), -1, -2, - €Q7 difuso, AEM difuso,

4 o/ _ O, - i -
Cromadfobo 3%-5% 6,-10,-13, -17, -21, -Y, mutacio de PTEN E cade;rma JT' CD10 -,
vimentina -
CQ7 difi AC-IX
Papilifero de células Q TUso, com
claras ~5% Incerto distribuicdo cuplike,
AMACR -
N3o classificados 1% -3% Desconhecido Variado
CQBPM, vimentina,
0 - - - - -
Ductos coletores <1% 1q, -6p, -8p, -13q, -21q 34BE12, AEM
Medular renal <1% Perda rara do cromossomo 22 INllgsEl\'\/LflngiE—l,/iCégPM,
Associado a doenga <1% 43 47 +17 +1 42 +6. +Y Auséncia de CQ7, AMACR
cistica adquirida ? P T difuso
Celul.as claras cistico <1% 3p AEM, AC-IX
multilocular
. CQ8, CQ18, CQ19, CD10,
0, -
Tubulocistico <1% +7,+17,-Y AMACR
CQBPM, CQ7, CD10 -
Mucinoso tubular <1% -1,-4,-6, -8, -13, -14, +7, +11, +16, +17 Q , CQ7, !

UEA, PNA e SBA

Translocagdo da
familia MiT
(incluindo Xpl1l.2 e
t(6;11))

~1% FusGes envolvendo o gene TFE3 Proteina TFE3, CD10

Fonte: Adaptado de EBLE (2004), MOCH (2016) e SRIGLEY (2013).
Legenda: CQBPM: Citoqueratina de baixo peso molecular. AEM: Antigeno epitelial de membrana. AC-IX: Anidrase
carbdnica-IX. CQ: Citoqueratina. AMACR: Alfa-metilacil-coenzima A racemase. SMARCB1: SWI/SNF-related



matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily B member 1. UEA, PNA e SBA: aglutininas
Ulex europaeus, peanut e soybean.

1.1.4 Métodos diagnosticos

Diante do achado de uma lesao suspeita, as principais diretrizes internacionais
convergem na recomendagdao da avaliagdo diagndstica e estadiadora. Dentre os exames
diagnodsticos, a avaliagao radiografica, particularmente com exames de imagem de corte
transversal, como tomografia computadorizada (TC) e ressonancia nuclear magnética (RNM),
sdo 0s mais importantes para auxiliar na decisdo de conduta (Berland et al. 2010; Pierorazio
et al. 2016). De modo geral, a ultrassonografia é o exame que mais comumente detecta
incidentalomas renais (DeCastro and McKiernan 2008; Nardi et al. 2010).

A caracterizagao das massas renais deve incluir o grau de complexidade da lesao, o
realce pds-contraste e a presenca ou auséncia de gordura intralesional. Casos com suspeita
de envolvimento vascular venoso, pacientes com alergia ao contraste iodado ou aqueles com
insuficiéncia renal moderada (taxa de filtragdo glomerular acima de 30 ml/min/1,73m?)
devem preferencialmente realizar RNM. Este exame também tem uma acuracia superior na
avaliagdo de lesdes menores do que 2 cm ou lesdes cisticas complexas ao se comparar com a
TC. Além do exame abdominal, recomenda-se imagem do térax (radiografia ou tomografia),
painel metabdlico, hemograma completo e analise de urina. Exames de cintilografia dssea,
RNM de cranio e PET/CT ndo sdo realizados rotineiramente (Campbell et al. 2017; Motzer et
al. 2020; Ljungberg et al. 2021).

O realce pds-contraste maior do que 15 — 20 UH na TC ou maior do que 20% na RNM
sugere histologia maligna (Berland et al. 2010; Campbell et al. 2017). Do mesmo modo, a
atenuacdo da densidade de uma lesao renal abaixo de —20 UH é mais sugestivo do diagndstico
de um angiomiolipoma (Nelson and Sanda 2002). Subtipos histoldgicos, como o papilifero,
tendem a apresentar uma menor densidade do realce. No entanto, ndo é possivel de modo
seguro diferenciar muitos dos subtipos histoldgicos ou mesmo lesGes benignas, como os
oncocitomas, somente com os exames de imagem disponiveis na atualidade (Pierorazio et al.
2013; Young et al. 2013).

A bidpsia renal percutanea pode auxiliar no diagndstico e na melhor selegdao dos
pacientes, particularmente daqueles com PMR candidatos a vigilancia ativa, terapias ablativas
ou casos metastdticos na apresentacdo para definicdo da estratégia a ser utilizada (Shannon

et al. 2008; Abel et al. 2010; Richard et al. 2015). Em pacientes com lesGes altamente



suspeitas, quando o tratamento cirdrgico j& estd planejado, bem como pacientes com
multiplas comorbidades e idosos frageis, quando uma conduta conservadora serd realizada, a
bidpsia renal nao deve ser indicada. O valor preditivo positivo deste teste é alto, contudo até
22% das bidpsias ndo sdo diagndsticas (Ljungberg et al. 2021). Dentre as caracteristicas
tumorais, o grau nuclear descrito pela bidpsia possui uma baixa acurdacia (Ball et al. 2015;

Marconi et al. 2016).

1.1.5 Tratamento

O CCR permanece até os dias atuais como sendo primariamente uma doenca de
tratamento cirdrgico. Na histéria, a primeira nefrectomia planejada ocorreu em 1869 por
Gustav Simon. Ja na década de 60, Robson descreveu a primeira nefrectomia radical por
tumor, iniciando a era moderna do tratamento do CCR. Clayman realizou a primeira
nefrectomia radical laparoscépica em 1991 e Guilloneau descreveu a primeira nefrectomia
assistida por rob6 em 2001, utilizando a plataforma Zeus (Robson 1963; Clayman et al. 1991;
Guillonneau et al. 2001; Campbell et al. 2021).

Com a maior incidéncia de tumores em estadios iniciais, o tratamento padrdo vem se
tornando a realizacdo de cirurgias poupadoras de néfrons, visando o menor risco de evolucdo
para DRC e diminuindo o supertratamento das PMR (Lau et al. 2000; Touijer et al. 2010; Van
Poppel et al. 2011; Scosyrev et al. 2014). Atualmente, inclusive no Brasil, nota-se a difusdo das
técnicas minimamente invasivas para a realizagdo desse procedimento (Volpe et al. 2011).

As nefrectomias parciais (NP) propiciam um controle oncoldgico equivalente ao das
nefrectomias radicais (NR), além de demonstrarem uma diminui¢cdo da mortalidade global em
alguns estudos (Thompson 2014). Ainda assim, grandes séries na literatura ainda evidenciam
uma alta proporc¢do de NR, mesmo em PMR (Hollenbeck et al. 2006; Huang et al. 2009; Zini et
al. 2009; Hadjipavlou et al. 2016).

Um recente trabalho do LARCG (Latin American Renal Cancer Group) relatou que, até
2009, menos da metade dos casos de PMR eram submetidos a NP na América Latina. Desde
2010, essa proporcdo subiu para quase 75% dos casos (Mourao et al. 2020). Dall’Oglio et al
reportaram, em uma analise retrospectiva entre 2003 e 2007, que o percentual de NP foi
quase o dobro em uma instituicdo privada brasileira, comparado a uma instituicdo publica.
Essa diferenca, em parte, justificou-se pelo fato de que o percentual de PMR foi também o

dobro na instituicdo privada (Dall’Oglio et al. 2011).



Em um primeiro momento, apenas as lesdes Tla eram adequadas para receber a
indicacdo de NP (Novick 2002). Mais recentemente, ampliou-se a indicacdo de NP inclusive
para lesdes T1b (Leibovich et al. 2004; Patard et al. 2004b). Para estddios maiores, como lesdes
T2, 0 uso da NP deve ser mais seletivo e existe um maior risco de complicacbes perioperatdrias
comparado a realizagdo de NR (Breau et al. 2010; Mir et al. 2017; Shum et al. 2017). Nesse
cenario, a NP deve ser priorizada naqueles pacientes aptos a receber esse tratamento e que
possuem rim Unico, tumores renais bilaterais, sindromes familiares que predispdem ao CCR,
bem como nos portadores de DRC prévia (Campbell et al. 2017; Meissner et al. 2018).

Com relacdo a via de acesso, os desfechos de longo prazo ja estdo bem estabelecidos
para a realizagdo da NR laparoscopica em tumores renais localizados (Permpongkosol et al.
2005; Hemal and Kumar 2009). Esta via propicia menor perda sanguinea, menor tempo de
internagdao, menor uso de analgésicos e o retorno mais precoce as atividades habituais,
demonstrando algumas dessas vantagens mesmo em casos localmente avangados com
equipes experientes (Hemal et al. 2007; Laird et al. 2015).

Da mesma forma, a NP laparoscopica também ja se mostrou um excelente método a
longo prazo para tumores T1 (Lane et al. 2013). Neste cendrio, a via robo-assistida vem
ganhando destaque, particularmente por demonstrar uma menor taxa de conversao para
cirurgia aberta, menor tempo de isquemia quente, menor alteragao na taxa de filtragao
glomerular estimada e menor estadia hospitalar (Choi et al. 2015).

Uma das ferramentas para auxiliar na selegao de pacientes que serdao submetidos a
cirurgias poupadoras de néfrons e que sdo Uteis na divulgagao de estudos no meio académico
sdo os escores nefrométricos. Esses escores agrupam os casos com tumores de diferentes
localizacdes e graus de complexidade e podem ajudar na predicao de complicacdes. Os mais
conhecidos sdo o R.E.N.A.L. (Radius, Endophytic vs. Exophytic, Nearness to collecting system,
Anterior/posterior, Location relative to polar lines), o escore de PADUA e o C-index (Ficarra et
al. 2009; Kutikov and Uzzo 2009; Simmons et al. 2010). O grau de complexidade tumoral
também evidencia relagdo com agressividade da lesao, risco de superestadiamento e de
margens positivas na patologia final (Pierorazio et al. 2016; Mouracade et al. 2017).

Embora a remogao da glandula adrenal ipsilateral fizesse parte da descrigdao original
de uma NR, ndo é um passo preconizado atualmente de rotina (Campbell et al. 2021). A
adrenalectomia ipsilateral s6 deve ser realizada na presenca de sinais radiograficos de

acometimento da glandula ou na suspeita durante o intraoperatdrio (Lane et al. 2009). Ja com



relacdo a linfadenectomia retroperitoneal/hilar, reconhece-se o seu papel no estadiamento
da doenga, embora seu beneficio terapéutico seja bastante controverso. Mesmo em tumores
localmente avancados (cT3-cT4ANOMO), ndo hd evidéncia suficiente para se recomendar a
linfadenectomia concomitante (Blom et al. 2009; Bekema et al. 2013). Sua realiza¢do deve ser
feita em pacientes com suspeita de acometimento linfonodal, basicamente com propdsito de
estadiamento (Gershman et al. 2018; Marchioni et al. 2018).

O manejo cirdrgico ndo é a Unica opc¢ao de tratamento, particularmente no cendrio das
PMR, onde as terapias ablativas (TA) ou a vigilancia ativa (VA) também sdo oferecidas. A
possibilidade de se realizar VA é baseada no comportamento mais indolente das PMR, uma
vez que apenas cerca de 1% desses pacientes progridem para doenga metastatica, sendo uma
opcdo segura em pacientes jovens ou idosos (Jewett et al. 2011; Sun et al. 2014; Metcalf et al.
2021). A taxa de crescimento desses tumores é em torno de 0,1 — 0,3 cm/ano (Chawla et al.
2006; Pierorazio et al. 2015).

Dentre as TA, a crioablagao e a ablagdo por radiofrequéncia sdao as mais estudadas,
sendo mais comumente indicadas em individuos com PMR periféricas e pacientes idosos ou
com multiplas comorbidades. Outras modalidades de TA sob investigagao sao a radiocirurgia,
o ultrassom focalizado de alta intensidade (HiFU, do inglés High-intensity focused ultrasound),
a ablagdo por micro-ondas, a terapia térmica com laser intersticial e a eletroporagao
irreversivel. Alguns estudos sugerem taxas de recidiva mais altas em tumores acima de 3 cm
e, particularmente, acima de 4 cm. Além disso, essas taxas também sdo maiores quando
comparadas com os resultados da NP, mas pela qualidade dos dados ndao s3ao possiveis
conclusdes definitivas (Abu-Ghanem et al. 2020; Ljungberg et al. 2021). Tanto a crioablagdo
como a ablagao por radiofrequéncia podem ser realizadas por via percutanea ou
laparoscopica. O controle do efeito do tratamento é melhor monitorizado na crioablagao,
devido a chamada bola de gelo resultante do método. Em algumas situagdes, a identificagao
da suspeita de recidiva tumoral pode ser desafiadora pelos métodos de imagem disponiveis
(Campbell et al. 2021).

No momento, o papel da terapia sistémica adjuvante no CCR é motivo de investigacao
e progressos isolados vém ocorrendo. O estudo S-TRAC mostrou uma vantagem de sobrevida
no brago que utilizou sunitinibe adjuvante, embora as custas de significativos efeitos
colaterais e necessidade de reducdo ou mesmo suspensido da medicacado (Motzer et al. 2018).

Outros estudos com inibidores de tirosina-quinase ndao mostraram diferengas significativas
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em termos de sobrevida global (SG). E o caso dos estudos ASSURE (sunitinibe vs. sorafenibe
vs. placebo), PROTECT (pazopanibe vs. placebo) e ATLAS (axitinibe vs. placebo) (Haas et al.
2017; Motzer et al. 2017; Gross-Goupil et al. 2018). Recentemente, o trial KEYNOTE-564
utilizou um anticorpo anti-PD1, o imunoterdpico pembrolizumabe, de modo adjuvante,
evidenciando uma maior sobrevida livre de doenga em pacientes com CCRcc de alto risco
(Choueiri et al. 2021). Esses resultados levaram a aprovacdo de seu uso adjuvante para
tumores de células claras de alto risco ou tumores metastaticos sincrénicos submetidos a
metastasectomia em até um ano da nefrectomia e que estao sem evidéncia clinica de doenca,
tanto nos Estados Unidos, como também no Brasil desde dezembro de 2021.

A radioterapia adjuvante ja foi previamente avaliada como sendo util em casos de
tumores localmente avancados para a reducdo de recorréncia da doenca, embora trials
prospectivos ndo tenham confirmado esse achado. (Kjaer et al. 1987; Stein et al. 1992;
Makarewicz et al. 1998; Rodriguez-Fernandez et al. 2019).

O CCR metastatico (CCRm) é tradicionalmente resistente aos agentes quimioterapicos
citotoxicos. Ao longo dos estudos sobre a biologia tumoral dos CCR, pdde-se elucidar os
tratamentos envolvendo as vias do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés
vascular endothelial growth factor), da proteina-alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR, do
inglés mammalian target of rapamycin) e as vias envolvendo o sistema imunoldgico (Zibelman
and Plimack 2017; Campbell et al. 2021).

Até o desenvolvimento das terapias-alvo anti-VEGF, a imunoterapia com interferon-
alfa (IFNa) e com interleucina-2 (IL-2) em altas doses eram as Unicas terapias sistémicas com
algum grau razoavel de efetividade (Zibelman and Plimack 2017). Demonstrando a relacdo
imunogénica desses tumores, até 7% dos que utilizavam IL-2 apresentavam remissao total da
doenca (Zibelman and Plimack 2017).

Atualmente, as drogas que realizam bloqueio do checkpoint imunoldgico estao
revolucionando o tratamento sistémico do CCRm, tendo como alvo a via da proteina de morte
celular programada 1 (PD-1, do inglés programmed death 1), além do ligante de PD-1 (PD-L1)
e inibidores do antigeno associado ao linfécito T citotdxico 4 (CTLA-4, do inglés cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4) (Dizman et al. 2020). A Figura 1 mostra a evolugdo, ao longo
das ultimas décadas, do tratamento do CCRm.

Com relagdo aos padrdes de tratamento no Brasil, um estudo de 2018 utilizou uma

base de dados comercial e comparou os tratamentos para o CCRm. Nesse estudo, 79% dos
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pacientes receberam terapia de primeira-linha e apenas 20% e 5% receberam terapias de
segunda e terceira-linhas, respectivamente. Um numero significativamente menor de
pacientes (45% vs. 55%) recebeu terapia de primeira-linha em hospitais publicos comparado
aos pacientes de hospitais privados. O sunitinibe, seguido do pazopanibe, foram as drogas
mais frequentemente utilizadas nesse cenario no Brasil no periodo do estudo (Bergerot et al.

2018).

‘ Avelumabe + axitinibe

IL-2 altas doses

’ Bevacizumabe + IFNa [
| Pembrolizumabe +
axinitibe

{
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‘ Sunitinibe ‘ ] Everolimo | | Axitinibe ‘ ‘ Cabozantinibe \
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Nivolumabe +
ipilimumabe

Lenvatinibe
+ everolimo

Sorafenibe ’ Tensirolimo ‘ Pazopanibe Nivolumabe

I [ ] Era das citocinas [] Era das terapias-alvo [ ] Erada imunoterapia [] eradas terapias combinadas

Fonte: Adaptado de DIZMAN et al (2020).
Figura 1 — Representagao esquematica da evolugao das terapias sistémicas para o carcinoma

de células renais metastatico.

Embora a radioterapia convencional tenha falhado em mostrar beneficios
convincentes nos cenarios de adjuvancia, neoadjuvancia e metastdtico, a radioterapia
estereotatica (SBRT, do inglés stereotactic body radiation therapy) vem mostrando resultados
no tratamento de lesdes oligometastdticas intra ou extracranianas, além de alguns estudos
preliminares no tratamento do tumor primdrio, além de paliagdo de sintomas locais (Siva et
al. 2017; Miccio and Johung 2019; Zaorsky et al. 2019).

No que diz respeito ao manejo cirurgico no paciente metastatico, devemos considerar
tanto a nefrectomia citorredutora como a metastasectomia em pacientes selecionados. Na
era das citocinas, esse procedimento era considerado parte do tratamento do CCRm,
demonstrando ganho de SG em dois estudos clinicos randomizados fase Ill — o SWOG 8949 e
0 EORTC 30947 — ao se comparar com o uso isolado de IFN«a (Flanigan et al. 2004). Na era das
terapias-alvo, uma metanalise retrospectiva sugeria a manutengao do beneficio de se realizar
nefrectomia citorredutora, reduzindo o risco de morte por cancer em mais de 50% (Petrelli et

al. 2016). Mais recentemente, o estudo fase Ill SURTIME sugeriu que a cirurgia postergada
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apos 3 ciclos de sunitinibe apresentava melhor SG que a cirurgia imediata, contudo este
estudo teve um baixo recrutamento (Bex et al. 2019). Ja o estudo CARMENA, um estudo de
ndo inferioridade, ndo mostrou vantagens da nefrectomia seguido de sunitinibe em
comparagao com o sunitinibe isolado em pacientes de risco intermediario ou ruim, embora
possa haver um papel no grupo de risco favoravel (Méjean et al. 2018, 2021). Na era dos
imunoterdpicos, dois estudos fase Ill estdo em andamento, utilizando nivolumabe e
ipilimumabe com/sem nefrectomia citorredutora (NORDIC-SUN trial) e o PROBE trial, que esta
comparando diferentes imunoterapicos com/sem a associacdo de cirurgia (Kuusk et al. 2021).

Sobre a metastasectomia, alguns dados sugerem a relevancia do seu papel mesmo na
era das terapias-alvo e dos inibidores de checkpoint. Lyon et al sugeriram em um estudo
recente uma diminuicdao de 53% no risco de morte nos pacientes tratados cirurgicamente
(Lyon et al. 2020). Por ser o sitio mais comum de metastases, a resseccdo de lesGes
pulmonares sao as mais realizadas, seguido das ressec¢des dsseas. Estas ultimas agregando
um maior potencial destrutivo e com piora da qualidade de vida. A melhor selegdo desses
pacientes envolve lesdes solitdrias ou oligometdstases, pacientes sintomaticos, resisténcia aos
tratamentos sistémicos e/ou radioterapicos, um risco de complicacGes aceitavel, além de um
tempo livre de doenga prolongado e um bom performance status (Psutka and Master 2018;
Kato et al. 2019).

Por fim, um vasto caminho ainda ha de se prosseguir no tratamento sistémico do CCR
ndo células claras. Pouco consenso existe sobre esse tema, em particular devido a menor
prevaléncia, maior heterogeneidade e menor disponibilidade de drogas que visem alteragdes
moleculares especificas. Hd uma tendéncia para se preferir regimes terapéuticos envolvendo
sunitinibe ou cabozantinibe, além de pembrolizumabe, nivolumabe, combinac¢des de drogas

ou a inclusdo em estudos clinicos (Salgia et al. 2017; Motzer et al. 2020).

1.2 FATORES PROGNOSTICOS NO CARCINOMA DE CELULAS RENAIS

1.2.1 Fatores anatémicos, clinicos e histopatoldgicos
A avaliagdo do progndstico de uma doenga possibilita uma maior capacidade de
antecipar desfechos, uma melhor compreensao da biologia tumoral e, por fim, uma melhor

orientagdo do tratamento a ser proposto.
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Em 1958, Flocks e Kadesky propuseram o primeiro sistema de estadiamento descrito
e utilizaram caracteristicas anatémicas do tumor e a sua disseminacdo para linfonodos ou a
distancia (Flocks and Kadesky 1958). Posteriormente, Robson publicou sua classificacdo e
ressaltou a importancia prognéstica do estddio e grau tumoral (Robson et al. 1969).

De fato, os fatores relacionados ao tumor apresentam o maior impacto isolado na
avaliacdo prognédstica, tais como estadio clinico (EC), tamanho tumoral, grau nuclear e subtipo
histolégico. Contudo, agrupar esses dados com parametros clinicos, demograficos e
biomoleculares pode levar a uma melhor analise (Campbell et al. 2021).

Os fatores clinicos e demograficos sdo aqueles relacionados ao paciente. Dessa forma,
o sexo feminino ja foi descrito como estando relacionado com uma redugao do risco de morte
por cancer de 19% em comparagao com o sexo masculino, contudo essa diferenca nao foi
observada em mulheres com idade acima de 59 anos (Rampersaud et al. 2014).

Podemos incluir também como fatores clinicos algumas alterac¢des laboratoriais, como
anemia (< 13,0 g/dL em homens e < 11,5 g/dL em mulheres), trombocitose (= 450.000/mm?3),
hipercalcemia (> 10 mg/dL), elevagdo de fosfatase alcalina, proteina C-reativa alterada, niveis
de lactato desidrogenase (> 1,5 vez o valor normal), velocidade de hemossedimentacao, nivel
de albumina e contagem de neutréfilos e linfocitos. Estes fatores estdao presentes
principalmente na doenga avangada e, quando agrupados com o sistema de classificagdo de
performance clinica de Karnofsky, formam-se os principais modelos de avaliagao de risco da
doenga avangada (MSKCC - Memorial Sloan Kettering Cancer Center e IMDC - International
Metastatic RCC Database Consortium) visualizados na Tabela 2 (Motzer et al. 1999, 2002;

Heng et al. 2009, 2013; Goebell et al. 2020).

Tabela 2 — Modelos de avaliagdo de risco no carcinoma de células renais avangado.

Fator de risco IMDC MSKCC
Performance status de Karnofsky < 80% N v
Tempo do diagndstico ao tratamento < 1 ano N v
Concentragdo de hemoglobina < LIN N v
Concentragdo de célcio > LSN N

Calcio corrigido > 10 mg/dL v
Contagem de neutréfilos > LSN N

Contagem de plaquetas > LSN N

Concentragdo de LDH > 1,5 vez o valor normal v
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Avaliagdo IMDC MSKCC

Grupo de risco favorével 0 fator de risco 0 fator de risco
Grupo de risco intermediario 1 -2 fatores derisco 11— 2 fatores de risco
Grupo de risco ruim/desfavoravel > 3 fatores de risco > 3 fatores de risco

Fonte: Adaptado de GOEBELL (2020).
Legenda: IMDC: International Metastatic RCC Database Consortium. LIN: Limite inferior da normalidade. LDH:
Lactato desidrogenase. LSN: Limite superior da normalidade. MSKCC: Memorial Sloan Kettering Cancer Center.

Além do Karnofsky, o sistema de classificacdo ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group) também é amplamente utilizado em pacientes oncoldgicos e seu impacto progndstico
em pacientes com CCR ja foi demonstrado (Patard et al. 2004a; Shuch et al. 2008), assim como
a classificacdo de risco anestésico da Sociedade Americana de Anestesiologistas (ASA, do
inglés American Society of Anesthesiologists). Nosso grupo publicou estudos evidenciando que
esta classificacdo foi um fator preditor independente para SG e sobrevida cancer-especifica
(SCE) no CCR. Desse modo, pacientes portadores de CCR, classificados como ASA 3,
encontram-se em maior risco de progressao da doenca e morte por cancer, além do maior
risco de complicagGes cirurgicas (de Cassio Zequi et al. 2010; Ferreira et al. 2013). Numa
analise com 5670 pacientes ndao metastaticos provenientes do banco de dados do LARCG, a
classificagdo de ASA > 3 aumentou em mais de 48% o risco de morte global em analise
multivariada (Zequi et al. 2019). Além disso, um outro estudo do LARCG envolvendo 530
pacientes metastaticos de novo, dentre os quais 511 haviam sido previamente
nefrectomizados, propos uma estratificacdo em grupos de risco para SG em 5 anos composta
pela classificacdo de ASA, a presenga de invasdo da gordura perirrenal e a evidéncia de pelo
menos dois sitios de metastases (Abreu et al. 2021).

Por fim, pacientes que apresentam sinais ou sintomas na apresenta¢dao também sdo
impactados tanto em SG como SCE. Dentre as queixas, pode-se citar a hematduria
macroscopica, dor lombar, massa palpavel, sindromes paraneoplasicas, sintomas
neuroldgicos, perda ponderal, fadiga ou varicocele de inicio agudo (Zequi et al. 2019).

Partindo para os fatores anatomicos, o sistema de estadiamento TNM para
classificagao das neoplasias malignas substituiu o anteriormente utilizado sistema de Robson,
estando atualmente em sua oitava edicdo, conforme descrito no Anexo 1 (Amin et al. 2017).
Esse sistema descreve a extensdo anatdomica do tumor (T), o acometimento de linfonodos

regionais (N) e a presenca de metastases a distancia (M).
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As caracteristicas nucleares representam um fator prognédstico independente nos
subtipos células claras e papilifero (Fuhrman et al. 1982; Klatte et al. 2018; Delahunt et al.
2021). A classificagdo de grau nuclear é feita atualmente pelo sistema de graduagdo
desenvolvido pela OMS e pela Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (ISUP, do inglés:
International Society of Urological Pathology), sendo baseada nas caracteristicas nucleolares
e na presenca de pleomorfimos e diferenciacdo sarcomatdide e/ou rabddide (Delahunt et al.
2013). Essa classificagdo substituiu o classico sistema de graduacdo de Fuhrman (Moch et al.
2016). Acrescenta-se aqui o fato de que, em pacientes com CCR do tipo cromdéfobo, nem o
tamanho tumoral e nem o grau nuclear relacionaram-se com pior progndstico em comparagao
com os casos de CCRcc (Steffens et al. 2014). Casos com variagGes histoldgicas, apresentando
diferenciagdo sarcomatéide ou rabdodide, tendem a apresentar uma pior SCE (Deuker et al.
2020).

Com relacdo ao aspecto radiografico, a identificacdo de um padrdo de crescimento
infiltrativo pode ter implicagdo progndstica e demandar investigagao diagndstica para excluir
outros tumores, como carcinoma urotelial, linfomas ou mesmo processos ndo neoplasicos. Os
tipos de CCR que sdao excegdo e costumam ter esse padrao infiltrativo sao as variantes
sarcomatdide e o carcinoma de ducto coletor. Por outro lado, lesdes cisticas associam-se com
um melhor progndstico comparadas aos tumores puramente sélidos (Campbell et al. 2021).

Finalmente, uma série de caracteristicas histopatoldgicas macroscopicas e/ou
microscopicas ja foram descritas como tendo impacto no progndstico do paciente com CCR.
Assim, a invasdo de capsula renal, seio renal ou de sistema coletor é encontrada em cerca de
20% dos casos e representam um comportamento agressivo da lesdo. Uma caracteristica
marcante do CCR é sua predile¢do por apresentar um envolvimento do sistema venoso (cerca
de 10% dos casos) (Schefft et al. 1978). Os trombos tumorais podem estar presentes na veia
renal, estenderem-se até veia cava, ou mesmo até atrio direito. Quando o trombo
compromete a parede da veia, isso estd relacionado com um pior progndstico e ja foi
mencionado previamente, nesta se¢do, como parte da descrigdo do sistema de estadiamento
TNM (Schefft et al. 1978; Zini et al. 2008; Haddad et al. 2014).

Embora pacientes com infiltragdao de gordura perirrenal ou com invasao de gordura do
seio renal sejam agrupados no mesmo estadio tumoral (pT3a), existem evidéncias que
sugerem diferengas progndsticas para esses casos. Em um estudo, a combinagao dessas duas

caracteristicas patoldgicas representou um fator progndstico desfavoravel para desfecho e
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maior associa¢dao de doenga metastatica. Enquanto a SCE em 5 anos foi de 64,6% e 63,3% nos
grupos apenas com infiltracdo de gordura perirrenal e apenas infiltracdo do seio renal,
respectivamente, essa mesma taxa foi de apenas 31% em casos com a combinagdo desses
fatores (Bedke et al. 2009). Esses achados também foram observados pelo grupo do LARCG,
onde o acometimento concomitante da gordura perirrenal e do seio renal levou a pior SCE
(HR = 4,5) e maior risco de recidiva local (HR = 8,08) e sistémica (HR = 2,42), tendo como
referéncia pacientes com acometimento isolado da veia renal (Garcia Marchifiena et al. 2019).
Acrescenta-se ainda um estudo de nosso grupo, que avaliou 220 pacientes tratados entre
1992 e 2009, evidenciando que a presenca de invasdo de gordura perirrenal concomitante a
invasdo de veia renal apresentou um risco 2,6 vezes maior de morte por cancer e 2,5 vezes
maior de progressdao comparado aos pacientes com somente um desses fatores presentes (da
Costa et al. 2012a).

Com o crescente aumento das técnicas com preservagao de parénquima renal, houve
também o aumento das discussdes sobre as margens cirurgicas da lesdo. De fato, muitos
desses pacientes com margens positivas ndao apresentam recorréncia da doenga e nem
necessitam de tratamentos adicionais, particularmente lesdes T1 (Lam et al. 2008; Kang et al.
2016). Contudo, uma maior preocupacdo com as margens cirurgicas existe em pacientes de
alto risco, como aqueles pT2 — pT3a ou com alto grau nuclear (Shah et al. 2016).

Um estudo utilizando o banco de dados do LARCG, envolvendo 28 centros de oito
paises, descreveu ainda impacto prognostico em outras varidveis histopatoldgicas, como a
presenca de necrose tumoral (SG 10 anos de 54,4% e SCE 10 anos de 67,9% nos casos com
necrose), presenca de invasdao microvascular (SG 10 anos de 56,6% e SCE 10 anos de 65,9%),
além de invasao da pelve renal, invasao venosa e acometimento da glandula adrenal. Nesta
analise, as margens cirurgicas comprometidas representaram uma redugao da SCE em 10 anos
em torno de 10% em comparagdao com 0s casos com margens livres, mas ndao se manteve

como fator de risco independente em uma analise multivariada (Zequi et al. 2019).

1.2.2 Nomogramas prognadsticos no carcinoma de células renais
Modelos matematicos multifatoriais vem sendo desenvolvidos nos ultimos anos com
o objetivo de servirem como ferramentas prognosticas, estratificando os pacientes em

categorias de risco.
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Os principais algoritmos para uso em pacientes com CCR ndo metastatico incluem o
escore SSIGN (Stage, Size, Grade, and Necrosis) da Mayo Clinic, o nomograma de Kattan do
MSKCC e o sistema de estadiamento integrado da UCLA (Universidade da Califérnia em Los
Angeles, do inglés: University of California, Los Angeles), chamado UISS (UCLA Integrated
Staging System for renal cell carcinoma) (Kattan et al. 2001; Frank et al. 2002; Zisman et al.
2002). O estddio TNM esta presente nesses nomogramas, além de varidveis como grau
nuclear, tamanho tumoral, presenca de sinais ou sintomas, performance status e presenca de
necrose tumoral. Os nomogramas mencionados estdo descritos no Anexo 2 desta tese.

Por fim, mais recentemente, foi validado um escore progndstico de sobrevida livre de
doenca denominado GRANT (Grade, Age, Nodes, and Tumor), que utilizou uma grande
populacdo de pacientes com CCR do ensaio clinico ASSURE, envolvendo terapia adjuvante no
cancer renal ndo metastatico (Buti et al. 2017).

O escore UISS relaciona-se com a sobrevida livre de doenga em 5 anos. Esse escore
possui uma classificacdo para doenca localizada e uma para doenca metastdtica. Na doenca
localizada sao avaliados o estadio T, o grau nuclear de Fuhrman e o ECOG performance status.
Ja na doenga metastatica sao avaliados os estadios N e M, ao invés do estadio T. Analisando a
SG e a SCE em 5 anos, encontra-se, no CCR ndo metastatico, taxas de 83,8% e 91,1% no baixo
risco, 71,9% e 80,4% no risco intermediario, 44% e 54,7% no grupo de alto risco,
respectivamente (Galfano et al. 2008).

No que diz respeito ao nomograma de Kattan, este foi desenvolvido com o intuito de
predizer apenas sobrevida livre de recorréncia em pacientes submetidos a tratamento
cirargico. Dentre suas variadveis, o estadio patoldgico utilizado foi o do TNM de 1997, além de
subtipo histoldgico, sintomatologia e tamanho tumoral (Galfano et al. 2008).

O escore SSIGN foi proposto originalmente com o intuito de predizer SCE em CCRcc
submetidos a NR. Foram descritas dez categorias, com diferentes taxas de SCE em 10 anos.
Posteriormente, o algoritmo foi atualizado para estimar sobrevida livre de doenga em
pacientes com CCR nao metastatico, sendo também atualizada para a versao do sistema TNM
de 2002. Agrupando as diferentes categorias, os autores propuseram estratificar os pacientes
em baixo risco (escores 0 — 2), risco intermediario (escores 3 — 5) e alto risco de progressao
(escores > 6) (Galfano et al. 2008). Mais recentemente, uma andlise retrospectiva demonstrou

que essa ferramenta permanece Util em pacientes com longo tempo de seguimento acima de



18

20 anos, além de manter sua capacidade preditiva em séries contemporaneas de pacientes

submetidos a NR ou NP (Parker et al. 2017).

1.2.3 Fatores biomoleculares

A capacidade de identificar genes ou proteinas associadas com canceres mais ou
menos agressivos levaria a uma melhor capacidade de se avaliar progndstico, bem como a um
tratamento mais individualizado. Ja foi sugerido uma série de potenciais marcadores
moleculares com impacto em desfechos oncoldgicos. No entanto, o uso rotineiro desses
marcadores ndo é aplicado na pratica clinica atual. Os principais achados da rede de pesquisa
do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA, do inglés: The Cancer Genome Atlas), envolvendo a
caracterizacdo molecular do CCRcc, incluiram a identificacdo de alteracdes nos genes
relacionados com as proteinas VHL, PBRM1, BAP1 e SETD2 (Campbell et al. 2021).

Além de ocorrerem alteragdes do gene VHL em sindromes familiares, a maioria dos
tumores esporadicos também estad relacionada com a perda de funcdo desse gene. No
entanto, a sua alteracao isolada ndo é capaz de iniciar a carcinogénese. Ja foi sugerido que
determinadas alteragdes no gene VHL (locus 3p25-p26) poderiam estar relacionadas com
algumas variaveis clinicas, como perda de heterozigosidade e associagdo com grau nuclear,
envolvimento linfonodal e necrose tumoral, ou deteccdo de mutacdo e relacdo com sexo,
assim como hipermetilacdo e relagcdo com o grau. No entanto, ndo foi possivel determinar um
efeito progndstico causado por essas alteracGes especificas (Young et al. 2009).

Ainda com relacdo aos estudos de progndstico envolvendo altera¢des do VHL, Patard
et al avaliaram o papel da mutagao do gene VHL e da expressdao imuno-histoquimica da
anidrase carbonica do tipo IX (AC-IX) em 100 pacientes submetidos a tratamento cirurgico.
Nesse estudo, a auséncia de mutagdes do VHL e a baixa expressao de AC-IX estavam
associados com doenga avangada e presenga de metastases. Em anadlise multivariada, apenas
a expressao de AC-IX caracterizou-se como fator progndstico independente (Patard et al.
2008). Nosso grupo avaliou previamente o status mutacional do gene VHL e seu impacto
clinico em portadores de CCRcc espordadico. Nesse estudo, a expressao da proteina VHL esteve
presente em 80% dos casos e ndo se associou com dados clinicos ou de sobrevida. Ja a
mutacdo génica foi descrita em 57% da amostra, mostrando uma nao concordancia com a
expressdao da proteina. Apenas mutagdes do tipo nonsense (5% dos casos) pareceram se

associar com pior progndstico (Alves et al. 2014).
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A AC-IX parece ter um papel na regulagao do pH intra- e extracelular durante periodos
de hipdxia nas células tumorais. Ja foi descrito que cerca de 94% das células de CCRcc coram
positivamente para AC-IX. Quando ocorre uma baixa expressao desse marcador, ha uma
associagao com pior taxa de sobrevida e menor resposta a imunoterapia com IL-2 no CCRm
(Bui et al. 2004; Atkins et al. 2005; Downs et al. 2009). Em pacientes com baixa expressao de
AC-IX, a alta expressao de Ki67, uma proteina que reflete a velocidade de multiplicagao
celular, foi um preditor independente de pior sobrevida quando associados (Bui et al. 2004).
No entanto, fazendo um contraponto a esse dado, a analise imuno-histoquimica do marcador
MIB-1/Ki-67 foi feita em pacientes com CCRcc localizado em nosso grupo, ndo se encontrando
associagdo com recidiva ou morte por cancer (Zequi 2000).

Dentre as altera¢des de outros genes identificadas com maior frequéncia no CCR,
pode-se citar mutacdes de PBRM1 (até 41%), SETD2 (até 12%) e BAP1 (até 11% dos casos),
além de outros. Estes trés genes também estao localizados no brago curto do cromossomo 3
(Morris and Latif 2017).

A proteina BAF180, codificada pelo gene PBRM1, é uma das subunidades do complexo
de remodelamento da cromatina SWI/SNF, promovendo a mobilizagdo de histonas da
cromatina. Este complexo apresenta caracteristicas de supressor tumoral, de modo que
mutagdes nas suas subunidades tém associagao também com outros canceres. Nosso grupo
analisou previamente a expressao imuno-histoquimica do PBRM1 em tecido renal neoplasico,
evidenciando que a auséncia de expressdo desse marcador associou-se com pior estadio
tumoral, além de pior SCE e pior sobrevida livre de recorréncia (SLR) (da Costa et al. 2014).
Outros autores também divulgaram resultados semelhantes relacionados com agressividade
tumoral e a auséncia de expressao desse gene (Pawtowski et al. 2013; Joseph et al. 2016).

O gene BAP1 codifica a proteina-1 associada ao BRCA-1, a qual funciona como enzima
desubiquitinante, regulando multiplas vias celulares relacionadas com a tumorigénese. Em
dois estudos recentes, da Costa et al. publicaram que a perda de expressao imuno-
histoquimica do BAP1 em tecido tumoral metastatico — oriundo de metastasectomia ou
bidpsia — demonstrou piores taxas de sobrevida. Além disso, mesmo tumores com estadios
mais precoces (EC | ou Il), que apresentavam perda de expressdao concomitante do PBRM1 e
do BAP1, apresentavam maior risco de recorréncia e morte por cancer (da Costa et al. 2018,

2019).
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Nessa mesma linha, a expressao de SETD2 foi analisada em 662 casos de CCRcc e
sugeriu ser um preditor independente de SCE e SG em 10 anos nesses pacientes, com um
aumento do risco em mais de 60%. O SETD2 é considerado um gene supressor tumoral
relacionado com diferentes tipos de cancer, estando também situado no cromossomo 3p
(Santos et al. 2021). Seu papel como biomarcador progndstico também foi sugerido na doenga
metastatica, particularmente no subtipo CCRcc em pacientes no grupo de risco intermediario
pelos critérios do IMDC (Wang et al. 2016).

Outros genes também sdo implicados no progndstico do CCR, tais como os genes
remodeladores de cromatina EZH2 e o KDM5C, além dos genes de reparo do DNA MET, TERT,
NF2, SMARCB1 e TFE3, e de genes relacionados com a via de sinalizacdo mTOR, como o gene
supressor de tumor PTEN e o préprio gene MTOR (Morris and Latif 2017; Mitchell et al. 2018;
Dizman et al. 2020). Este campo de pesquisas € vasto e resultados muitas vezes contraditdrios
ndo sdo incomuns. Com relacdo ao gene PTEN, por exemplo, nosso grupo analisou 53 casos,
com o achado de delecdo em 40% da amostra. Nao foi evidenciada relagdo com piores taxas
de sobrevida e nem com fatores de mau progndstico (Campos et al. 2013).

Os microRNAs (miRNAs) representam uma classe de RNAs ndo codificadores, com
cerca de 22 nucleotideos e que tém papel em varios processos bioldgicos. Sua desregulacido
pode levar a alteracdes na expressdo génica e no desenvolvimento de neoplasias. Em estudo
nacional, a expressdao de miRNAs envolvidos com a angiogénese (miR-99a, 99b, 100; 199th;
106a; 106b; 29a; 29b; 126; 200b) foram analisados por RT-PCR em amostras de CCRcc. miR-
99a, miR-106a e miR-106b estavam superexpressos na maioria das amostras. Apenas a
expressao de miR-200b associou-se com tumores de alto risco, enquanto a superexpressao de
miR-126 associou-se com baixo grau nuclear de Fuhrman (Oliveira et al. 2017).

Mutagdes no gene supressor de tumor TP53 sao associadas a uma série de canceres.
Seus efeitos na evolugdo do CCR ainda nao estdao determinados. Em uma analise de dados do
TCGA, mutagdes nesse gene associaram-se com tempo de sobrevida no CCRcc e no subtipo
papilifero, além de tempo de sobrevida livre de doenga no CCR croméfobo (Li et al. 2019).
Morshaeuser et al realizaram uma validacdo externa de um painel com multiplos marcadores
moleculares, evidenciando um ponto de corte de 20% na expressao da proteina p53 com
impacto em progressao da doenga e na mortalidade cancer-especifica (Morshaeuser et al.
2018). A hiperexpressdo de p53 também se associou com pior progndstico em outros estudos

(Girgin et al. 2001; Noon et al. 2010; Wang et al. 2017).
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Nosso grupo vem se dedicando nas Uultimas décadas a estudar potenciais
biomarcadores relacionados com o CCR. Essa linha de pesquisa considera o rim como um
6rgao enddcrino, de modo que as proteinas produzidas no cértex renal podem nos auxiliar a
melhor entender a carcinogénese e o progndstico das diferentes apresentacdes do cancer
renal.

Em estudo realizado em nossa instituicdo, os marcadores de células-tronco CD44 e
CD133 foram avaliados isoladamente por meio da expressao imuno-histoquimica em uma
populagdo de pacientes com CCRcc submetidos a tratamento cirdrgico. A baixa expressao de
CD133 mostrou ser um preditor independente de SCE e de sobrevida livre de progressao. Ja a
glicoproteina CD44, embora tenha tido sua hiperexpressao associada a estadio e grau nuclear,
ndo foi demonstrado implicagdo em sobrevida (Costa et al. 2012; da Costa et al. 2012b).
Contudo, por ser um tema ainda sob debate, uma metanalise prévia evidenciou uma relagao
entre a hiperexpressao de CD44 e pior SG, SCE e sobrevida livre de doenga. Ja a expressao de
CD133 foi um fator protetor para SCE (Cheng et al. 2016).

Uma tese de doutorado feita em nossa instituicdo analisou uma série de marcadores
por meio de expressdao imuno-histoquimica. Dentre eles, as metaloproteinases de matriz
extracelular, um conjunto de enzimas relacionadas a digestdo da membrana basal e que
podem estar relacionadas aos mecanismos de metastatizacdo, associaram-se com alguns
fatores de mau progndstico, mas permaneceram como controversos neste estudo. Ja as
sintases do oxido nitrico (NOS, do inglés: nitric oxide synthase), responsaveis por mediarem a
produgdo do oxido nitrico, estdo relacionadas com uma série de tumores. Neste estudo,
particularmente a NOS-3, teve seu valor progndstico demonstrado ao se associar com pior SG,
além de maior tamanho tumoral (Zequi 2008; Cdssio Zequi et al. 2013).

A via da apoptose celular demanda a ativagao de caspases iniciadoras e efetoras. A
falta de expressao dessas proteinas pode resultar em comprometimento dos sinais que levam
a morte celular, permitindo o crescimento descontrolado de células neoplasicas. Vilella-Arias
et al investigaram o papel da perda de expressdao da caspase 7, uma caspase efetora, na
agressividade de tumores renais. Tecidos tumorais demonstraram menor expressao desse
marcador, além de associar-se com pior SCE e maior taxa de recidiva em casos sem expressao
dessa caspase (Vilella-Arias et al. 2013).

Como ja comentado na sessdo sobre o tratamento do CCR, a inibicdo do checkpoint

imunoldgico vem ganhando um grande destaque no tratamento da doenga sistémica, bem
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como no potencial papel adjuvante de agentes como anti-PD1, anti-PD-L1 ou anti-CTLA-4. O
valor progndstico da expressdao de PD-1 e PD-L1 foi avaliada em estudo com mais de 700 casos.
A positividade desses marcadores associou-se com maior estadio tumoral, necrose e invasao
linfovascular. Além disso, a expressao de PD-L1 foi um preditor independente de pior SLR,
podendo representar uma ferramenta para melhor estratificacdo de pacientes a serem
submetidos a adjuvancia (Chipollini et al. 2019).

Dentre os reguladores do ciclo celular envolvidos no desenvolvimento do cancer, a
ciclina D1 é um dos mais prevalentes e ja observada sua hiperexpressao em varios tumores.
No caso do CCR, um estudo nacional avaliou 109 espécimes tumorais e demonstrou que a
baixa expressdo (até 30% de células positivas) associou-se com pior desfecho clinico e
caracteristicas de mau progndstico, como alto grau nuclear, maior tamanho tumoral, necrose
e padrdo sarcomatodide (Lima et al. 2014).

Outros grupos também tém se dedicado a investigacdo de potenciais biomarcadores
de progndstico do CCR. Kovacs et al analisaram o papel da B-catenina, uma proteina envolvida
em diversas vias de sinalizagdo celular, atuando principalmente como fator de transcrigao e
como proteina relacionada a aderéncia celular. Os autores descreveram que a expressao
desse marcador estaria relacionado com um risco quatro vezes maior de morte por cancer
(Kovacs et al. 2017).

Por fim, Ferreira et al (2017) e de Almeida e Paula et al (2019) fizeram contribui¢des
ao entendimento dos possiveis biomarcadores envolvidos no CCR. O primeiro evidenciou que
a auséncia de expressao tumoral da eritropoietina (EPO) foi um fator preditivo independente
no progndstico do CCR. J4 o segundo, encontrou que a auséncia de expressao intratumoral de
renina (REN) associou-se com tumores de alto grau, invasao vascular venosa e se mostrou um
fator progndstico desfavoravel de sobrevida livre de doenga em uma analise multivariada
(Ferreira et al. 2017; de Almeida e Paula et al. 2019). Mais informacdes sobre esses

marcadores serdo dadas nas préximas sessoes.

1.3  OSISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é um sistema baseado em
peptideos, reconhecido por ser o principal determinante da pressao arterial e do balango

hidroeletrolitico. A via classica inicia-se com o angiotensinogénio, produzido e liberado pelo



23

figado, que é clivado pela protease REN em angiotensina I. A REN é liberada pelos rins em
resposta a baixa pressao arterial ou ao baixo sdédio sérico. Na sequéncia, a angiotensina | é
processada pela enzima conversora de angiotensina (ECA), expressa pelas células endoteliais
pulmonares, para a producdo de angiotensina Il. Nessa mesma etapa, a enzima ECA2, um
homodlogo da ECA, converte as angiotensinas | e Il em angiotensina 1-7, um fragmento
peptidico que funciona através do seu receptor MAS (MASR), antagonizando as agdes
cardiovasculares da angiotensina Il. Posteriormente, a angiotensina Il pode ser processada
pelas aminopeptidases A e N para produzir angiotensina Ill e angiotensina IV (Ang3-8),
respectivamente. Esta ultima, liga-se ao receptor aminopeptidase regulado por insulina,
também chamado de AT4R, mediando cogni¢dao, memdria e efeitos cardiovasculares (George
et al. 2010). A Figura 2 ilustra o SRAA com suas vias de sinalizagao principais.

As vias de sinalizagdo alternativas, para produgao de angiotensina, utilizam quimase e
enzima geradora de angiotensina Il sensivel a quimostatina (CAGE, do inglés: chymostatin-
sensitive angiotensin ll-generating enzyme). As angiotensinas Il e Il ligam-se a seus receptores
de angiotensina para iniciar variadas respostas bioldgicas. Como exemplo, a angiotensina Il
promove vasoconstricdo, aumenta a aldosterona plasmatica, retém sédio e dgua, além de
aumentar a sede e o apetite por sal (George et al. 2010).

A maioria das acdes da angiotensina Il envolve a ativacdao do receptor tipo 1 de
angiotensina. Este receptor, quando ativado, pode também acoplar-se a receptores de
tirosina quinase conhecidos como MAPKs e a via Jak-STAT, gerando espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés: reactive oxygen species) e modulando varios canais idnicos. Os
mecanismos de ligagdo desse receptor as vias relacionadas com a tirosina quinase podem
envolver a sintese de novo de citocinas e de ligantes de fatores de crescimento pelas células,
como o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglés: epidermal growth

factor receptor) (Yin et al. 2003; Oro et al. 2007).
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Legenda: Em azul estd demonstrado a via cldssica, que regula a pressdo arterial. Vias alternativas envolvem
enzimas como a quimase e as catepsinas B, D e G (cinza). Pro-renina induz a sinaliza¢do de Wnt/B-catenina por
meio de uma alga de retroalimentagdo. ATIIR1 pode resultar na ativagdo de uma via inflamatéria por meio do
eixo NOX (éxido nitrico) — ROS (espécies reativas de oxigénio) — NFkB - COX2 (verde). Em um ambiente de
hipoxemia, com um estimulo a revascularizagdo e angiogénese, ocorre uma maior sintese de EPO que pode ser
induzida pelo SRA (vermelho). ATIIR1(ou Il): receptor tipo 1 (ou tipo 2) da angiotensina Il; ECA: enzima conversora

de angiotensina.
Figura 2 — Representagao do sistema renina-angiotensina com suas vias sinalizagdo

alternativas e convergentes.
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O SRAA atinge uma série de processos homeostaticos e modulatdrios que vao muito
além das suas a¢bes no coracao, na musculatura lisa vascular, rins, adrenais e cérebro. Suas
acdes também se estendem para processos de hipertrofia, hiperplasia, fibrose e
remodelamento, além de angiogénese, respostas pro-inflamatérias, diferenciagao celular,
programacdo de células-tronco e hematopoiese (Kranzhofer et al. 1999; Aplin et al. 2009;
Hoch et al. 2009; George et al. 2010).

Outros mecanismos alternativos de ativagdo dessa via envolvem proteinases como as
catepsinas B, D e G, além de vias inflamatdrias e de sinalizagdo de Wnt/B-catenina. Alguns
estudos indicam que moléculas, como a catepsina D (CTSD), ao gerar alternativamente
angiotensina Il, manifestam um aumento da atividade pré-inflamatéria (Hackenthal et al.

1978; Li et al. 2020).

1.3.1 Arenina

A REN, também conhecida como angiotensinogenase, tem expressao no
desenvolvimento de artérias intrarrenais e uma maior producdo junto a porc¢ao final da
arteriola aferente. Contudo, alteragdes regulatérias podem estar relacionadas com
recrutamento da expressdao da REN em outras por¢ées das arteriolas renais (Sequeira Lopez
et al. 2004; Sauter et al. 2008). A REN é um dos componentes-chave da ativacdo da via classica
do SRAA, cujo papel se da particularmente na manutencao da homeostase do sistema
cardiovascular, regulando a pressdo arterial e o balango hidrico (Roth et al. 2019).

No adulto, a regido formada pela porgao final da arteriola aferente, inicio da arteriola
eferente, células da macula densa no tubulo contorcido distal e pelo mesangio
extraglomerular, formam o chamado aparelho justaglomerular, onde ocorre a producdo de
REN, como demonstrado na Figura 3.

Durante o desenvolvimento do néfron adulto, a REN expressa-se de modo
generalizado em toda a regido das artérias intrarrenais, tornando-se depois restrita as células
granulares do aparelho justaglomerular. Dependendo da demanda funcional, essa expressao
pode novamente estender-se para regides vasculares mais proximais (Sequeira Lépez et al.

2004).
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Na+

Fonte: Adaptado de SEQUEIRA LOPEZ et al. (2004).

Legenda: Os néfrons sdo formados pelo corpusculo renal, que é constituido pelo glomérulo e pela cadpsula de
Bowman, além dos tubulos renais (tubulos contorcidos proximal e distal, alca de Henle e ductos coletores) e de
um componente vascular, que abrange o aparelho justaglomerular. As células justaglomerulares (JG cells)
liberam renina em resposta aos estimulos sistémicos e das células adjacentes. A coloragdo azul indica as células
que expressam renina do inicio da vida. EGM: mesangio extraglomerular (do inglés: extraglomerular
mesangium).

Figura 3 — Desenho esquematico de um néfron adulto.

Ha décadas, identificou-se que o CCR pode comumente secretar REN, sem no entanto
representar uma forma biologicamente ativa (Lindop and Fleming 1984). A expressdo imuno-
histoquimica da REN foi analisada previamente em uma amostra de 89 casos de neoplasias
renais. Dentre os subtipos histoldgicos, os oncocitomas apresentaram maior percentual de
casos com expressao desse marcador (61,5%), seguido do CCR croméfobo (31,6%). Nao foi
encontrada relacdo da expressao de REN com presenca de HAS em nenhum desses grupos e
a resseccao das lesGes que expressavam REN ndo levou a diminuicdo dos niveis presséricos
(Arias et al. 2010).

Recentemente, um estudo de nossa instituicdo demonstrou que a expressao imuno-
histoquimica da REN é maior em tecido renal ndo neopldsico, em comparacao com células de
CCRcc, o que pode estar relacionado com os desbalangos regulatérios presentes nas células

tumorais e que poderiam interferir com o recrutamento de expressao da REN. Além da
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associagao da baixa expressao de REN com caracteristicas patoldgicas desfavoraveis, foi
demonstrado, tanto na andlise univariada como na multivariada, um impacto na sobrevida

livre de doenca em 10 anos (de Almeida e Paula et al. 2019).

1.3.2 As catepsinas

As catepsinas representam uma familia de proteases que sao encontradas em todos
os tipos de células. Sua ativagao se da particularmente sob o pH acido de lisossomos. Altos
niveis de catepsinas podem ser evidenciados em tecidos que apresentam uma alta taxa de
turnover proteico, como é o caso dos rins e figado, por exemplo. Até o momento, ja foram
identificados quinze tipos diferentes, distribuidos tanto no espago intra como no extracelular
e divididos em proteases de serina (A e G), proteases de cisteina (B, C,F, H, K, L, 0,S,V,We
X) e proteases de acido aspartico (D e E) (Chen et al. 2017).

Especificamente, a catepsina D (CTSD) é uma enzima lisossomal intracelular ubiqua,
gue é considerada responsavel pela degradacdo proteica intracelular, degradando coldagenos
e proteoglicanos e que apresenta uma baixa atividade em tecidos com pH acima de 6,0
(Hackenthal et al. 1978). Estudos mostram que uma de suas func¢des bioldgicas é a de
formagao de angiotensina I, funcionando como uma enzima renina-like na via alternativa do
eixo do SRAA, em érgdos como o cérebro, Utero e disco intervertebral (Morris and Reid 1978;
Genest et al. 1983; Li et al. 2020). Além disso, seus niveis em alguns locais, como o figado e
nas articulagdes, podem predizer grau de inflamagdo local (Walenbergh et al. 2015). Uma
diferencga bioldgica marcante da agao da CTSD com a REN é que, esta ultima, é ativa em tecidos
com pH em torno de 7,0, diferente da CTSD (Morris and Reid 1978).

No cendrio da oncologia, a CTSD é altamente expressa em células tumorais de cancer
de mama, em receptores de estrogénio, estando inclusive envolvida com a progressado para
metdstases e pior SLR e SG no cancer de mama sem doenca linfonodal (Spyratos et al. 1989;
Rochefort et al. 1990; Tandon et al. 1990). Além disso, sua expressao génica pode ser induzida
por fatores de crescimento, como o IGF-1, o fator de crescimento transformador-a (TGFa) e o
fator de crescimento epidérmico (EGF) (Wang et al. 2000).

A atividade aumentada da CTSD também mostrou ser um fator relacionado com a
progressdao mais precoce do cancer colorretal (Tumminello et al. 1995). Uma outra hipdtese
gue foi proposta é a de que altos niveis plasmaticos de CTSD em pacientes cirrdticos podem

representar um preditor de malignizacdo para carcinoma hepatico (Brouillet et al. 1991).
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Ainda relacionado a este marcador, sua alta expressdao em lesdes cutaneas pré-neopldsicas
associou-se, em estudos prévios, com o desenvolvimento de melanoma (Podhajcer et al.
1995), assim como também foi demonstrado uma relagdo com o grau nuclear e a proporg¢ao
de aneuploidia em amostras de bidpsias prostaticas positivas, mas os resultados nao
conseguiram comprovar ser um fator prognéstico independente (Ross et al. 1995).

Diversos outros estudos relataram associacdo dos niveis de CTSD com tamanho, grau
e agressividade tumoral em outras neoplasias, como neuroblastoma, glioma, cancer de
endométrio, tumores de cabeca e pescoco, pancreas, pulmao, bexiga e estdbmago. Um conflito
existente é o de que nao existe padronizagao nas técnicas de mensuragao desse marcador, de
modo que mais de uma forma de CTSD coexiste simultaneamente no ambiente das células
tumorais, como a proé-catepsina D, a CTSD intermedidria enzimaticamente e as formas de
cadeia leve e pesada (Benes et al. 2008). O mecanismo proposto para a relagdo da CTSD com
a progressao do cancer esta exposto na Figura 4.

Por outro lado, ja foi proposto que a CTSD pode mediar a morte celular programada
através de varias citocinas. Sua superexpressao foi responsavel por induzir morte celular na
auséncia de estimulos externos, sendo um mediador positivo da apoptose (Deiss et al. 1996).

Ao realizar a relagao de outras catepsinas com neoplasias humanas, uma série de
estudos ja foram publicados no passado, como por exemplo a associagao dos niveis séricos de
catepsina B com o estadio avangado do cancer gastrico (Ebert et al. 2005) e com outros
canceres do trato digestério em combinagdo com outras catepsinas (Chen et al. 2017). Por
fim, a expressdo das catepsinas B, D e G, previamente mencionadas como pertencentes as
vias alternativas de ativacao do SRAA, tém expressao aumentada em células-tronco tumorais
de meningioma, de metdstases hepdticas de carcinoma colorretal, de glioblastoma, de
carcinoma espinocelular de lingua, bem como um papel no desenvolvimento do hemangioma
infantil (Featherston et al. 2017; Koh et al. 2017; Mehrotra et al. 2018; Chen et al. 2019;
Rahman et al. 2019). Mais informacdes sobre a associacdo do SRAA com o cancer serdo
descritas na proxima sessao.

A associagao da expressao da CTSD com o CCR foi escassamente estudada por
Merseburger et al. em dois estudos distintos. Inicialmente, 176 amostras tumorais foram
investigadas, evidenciando que a expressao imuno-histoquimica se associou negativamente
com potencial metastdtico e sobrevida em longo prazo, sendo que sua expressdo foi mais

encontrada em tecido tumoral do que em tecido renal sadio. Posteriormente, o mesmo grupo
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avaliou a relacdo dos niveis séricos desse marcador, ndo sendo encontradas diferencas
significativas em individuos saudaveis e nenhuma associagao com as caracteristicas tumorais
(Merseburger et al. 2005, 2007).

Ainda sobre essa associacdo, um estudo do Reino Unido conseguiu encontrar um
potencial papel dos niveis de CTSD urindria pré-operatdéria como fator progndstico
relacionado a SG em pacientes com CCR, embora os autores tenham reconhecido o limitado

poder estatistico dos seus resultados (Vasudev et al. 2009).
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Fonte: Adaptado de BENES et al. (2008).

Legenda: A catepsina D (CTSD) é sintetizada no reticulo endoplasmatico (RE) como pré-procatepsina D, sendo
clivada posteriormente em pré-catepsina D (pCTSD), que é direcionada para os lisossomos intracelulares. Nas
células cancerigenas, a pCTSD é superexpressa e secretada, sendo uma pequena parte endocitada via M6PR,
enquanto a maior parte é reconhecida por um receptor de superficie ainda ndo identificado. Essa interagdo ativa
a via MAPK, que resulta na expressdao de genes promotores, incluindo citocinas e NF-kf32, o qual estimula o
crescimento e invasdo tumoral. A pCTSD também é capturada pelas células estromais e promove proliferagdo de

fibroblastos, invasdo e progressdo do cancer. Outra agdo é a de promover angiogénese pelas células endoteliais.

Figura 4 — Mecanismo proposto da fun¢do da pCTSD/CTSD na progressdo do cancer.

1.3.3 O sistema renina-angiotensina-aldosterona e o cancer
Varios dados de estudos clinicos e experimentais demonstraram que alteracdes na

regulacdo do SRAA s3o frequentes em vdrias neoplasias e estdo relacionadas com pior
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progndstico. Além disso, modelos experimentais sugerem que o antagonismo do SRAA pode
suprimir o crescimento tumoral e a angiogénese (George et al. 2010).

Um dos estudos classicos que mostraram a relagao do SRAA com o risco de cancer é o
de Lever et al, um estudo de coorte retrospectivo com mais de 5000 pacientes na Escdcia.
Neste estudo, usuarios de inibidores de ECA ou de bloqueadores do receptor de angiotensina
tiveram uma reducdo na incidéncia de cancer em torno de 35%, comparado com usudrios de
outras drogas anti-hipertensivas, particularmente mulheres (Lever et al. 1998).

Um estudo experimental, utilizando um modelo murino, sugeriu que o eixo
angiotensina Il/receptor tipo 1 de angiotensina exerceria um papel importante no potencial
de progressdo e metdstase do CCR. Nesse estudo, animais que receberam drogas
blogueadoras do receptor de angiotensina ou inibidores de ECA apresentaram uma
diminuigao da proliferagao tumoral, com tumores de menor tamanho e menor quantidade de
metdstases pulmonares. Além disso, os animais do grupo experimental tiveram menor
expressao de VEGF e de CD34 em comparagdo com o grupo controle (Araujo et al. 2015). Do
ponto de vista clinico, ja foi proposto que o uso de inibidores do SRAA associou-se com
melhora de sobrevida nos portadores de CCRm na era das terapias-alvo, aumentando em até
10 meses a SG mediana, além de ter impactado a SCE em 5 anos (96,8% vs. 89,8%) em doentes
operados de CCR ndo metastdtico (McKay et al. 2015; Miyajima et al. 2015). Apesar do
exposto, ndao had recomendagao formal do uso dessas medicagdes em portadores dessa
neoplasia. O que ocorre é que, até 46% dos pacientes com CCRm, utilizando terapias anti-
VEGF, desenvolvem HAS e o tratamento apropriado deve ser precocemente iniciado para
diminuir risco cardiovascular e permitir a manutencao do tratamento (Derosa et al. 2016).

Mutagdes de linhagem germinativa de componentes do SRAA podem contribuir para
o risco de desenvolver algumas malignidades, como polimorfismos no gene ACE e aumento
do risco de alguns canceres, como estdmago, prostata, colorretal e endométrio (Rigat et al.
1990; Medeiros et al. 2004; Ebert 2005; van der Knaap et al. 2008). Assim como, mutacdes
somaticas ja foram evidenciadas em amostras de tumores de mama relacionadas com o gene
AGTR1 (Rhodes et al. 2009).

A ligagao entre a inflamagao relacionada ao cancer e a sinalizagdao do SRAA convergem
na resposta a hipdxia tumoral e aos mecanismos de estresse oxidativo, particularmente com
o receptor tipo 1 de angiotensina levando a ativacao de fatores de transcricdo, como o fator

nuclear kB (NF-xB), além de membros da familia de transdutores de sinal e ativacdo de



31

transcricdao (STAT, do inglés: signal transducer and activation of transcription) e do HIFla
(Marrero et al. 1995; Pagé et al. 2002; Smith and Missailidis 2004; Deshayes and Nahmias
2005; Hunyady and Catt 2006; Ager et al. 2008). A desregulacdo das acdes fisiolégicas do SRAA
no microambiente de inflamacdo e angiogénese promove crescimento das células tumorais.

Essa resposta da sinalizacdo do SRAA pode ser observada na Figura 5.
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Fonte: Adaptado de GEORGE et al (2010).

Legenda: O SRAA local pode aumentar a resposta das células no microambiente tumoral. Particularmente, a Ang
I, através do receptor tipo 1 de angiotensina, regula a secre¢do de varios fatores de crescimento e citocinas pelas
células tumorais, realgando o crescimento de células como fibroblastos, células endoteliais vasculares e a prépria
proliferagdo das células tumorais. Além disso, células do sistema imune inato, como neutréfilos e macréfagos,
sdo capazes de gerar e expressar componentes do SRAA. Em um cendrio de hipdxia ou inflamagdo, estas células
sdo estimuladas pela Ang Il e geram espécies reativas de oxigénio, levando ao aumento da sinalizagdo de
crescimento, com proliferagcdo e angiogénese. Ang: angiotensina; ECA: enzima conversora de angiotensina; EGF:
fator de crescimento epidérmico; FGF: fator de crescimento de fibroblastos; GM-CSF: fator estimulador de
colénias de granuldcitos-macréfagos; IGF1: fator de crescimento insulina-like 1; IL: interlecuina; MMP:
metaloproteinase de matriz; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; PGF: fator de crescimento
placentdrio; TGFa: fator de crescimento transformador-a; TNFa: fator de necrose tumoral-a; VEGF: fator de

crescimento do endotélio vascular
Figura 5 — Contribuicdo da sinalizacdo do SRAA para a inflamacdo, angiogénese e crescimento

tumoral.
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Por sua vez, o papel do receptor tipo 2 de angiotensina é menos claro na inflamacao
do cancer e na angiogénese. Um estudo prévio sugeriu que a inibicdo desse receptor retarda
a tumorigénese ao prejudicar a produgdo de VEGF (Clere et al. 2010). No cenario do CCR,
ambos os receptores parecem ter expressdao aumentada em tumores de alto grau, sendo que
em andlise multivariada, apenas o tipo 2 associou-se com pior sobrevida livre de progressao
e estadio clinico (Dolley-Hitze et al. 2010).

Ainda no cendrio das neoplasias renais, um estudo multicéntrico recente avaliou a
associacdo entre a expressdo e atividade de enzimas que regulam a angiotensina e os
desfechos no CCRcc. As peptidases avaliadas foram a endopeptidase neutra, a ECA, a ECA2 e
a aminopeptidase A, por meio de expressdao imuno-histoquimica no tecido tumoral. A ECA
associou-se negativamente com progndstico, além de ter sido descrita uma maior atividade
sérica das demais enzimas nos pacientes com CCRcc, sugerindo um desbalango metabdlico do

SRAA intrarrenal nestes pacientes (Errarte et al. 2017).

1.4  AHIPOXIA E SUA RELACAO COM O CARCINOMA DE CELULAS RENAIS

O ambiente tumoral torna-se hipoxémico devido a proliferagdio de neovasos
aberrantes que possuem um fluxo sanguineo comprometido e pela proliferagao celular
descontrolada. Essa hipdxia leva a ativacdo de vias de sinalizacdo que regulam a producao de
fatores de crescimento, levando a proliferacdo e a angiogénese, além da morte celular. A
hipdxia também induz a produgdo de EPO nos rins e de tirosina hidroxilase nas células neurais,
envolvidos na producdo de hemoglobina e de catecolaminas, respectivamente (Harris 2002).

O CCR é considerado um dos tumores mais vasculares existentes, sendo relacionado
com um padrdo de neovascularizagao distinto e levando aos estudos iniciais de fatores de
crescimento como o VEGF (Campbell et al. 2021). Sabe-se que muitos subtipos de VEGF sao
regulados pela proteina VHL e pelos HIFs (Lane et al. 2007).

O HIF-1, por sua vez, é um fator de transcrigao que auxilia na resposta celular aos niveis
reduzidos de oxigénio. E um heterodimero que consiste na subunidade HIF-a, representada
por HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a, e na subunidade HIF-B, sendo esta ultima uma proteina
translocadora nuclear do receptor de aril-hidrocarboneto (ARNT, do inglés: aryl hydrocarbon

receptor nuclear translocator) (Harris 2002).
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A proteina VHL é o produto do gene homdnimo, o qual se apresenta como gene
supressor tumoral, sendo responsavel pela degradacao de HIF-a. Suas mutacdes, dele¢des ou
hipermetilagao levam a desregulagao e ao acumulo do HIF, ativando a transcri¢ao de varios
genes relacionados, como o VEGF, a EPO, o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF,
do inglés: platelet-derived growth factor), o fator de crescimento transformador o (TGFa),
transporte de glicose (GLUT1 e GLUT3), controle do pH (AC-IX) e migracdo celular (CXCRA4)
(Maxwell et al. 1999; Young et al. 2009). Mutacdes de linhagem germinativa no gene VHL ou
no gene fumarato hidratase (FH), visto em sindromes familiares especificas, geram um estado
de pseudo-hipdxia que leva aos eventos acima (Bratslavsky et al. 2007).

Em condigdes de normoxia, a proteina VHL funcional liga-se com a elonguina B,
elonguina C, RBX1 e CUL2 para formar o complexo pVHL-E3 ubiquitina ligase. Esse complexo
liga-se, por sua vez, ao HIF-a levando a sua poli-ubiquitinacdo e degradacao proteossomal
(Morais et al. 2013). Diante do acumulo citoplasmatico de HIF-a na hipdxia, este se dirige ao
nucleo e forma um complexo ativo com HIF-B, iniciando os eventos mencionados
anteriormente.

J4 hd uma extensa documentagao da influéncia negativa da anemia e da hipoxemia
tecidual em pacientes com cancer, além de uma pior resposta a tratamentos local ou
sistémico. Assim, buscar a correcdo desses fatores podem impactar na qualidade de vida e

sobrevida destes pacientes (Caro et al. 2001; Vaupel 2001; Zequi et al. 2019).

1.4.1 A eritropoietina

A EPO é uma glicoproteina, cuja principal fungdo é o controle da diferenciagao das
células eritrocitarias na medula éssea, sendo o Unico fator eritropoiético que é regulado de
um modo oxigénio-dependente (Eckardt 1996). Dessa forma, a ativacdo da via do VHL-HIF-
EPO caracteriza o principal mecanismo adaptativo celular em resposta a condigdes de hipodxia.
Seus principais locais de produgdo sdo figado e rins, sendo que o primeiro predomina no
periodo fetal. Nos rins, a expressao desse hormonio ocorre nas células peritubulares do cortex
renal. Além disso, ela também ja foi descrita em varios tecidos ndo hematopoiéticos, como
Utero, sistema nervoso central, pulmdes, testiculos, células endoteliais vasculares, além de
tumores sdélidos, como o préprio CCR, mama e o hepatocarcinoma (Eckardt 1996; Farrell and

Lee 2004).
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Clinicamente, suas a¢des levam ao aumento da hemoglobina sérica, de modo que o
uso da EPO recombinante humana é utilizada no tratamento de pacientes com anemia devido
a DRC ou ao cancer, tendo um papel limitado neste ultimo caso, exatamente pelo potencial
efeito estimulatério da EPO nas neoplasias (Farrell and Lee 2004; Miyake et al. 2013; Morais
et al. 2013).

A ligacdo da EPO ao seu receptor (EPO-R) induz a uma altera¢do conformacional que
ativa a via da tirosina quinase citoplasmatica Janus quinase 2 (JAK2). Por sua vez, a JAK2
fosforila varios residuos de tirosina citoplasmatica do proprio EPO-R, atuando como sitios de
ligacdo de proteinas com o dominio Src-homology 2 (SH2), constituidos pelos chamados
STAT1, STAT3 e STATS (do inglés: Src-homology 2 domain-containing transcription factors,
signal transducer and activator of transcription), além da proteina fosfotidilinositol 3’quinase
(PI13K), promovendo suas acOes adaptativas fisiolégicas ou de progressdo tumoral,
dependendo do local (Farrell and Lee 2004; Michael et al. 2007).

Diversas pesquisas ja foram realizadas nas ultimas trés décadas com o intuito de
compreender a relacdo desse marcador com a neoplasia renal (Nseyo et al. 1986).
Westenfelder e Baranowski (2000) demonstraram que as células tumorais de CCR humano
expressam receptor de EPO (EPO-R) e que sua ativagdo é capaz de estimular a proliferagdo
dessas células cancerigenas (Westenfelder and Baranowski 2000). Um fator patoldgico
especifico relacionado com a superexpressao do marcador foi o de tumores com invasao
microvascular, sugerindo um papel importante nas metdstases de CCR (Ito et al. 2012).

Um estudo da década de 90 analisou 165 pacientes com CCR, sendo 64 ja metastaticos.
Neste estudo, niveis séricos elevados de EPO (considerado como acima de 25 mUI/ml) foram
identificados em apenas 33% dos casos, havendo uma relagdo com tumores de alto grau e
impactando significativamente na sobrevida dos pacientes, incluindo nos portadores de CCRm
(Ljungberg et al. 1992). Contradizendo este achado, o valor progndstico do nivel sérico de EPO,
bem como de outros marcadores relacionados a angiogénese, como VEGF, receptor tipo 1 de
VEGF e fator de crescimento de fibroblastos (FGF) foram analisados em pacientes com CCRm,
nao sendo identificada associagdao progndstica (Alamdari et al. 2007).

Ao contrario da avaliagao sérica dessa glicoproteina, estudos investigando a expressao
imuno-histoquimica da EPO ja demonstraram uma presencga em até 97% dos casos de CCRcc,
em detrimento de uma auséncia de expressao nos tumores ndo células claras (Mjgnes et al.

2017). Do mesmo modo, um grupo chinés detectou a coexpressdo de EPO e do receptor de
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EPO (EPO-R) em mais de 92% de uma amostra de CCR esporadico, independente do estado
mutacional do gene VHL (Gong et al. 2006). J4 um estudo conduzido por Michael et al (2007)
relacionou a expressdao imuno-histoquimica de EPO a uma pior SG, com risco de morte maior
do que duas vezes comparado ao grupo que ndo expressava o marcador (Michael et al. 2007).

Papworth et al (2009) publicaram um estudo onde ndo evidenciaram associa¢do dos
niveis séricos de EPO e de hemoglobina com a expressdo imuno-histoquimica de EPO ou EPO-
R. Ao final de uma analise multivariada, nenhum dos marcadores teciduais (EPO ou EPO-R) e
nem dos niveis séricos de EPO apresentaram-se como fatores progndsticos independentes
(Papworth et al. 2009).

Em nosso grupo, Ferreira et al (2017) avaliaram 176 casos de CCRcc ndo metastaticos,
submetidos a nefrectomia entre 1989 e 2009. Nessa amostra, a expressdo imuno-
histoquimica de EPO ocorreu em 73,3% dos casos. A auséncia de expressao associou-se com
tumor incidental, maior tamanho tumoral, anemia pré-operatdria, transfusdo sanguinea,
maior proporgao de performance status de Karnofsky < 80%, além de uma idade mediana
maior. Ao final do estudo, a analise multivariada mostrou que a auséncia de expressao afetou
negativamente as taxas de SG e SCE em 5 anos (Ferreira et al. 2017).

Indo ao encontro deste achado, Stoyanoff et al (2016) analisaram amostras de CCRcc
nao metastaticos e encontraram uma maior expressao de EPO nos tumores mais iniciais
(T1G1), em comparagdo a tumores de maior grau ou estadio T2. A hipdtese dos autores é a
de que a superexpressao desse marcador em tumores mais precoces poderia representar um
gatilho para a proliferagdo celular (Stoyanoff et al. 2016).

Como ja mencionado, um ambiente de hipoxemia tecidual induz a produgao de EPO,
inclusive por estimulo do SRAA. Um estudo experimental demonstrou que a delecdo da
proteina VHL converte as células produtoras de REN em células produtoras de EPO, em
resposta ao acumulo de HIF-2, alterando o fenétipo das células justaglomerulares (Kurt et al.

2013).

1.5 O TISSUE MICROARRAY (TMA)

O método de microarranjo tecidual (TMA, do inglés: tissue microarray) vem sendo cada

vez mais utilizado no estudo do padrao de expressao tecidual de proteinas, particularmente
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no que diz respeito a avaliacdo da importancia diagndstica e progndstica de possiveis
biomarcadores (Liu et al. 2004).

Inicialmente, Batiffora et al (1986) propuseram um método de extracdo de multiplos
fragmentos de um bloco de parafina, os quais eram desparafinados e reidratados, seguido de
cortes cilindricos com cerca de 1 mm?2. Cerca de 100 cilindros eram posicionados em
segmentos de intestino delgado e entdo um novo bloco de parafina era constituido (Battifora
1986). Uma nova descricdo do método, o qual passou a ser denominado TMA, foi feita por
Kononen et al (1998). Os autores desenvolveram uma técnica de alto rendimento, capaz de
analisar um grande nimero de amostras teciduais em uma Unica reacdo de coloragdo imuno-
histoquimica. Um dispositivo extrai os cilindros do bloco doador e os transfere para um bloco

de parafina receptor (Kononen et al. 1998).
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Fonte: Adaptado de OBERLANDER et al (2014).

Legenda: Pequenas amostras teciduais sdo puncionadas das regides selecionadas dos blocos de parafina
doadores, sendo depositadas sequencialmente em um bloco receptor. Liminas destes blocos sdo obtidas através
de seg¢bes de 4 - 8 um com micrétomo e coradas inicialmente com hematoxilina-eosina e, posteriormente, com

os demais métodos de coloragdo, como a imuno-histoquimica.

Figura 6 — Demonstracdo esquematica de preparo das laminas pelo método de TMA.

A Figura 6 demonstra como é feito o preparo das laminas pelo método de TMA. Além
da capacidade de analise de multiplas amostras simultaneamente, esse método também
representa uma economia significativa, tanto de insumos como de necessidade de mao de

obra (Stefan et al. 2021).
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1.6  JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Projeces recentes demonstram que o Brasil sera um dos paises com maior aumento
da incidéncia de CCR, em ambos os sexos, até o ano de 2030, requerendo esforcos urgentes
no planejamento dos recursos de saude (Wong et al. 2017).

Desse modo, aumentar os esforgos para estudar fatores progndsticos relacionados ao
CCR é muito importante para tentar reduzir as diferengas regionais, particularmente diante
da literatura ainda escassa na América Latina, em compara¢do com a existente na Europa e
América do Norte. Nestes ultimos, ndo ocorreu o mesmo processo de miscigenacao de sua
populacdo como aconteceu na nossa (Grandez-Urbina and Arias-Nolazco 2017).

Como na maioria dos tumores sélidos, muitos estudos sobre fatores progndsticos em
CCR avaliam proto-oncogenes, genes supressores de tumor, além de outros marcadores
biomoleculares ou anatomopatoldgicos ja sobejamente investigados nas vias oncoldgicas
classicas. Esses estudos buscam identificar marcadores associados com vantagens adaptativas
das células tumorais, como autossuficiéncia aos fatores de crescimento, insensibilidade aos
sinais que inibem o crescimento celular, evasdo da morte programada (apoptose), potencial
replicativo ilimitado, angiogénese sustentada e invasdo tecidual e metdstase (Zequi 2008,
2000; Costa et al. 2012; da Costa et al. 2012b, 2014, 2018, 2019; Campos et al. 2013; Vilella-
Arias et al. 2013; Chipollini et al. 2019; Santos et al. 2021). Até entdo, poucos estudos foram
dirigidos ao eventual valor progndstico dos hormdnios secretados pelos rins, que também é
um orgao enddcrino.

Essa vertente aumenta as perspectivas para o conhecimento da carcinogénese renal,
uma vez que o principal sitio produtor tanto de REN como de EPO encontra-se no cortex renal,
regiao de origem da maioria das neoplasias renais de células claras. Investigar uma associagao
de ambos esses marcadores, com desfechos clinicos do tumor, faz sentido, sendo também
uma forma de continuar as pesquisas anteriormente publicadas pelo nosso grupo.

Foi exposto, na secdao de revisdo de literatura, a ligacdo entre a REN e a EPO e o
ambiente de hipoxemia tecidual e neovascularizacdo, bem como a insercdo desses
marcadores no eixo do sistema renina-angiotensina. Nosso grupo, ja demonstrou que a
auséncia de expressao de REN ou de EPO, de modo isolado, apresentou valor progndstico
(Ferreira et al. 2017; de Almeida e Paula et al. 2019). Ndo sabemos se a combinac¢do da falta

de expressdo desses marcadores poderia aumentar o poder estatistico no CCRcc. Acrescenta-
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se ai a complexidade de vias alternativas desse sistema, incluindo a importancia da CTSD,
reconhecida como uma enzima renina-like e que ja foi demonstrado seu potencial valor em

uma variedade de canceres, inclusive como possivel alvo de terapias sistémicas.



39

2 OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Descrever a expressdao imuno-histoquimica da eritropoietina (EPO) e da catepsina D
(CTSD) no tecido tumoral e o seu valor progndstico oncolégico em uma coorte de pacientes

portadores de CCR do tipo células claras submetidos a ressecgdo cirurgica.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o valor prognostico da expressdao imuno-histoquimica concomitante da EPO e
da REN nas taxas de sobrevida global, sobrevida cancer-especifica e sobrevida livre de
recorréncia nos casos de CCRcc ndo metastaticos.

. Avaliar o valor progndstico da imunoexpressao concomitante da CTSD e da renina
(REN) nas taxas de sobrevida global, sobrevida cancer-especifica e sobrevida livre de
recorréncia nos casos de CCRcc ndo metastaticos.

° Analisar se a expressao dos marcadores EPO, CTSD e REN possuem associacdo com

variaveis demograficas, clinicas e patoldgicas nos casos de CCRcc ndo metastaticos.
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MATERIAL E METODOS

POPULACAO DO ESTUDO

Foram analisados os dados clinicos e patoldgicos dos prontudrios de 729 pacientes

portadores de CCRcc submetidos a tratamento cirurgico no A.C.Camargo Cancer Center

(ACCCC) no periodo de 1985 a 2016. Para o levantamento dos dados, utilizou-se a ficha

apresentada no Apéndice 1. Todas as informagdes foram armazenadas em banco de dados

seguro na plataforma REDCap.

3.1.1

3.1.2

3.2

Critérios de inclusao
CCRcc comprovado histologicamente em laudo anatomopatoldgico;
Pacientes submetidos a tratamento cirurgico primario, por meio de nefrectomia

radical ou parcial;

Critérios de exclusao

Pacientes submetidos a tratamentos nao cirurgicos para a neoplasia renal;
Prontudrios com dados incompletos ou faltantes;

Material arquivado em blocos de parafina em mas condi¢des, impossibilitando a
inclusao e analise no bloco receptor;

Portadores de subtipos histolégicos ndo células claras ou amostras de tecido
erroneamente nao neoplasico;

Identificacdo de TMA com descolamento de spots ou com presenca de necrose ou

fibrose excessivas, tornando o material inadequado.

SELECAO DAS VARIAVEIS

As varidveis consideradas para andlise foram idade ao diagndstico, data de admissao

no servigo, sexo, presenca de comorbidades (hipertensdo arterial, diabetes mellitus, doenga

renal cronica, dislipidemia, entre outras), presenca de sinais ou sintomas ao diagndstico,
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classificacdo de risco anestésico da Sociedade Americana de Anestesiologistas (ASA),
classificagao de performance clinica de Karnofsky e da ECOG, tabagismo e carga tabagica,
indice de massa corpdrea, tempo do diagndstico ao tratamento, presenga de metdstases ao
diagnostico, histérico familiar de CCR, histéria pessoal de outras neoplasias, nivel pré-
operatério de hemoglobina, hematdcrito e creatinina sérica, tipo de tratamento cirurgico
realizado, margens cirurgicas, grau nuclear pela classificagdo da ISUP, tempo de internagao
cirurgica, ocorréncia de complicagdes precoces (até 30 dias) ou tardias e classificagdo de
Clavien-Dindo, estadio clinico e patolégico TNM, didmetro do tumor (cm), lateralidade,
multifocalidade, além de achados histopatolégicos, como invasdao microvascular, presenga de
componente sarcomatéide ou rabddide, invasdo linfatica, invasdo perineural, necrose,
invasdao de veia renal, infiltragdo de gordura perirrenal, invasao de hilo renal,
comprometimento de capsula renal, invasao de sistema coletor, envolvimento de glandula
adrenal, evidéncia de recorréncia local ou a distancia e data da recorréncia, data do ultimo
seguimento e status ao final do ultimo seguimento. Apds as analises imuno-histoquimicas,
também foram incluidas as expressdes qualitativas da renina, da eritropoietina e da catepsina

D.

3.2.1 Diagnostico e estadiamento

Todos os pacientes foram inicialmente submetidos a exame clinico geral e investigados
quanto a presenga de sinais ou sintomas relacionados a neoplasia renal. Utilizou-se
tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear magnética como exame de imagem para
a confirmagdo diagndstica da maioria dos casos.

O estadiamento clinico foi feito através do sistema de classificagdo TNM/AICC, oitava
edicdo, de 2016 (Anexo 1). A investigacdo de metastases pulmonares foi feita através de
radiografia de térax em incidéncias pdstero-anterior e perfil e, para os casos suspeitos, foi
solicitada uma tomografia computadorizada de tdrax. A cintilografia dssea foi feita apenas
para os casos suspeitos de acometimento ésseo, como presenca de dor déssea, alteracdes

laboratoriais sugestivas ou presenga de multiplas metastases.

3.2.2 Tratamento cirargico
Nenhum dos pacientes recebeu tratamento sistémico neoadjuvante. O tipo de cirurgia

indicada e a via de acesso variaram de acordo com a extensao tumoral e a preferéncia do
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cirurgido. Os procedimentos realizados foram nefrectomia radical ou parcial, fazendo uso das
técnicas aberta, videolaparoscdpica ou robd-assistida. Para os casos submetidos a ressecgdes
parciais, foi analisado o status da margem cirdrgica e, em alguns casos selecionados, técnica
de patologia de congelagao para afastar margem residual positiva.

Durante a nefrectomia radical, a realizacdo da linfadenectomia retroperitoneal, bem
como de sua extensao, ficou a cargo de cada cirurgido, sendo realizada apenas com o intuito
de estadiamento da doenca, exceto na suspeita pré ou intraoperatdria de linfonodos

suspeitos. Para as cirurgias parciais, a linfadenectomia nao foi realizada.

3.2.3 Seguimento

O seguimento dos pacientes foi realizado de modo ambulatorial apds a cirurgia, com
consultas preferencialmente trimestrais nos dois primeiros anos, semestrais do terceiro ao
quinto ano, e anuais apos cinco anos. A frequéncia e periodicidade dessas avaliagdes variou
de acordo com critérios do médico assistente envolvido no seguimento do paciente. Em todas
as consultas, foi realizado exame fisico sistematico. Exames laboratoriais e de imagem foram
utilizados rotineiramente durante o acompanhamento. A depender do estddio clinico,
tomografia computadorizada ou ressonancia magnética foram realizados a cada 6 meses nos
dois ou trés primeiros anos de acompanhamento, alternando com ultrassonografia de
abdome, aumentando o intervalo para uma vez por ano a partir do quarto ano. Foram
solicitados também exames de imagem do toérax, sendo radiografia toracica ou tomografia
computadorizada do térax a depender do estadiamento.

Os casos metastaticos ou com diagndstico de recidiva tumoral tiveram
acompanhamento conjunto da equipe da oncologia clinica, com seguimentos individualizados
de acordo com cada caso. Para os casos com suspeita de recidiva local ou sistémica, foi
realizada tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear magnética para confirmacao

diagnostica. Ao final do seguimento, os pacientes foram classificados em:

a) Vivos sem cancer: pacientes tratados do CCR e sem evidéncia clinica ou radiolégica da
neoplasia.
b) Vivos com cancer: pacientes que, ap6s o tratamento cirdrgico primario,

permaneceram com evidéncia clinica ou radioldgica da doenga ou que apresentaram recidiva

durante o seguimento.
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c) Mortos pelo cancer: pacientes que morreram decorrentes do CCR ou por complicacao
do tratamento, incluindo ébito pds-operatdrio (até 30 dias apds a cirurgia).

d) Mortos por outras causas: pacientes que morreram por causas nao relacionadas a
neoplasia ou a complicagdes do seu tratamento.

e) Perda de seguimento: pacientes que ndo retornaram nas consultas de seguimento

num periodo de tempo igual ao dobro do estipulado e que ndo foram localizados.

3.3 CONFECGAO DO TMA

Para realizar a confeccdo do TMA, os blocos de parafina e suas laminas foram
recuperados. As dreas mais representativas do tumor foram demarcadas em cada lamina. As
laminas demarcadas foram justapostas com seus respectivos blocos doadores, onde a drea de
interesse foi puncionada com agulha e fragmentos cilindricos foram retirados. Esses
fragmentos foram transferidos para um bloco receptor, constituindo o TMA. A partir desse
bloco receptor, seccionam-se multiplas laminas de 4 a 8 um para o estudo (Figura 6).

Cada lamina possui amostras em duplicata, obtidas de se¢des em diferentes niveis de
profundidade dos blocos doadores. Assim, possibilita-se a analise de diversas quantidades de
tecido em diferentes regides tumorais, sem que haja comprometimento da
representatividade do material obtido. Quando presentes e vidveis, também foram
selecionadas areas de tecido renal nao neoplasico, distando pelo menos 0,5 cm do tecido
tumoral. Por questdes éticas, as amostras ndao tumorais foram coletadas apenas nos
espécimes cirdrgicos provenientes de nefrectomias radicais ou de nefrectomias parciais com
margem cirurgica disponivel para tal andlise.

Estes casos fazem parte de um banco de tumores institucional, cujas laminas e dados
histopatoldgicos foram submetidos a uma revisdo central por duas uropatologistas
experientes (Dra. Isabela Werneck da Cunha e Dra. Stephania Martins Bezerra), sem
conhecimento dos desfechos clinicos de cada caso.

Foram confeccionados sete blocos de TMAs. Para isso, utilizou-se um dispositivo
chamado Manual Tissue Arrayer MTA-1 (Beecher Instruments Microarray Technology, Silver
Spring, EUA). O caso foi definido como adequado quando o corte resultante ocupou pelo

menos 25% da darea total do cilindro. Foram realizados cortes sequenciais de 4 - 8 um de
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espessura por microtomia mecanica (Leica RN2255, LEICA) e colocados em laminas para a

realizagdo das reagdes de imuno-histoquimica.

3.3.1 Técnica imuno-histoquimica

As reacgdes imuno-histoquimicas foram realizadas de forma automatizada com a
utilizacdo do equipamento BenchMark ULTRA (VENTANA® - Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemanha), utilizando o sistema de visualizagdo EnVision FlexPlus (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA), de acordo com as especificacdes do fornecedor. Para a realizacdo deste
estudo, foi utilizada a seguinte padronizagao de anticorpos:
a) Renina - Anticorpo primdrio policlonal de coelho anti-renina (Abcam®© - Cambridge,
MA, USA), especificagdo ab217761, com titulagao de 1:200.
b) Eritropoietina - Anticorpo monoclonal murino anti-EPO [EPO2] (Abcam© - Cambridge,
MA, USA), especificagdo ab20375, com dilui¢do 1:1000.
c) Catepsina D - anticorpo primario monoclonal murino anti-CTD19 (Sigma-Aldrich — St.

Louis, MO, USA), especificacdo C0715, com diluicdo 1:5000.

As reagOes imuno-histoquimicas automatizadas seguiram um protocolo estabelecido
de acordo com os resultados obtidos na padronizagao da técnica. A desparafinagao das
laminas foi realizada aplicando-se EZPrep (ROCHE) e aquecidas a 75°C por 8 minutos. Para
recuperacao antigénica foi aplicado Cell Conditioner (ROCHE) por 8 minutos a 95°C, e depois
64 minutos a 100°C. As laminas foram lavadas com Reaction Buffer (ROCHE) e incubadas por
4 minutos nessa solugdo. Em seguida, foi aplicado UV INHIBITOR (ROCHE) nas laminas por 4
minutos e depois lavadas com Reaction Buffer. O bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado aplicando-se UV DAB H202 (4dgua oxigenada a 10 volumes). As laminas foram
incubadas com os anticorpos primarios, focos do estudo, por 32 minutos e depois lavadas
novamente com Reaction Buffer. Foi realizada nova incubagdo por 8 minutos com UV DAB
(ROCHE) e UV DAB H202 (ROCHE), lavagem com Reaction Buffer e aplicado UV COPPER
(ROCHE) por 4 minutos, sendo novamente lavadas apés a finalizacdo. Apds esse processo, as
laminas foram retiradas do equipamento e submetidas a desidratagdo com banhos sucessivos
de etanol a 80%, 95% e 100%, por 30 segundos cada um, e a quatro banhos de xileno de 30

segundos cada. Tecidos sabidamente positivos para os marcadores foram usados como
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controles positivos, enquanto os controles negativos foram obtidos omitindo os anticorpos
primarios.

Na andlise previamente feita com a REN, a sua expressao foi considerada positiva se
presente em ao menos um dos spots de cada caso nos TMAs. Foram definidos, como
expressao negativa, os casos sem expressao imuno-histoquimica observada ou com até 5%
das células com expressao fraca (de Almeida e Paula et al. 2019).

Para a EPO, realizamos o mesmo procedimento de classificagdo. Dessa forma, os casos
classificados ao final, como expressao negativa, foram aqueles nao expressos em ambos 0s
spots. Casos com pelo menos um dos spots descolados ou sem tecido tumoral vidvel em pelo
menos 25% do spot foram retirados da analise.

Para a CTSD, realizamos uma escala semiquantitativa variando de 0 a 4+, dependendo
da intensidade de expressdo citoplasmatica. Esse método foi adaptado do proposto por
Merseburger et al (2005). Posteriormente, as reag¢des imuno-histoquimicas foram
classificadas em dois grupos, sendo um de auséncia ou fraca expressado (grau 0-2+) e outro de
forte expressao de CTSD (grau 3-4+). Casos com pelo menos um dos spots evidenciando grau

de expressao 3 ou 4+ foram considerados como de forte expressao no agrupamento final.

3.4  ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica, foram utilizados o software IBM SPSS, versdo 23.0 (IBM Corp.
Armonk, Nova lorque, EUA) e o software R versdo 4.0.0 (Comprehensive R Archive Network,
disponivel em: http://cran.r-project.org). Realizamos a distribuicdo das varidveis
demograficas, clinicas e anatomopatoldgicas e mensuramos a expressao da EPO, da REN e da
CTSD, associando com desfechos de sobrevida global (SG), sobrevida cancer-especifica (SCE)
e sobrevida livre de recorréncia (SLR), além de fatores de maior agressividade relacionados
com o tumor.

De acordo com a expressdo de cada um dos trés marcadores, os casos foram
agrupados e comparados ao longo dos anos que corresponderam ao tempo do estudo. Essa
distribui¢cao ao longo dos anos foi analisada por meio do teste do qui-quadrado de Pearson.

As varidveis qualitativas foram apresentadas na forma de tabelas de contingéncia e
também comparadas pelo teste do qui-quadrado de Pearson. Para os casos em que a

frequéncia foi inferior a 5, o teste exato de Fisher foi utilizado. Varidveis quantitativas foram
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expressas por meio de medidas de tendéncia central, como a mediana, além do intervalo
interquartil (11Q) e amplitude e foram avaliadas pelo teste U de Mann-Whitney. A comparagao
entre o grau de expressao da CTSD no tecido renal ndao neoplasico e no CCR foi feita pelo teste
t de Student.

As taxas de sobrevida em 10 anos foram analisadas pela técnica de Kaplan-Meier e as
respectivas curvas comparadas pelo teste de Log Rank. A significancia estatistica foi
determinada para um valor de p inferior a 0,05. Os pacientes que tiveram perda de
seguimento foram considerados censurados nos graficos. Para o cdlculo das razdes de risco
relacionadas as taxas de sobrevida, as varidveis foram inicialmente submetidas a analise dos
residuos de Schoenfeld para verificagdo de proporcionalidade. Apds essa etapa, foram
realizadas andlises de regressao logistica de Cox simples e, aquelas significativas, foram
submetidas a analises multiplas de Cox pelo método backward stepwise, baseadas em teste
de razdo de verossimilhanga para confirmagdes, de modo que cada varidvel inclusa no modelo

pode ser ou ndo eliminada, em ordem decrescente, por etapas.

3.5 ETICA

Trata-se de um projeto de estudo retrospectivo. Dessa forma, ndo houve a
participacao direta dos pacientes, nem alteragdo da estratégia de seguimento pds-operatorio.
Ndo havera também introducdo de qualquer modificacdo terapéutica, aplicacdo de
medicamento ou método que possa gerar consequéncias aos pacientes. Desta forma, nao foi
necessdria a ado¢ao de consentimento pdés-informado. Quaisquer informacgdes que possam
levar a identificagdo dos sujeitos foram preservadas.

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

Inicialmente inscrevemos o projeto de pesquisa tematico ("guarda- chuva") no Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacdo Antonio Prudente - A.C.Camargo Cancer Center,
intitulado “Expressdao imunoistoquimica e valor progndstico de um painel de marcadores
(BAP1; Beta-Catenina; CD133; Complexo Ezrina-Moesina; EPO/EPO-R; FOXP3; KDM5C; NOS-3;
PBRM1; PTEN; REN/REN-R; SETD2 e STAT3) em carcinoma de células renais. Estudo
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III

multicéntrico internacional”, sob o registro n2 2144/15. No inicio da aprovacdo deste estudo,
houve dispensa na submissdo de novo projeto ao CEP, por ser considerado projeto afiliado ao
tematico em questdo, recebendo o registro n? 2144/15F em 24 de janeiro de 2020 (Anexo 4).
Posteriormente, pela inclusdao de um novo marcador no estudo —a catepsina D — foi formulada
uma emenda ao projeto, recebendo a apreciagdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa

(CONEP) que aprovou a versao por meio do parecer n2 4.908.103 em 16 de agosto de 2021.
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3.6  CASUISTICA

3.6.1 Aspectos demograficos, clinicos e patoldgicos

Dos 729 casos de CCRcc avaliados, 64 (8,8%) eram metastaticos ao diagndstico. Dessa
populacdo, 467 (64,2%) eram do sexo masculino e 260 (35,8%), do sexo feminino. A idade
mediana foi de 55 anos, variando de 21 a 88 anos e apresentando um intervalo interquartil
(1Q) de 47 a 63 anos. No que diz respeito a raga/etnia, as informagdes estavam faltando em
47,6% dos casos. Dentre os casos com dados disponiveis, 301 (78,8%) eram brancos, 11 (2,9%)
eram negros, 41 (10,7%) declararam-se como pardos e 29 (7,6%) eram amarelos (ou de
descendéncia asiatica), ndo havendo indigenas. Nessa casuistica, o tempo de seguimento
mediano foi de 53 meses (IlQ = 25-75 meses).

Com relagdo aos aspectos clinicos dos pacientes, 565 (83,8%) tinham alguma
comorbidade. HAS estava presente em 348 (51,6% dos casos com informagdes sobre
comorbidades), diabetes mellitus estava presente em 111 casos, dislipidemia em 25 e DRC foi
relatada em 25 casos. O IMC mediano foi de 27,78 kg/m? (11Q = 25,01-31,21 kg/m?), sendo que
170 casos (24,5%) tinham IMC normal, 292 (42,1%) tinham sobrepeso, 159 (22,9%) eram
obesos classe |, 43 (6,2%) eram obesos classe Il, 27 (3,9%) eram obesos classe Il e apenas dois
casos (0,3%) foram classificados na faixa de baixo peso. As informacdes relacionadas ao
tabagismo estavam presentes em 657 casos, sendo que 378 (57,5%) nunca fumaram, 212
(32,5%) eram ex-fumantes e 67 (10,2%), fumantes. Foi levantado que 208 pacientes (31,3%)
tinham ao menos algum sinal ou sintoma ao diagndstico. A dor lombar/abdominal foi o
sintoma mais comum, relatado em 97 casos (14,6%), seguido de hematuria, em 89 casos
(13,4%). Noventa e cinco pacientes (13,4%) tinham um escore de Karnofsky < 80. Ja
relacionado a classificacdo ECOG, 423 casos (59,6%) foram ECOG 0, 259 (36,5%) foram ECOG
1, 25 (3,5%) foram ECOG 2 e somente trés casos (0,4%), ECOG 3.

Sobre os valores laboratoriais mais comumente coletados, o valor mediano da
hemoglobina foi de 14,2 g/dl (IIQ = 13,1-15,3 g/dl), sendo que 77 casos (11,4%) tinham anemia
(Hb < 12 g/dl) ao diagndstico. O valor mediano da creatinina sérica pré-operatodria foi de 0,95
mg/dl (11Q = 0,8-1,11 g/dl), variando de 0,47 a 13,9 mg/dl. A Tabela 3 contém a descricdo das

variaveis epidemioldgicas e clinicas apresentadas.
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Tabela 3 — Descrigdo das varidveis epidemioldgicas e clinicas dos pacientes portadores de
CCRcc (n =729 casos).

Variavel Categoria N % (valida)*
Idade <45 anos 146 20,1
45 -59 anos 335 46,1
60— 74 anos 206 28,3
>75 anos 40 5,5
Sexo Masculino 467 64,2
Feminino 260 35,8
Raca Brancos 301 78,8
N3o brancos 81 21,2
Comorbidades Nao 109 16,2
Sim 565 83,8
Historia familiar Um familiar 31 5,0
Dois ou mais 6 1,0
Néo 581 94,0
Tabagismo Nao 378 57,5
Ex-fumante 212 32,3
Fumante 67 10,2
Sinais ou sintomas ao diagnéstico Auséncia 456 68,7
Um sinal/sintoma 165 24,8
Dois sinais/sintomas 40 6,0
Trés ou mais 3 0,5
KPS <80 95 13,4
>80 615 86,6
ECOG performance scale 0-1 682 96,1
2-3 28 3,9
Classificagdo de ASA 1-2 581 81,3
3-4 133 18,7
Anemia ao diagndstico (Hb < 12 g/dl) Nao 596 88,6
Sim 77 11,4

Legenda: ASA: American Society of Anesthesiologists. ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group. Hb:
hemoglobina. KPS: Karnofsky performance scale.

* Dados de porcentagens apenas dos casos com informagdes disponiveis.

Do ponto de vista oncoldgico, 38 casos (6,1%) tinham registro de histdria familiar de
CCR, sendo que em 14 casos foi possivel obter o registro do diagndstico da sindrome de von

Hippel-Lindau. Além disso, 134 casos (18,9%) tinham histdrico oncoldgico prévio. Os outros
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canceres mais comuns foram préstata em 29 casos (2,1% dos casos validos), seguido de mama
em 18 casos (2,7% dos casos validos).

A respeito do tratamento cirurgico empregado, 376 (51,8%) submeteram-se a NP e
350 (48,2%), a NR. A via laparoscépica foi a mais comum, sendo realizada em 255 casos
(37,4%), seguido da via aberta anterior em 233 casos (34,2%), via aberta por lombotomia em
119 casos (17,5%), retroperitoneoscopia em 5 casos e via robdtica realizada em 69 casos
(10,1%). O tempo de internacdo mediano foi de 3 dias (11Q = 2-5 dias), variando de 1 a 71 dias
de hospitalizagdo. Ja o tempo cirdrgico mediano registrado foi de 170 minutos (I1Q = 130-210
minutos). A conversdo dos casos de cirurgia minimamente invasiva para a via aberta ou os
casos que necessitaram de uma totalizacdo da nefrectomia ocorreu em 18 pacientes (2,5%
dos casos validos). A ocorréncia de complicag¢des cirurgicas ocorreu em 203 casos (30,9%),
sendo que 15 casos foram complicagdes classificadas como Clavien-Dindo grau |, 122 casos
foram grau Il, 8 casos foram grau llla, 18 casos foram grau lllb, 32 casos foram grau 1Va, 4
casos foram grau IVb e 4 casos foram a dbito devido ao procedimento cirldrgico. O tipo de
complicagdo mais comum foi a hemorragia, incluindo os casos que necessitaram de transfusao
no periodo peri-operatério, seguido da insuficiéncia renal aguda (32 casos), infecgdo de sitio
cirargico (24 casos), ileo paralitico (13 casos), fistula urinadria (4 casos) e evento
tromboembodlico (4 casos). Na Tabela 4 podem ser vistas a descricdo das varidveis cirurgicas e
no Anexo 3 foi apresentada a classificagao de Clavien-Dindo utilizada.

Na revisdao dos laudos anatomopatoldgicos, o tamanho tumoral mediano foi de 4,5 cm
(IlQ = 3-6,6 cm) e variou de 0,6 a 25 cm. Dessa forma, 343 casos (47,4%) foram considerados
pequenas massas (< 4 cm). A presenca de margens cirurgicas comprometidas foi evidenciada
em 36 casos (5%). A linfadenectomia foi empregada em 191 casos (26,3%), sendo que o
numero mediano de linfonodos ressecados foi de quatro, variando de 1 a 84 (1lQ = 2-8,5). A
identificacdo de doenca linfonodal foi vista em 21 casos (2,9%). Em 37 casos, foi diagnosticado
CCR bilateral, incluindo tumores sincronicos (11 casos) e metacrénicos (26 casos). O grau
nuclear da ISUP ficou dividido em ISUP 1 (32 casos), ISUP 2 (370 casos), ISUP 3 (252 casos) e
ISUP 4 (74 casos). Demais caracteristicas histopatoldgicas, bem como os estadiamentos clinico
e patoldgico podem ser verificados nas Tabelas 5 e 6.

Uma tabela descritiva com os casos desse estudo pode ser visualizada na Tabela 7,

realizando o agrupamento nos escores prognosticos UISS, SSIGN e GRANT.
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Tabela 4 — Descricdo das variaveis cirurgicas dos pacientes portadores de CCRcc (n = 729
casos).

Variavel Categoria N % (valida)*

Tipo de cirurgia Nefrectomia parcial 376 51,8
Nefrectomia radical 350 48,2
Margem cirurgica Negativa 689 95,0
Positiva 36 5,0
Transfusdo sanguinea Nao 525 80,0
Sim 131 20,0

ComplicagGes precoces Ndo 455 69,1
Hemorragia 106 16,1

IRA 32 4,9

ISC 24 3,7

fleo paralitico 13 2,0

TEV 4 0,6

Fistula urinaria 4 0,6

Outras 20 3,0

ComplicagGes tardias Nao 575 87,4
IRC 54 8,2

Hérnia incisional 22 3,3

Linfocele 1 0,2

Hipertensao 1 0,2

Outras 5 0,8

Linfadenectomia Ndo 534 73,7
Hilar 52 7,2

Retroperitoneal 124 17,1

Sim, ignorado 15 2,0

Legenda: IRA: Insuficiéncia renal aguda. IRC: Insuficiéncia renal cronica. ISC: Infecgdo de sitio cirurgico. TEV:

Tromboembolismo venoso.

* Dados de porcentagens apenas dos casos com informag&es disponiveis.



52

Tabela 5 — Descricdo das varidveis patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc (n = 729
casos).

Variavel Categoria N % (valida)*
Tamanho tumoral <4cm 343 47,4
4,1-7cm 226 31,2
7,1-10cm 95 13,1
>10cm 60 8,3
Lateralidade Direito 338 46,8
Esquerdo 348 48,1
Bilateral 37 5,1
Localizagdo Polo superior 207 32,2
Tergo médio 167 26,0
Polo inferior 173 26,9
Duas regides 53 8,2
Todo o parénquima renal 43 6,7
Invasdo de veia renal N3o 661 92,2
Sim 56 7,8
Infiltragdo de gordura perirrenal Ndo 614 85,8
Sim 102 14,2
Invasdo de hilo ou seio renal N3o 597 83,4
Sim 119 16,6
Invasdo de sistema coletor N3o 697 97,2
Sim 20 2,8
Infiltracdo de capsula renal Ndo 557 79,7
Sim 143 20,4
Invasdo venosa macroscopica Nado 640 92,6
Embolismo 48 6,9
Infiltragdo 3 0,4
Invasdo microvascular Nado 650 90,0
Sim 72 10,0
Invasdo linfatica N3o 698 96,7
Sim 24 3,3
Invasdo perineural Nado 698 97,9
Sim 15 2,1
Acometimento de veia cava inferior N3o 696 96,9
Sim 22 3,1
Comprometimento de adrenal N3o 700 97,6
Ipsilateral 15 2,1
Bilateral 2 0,3

Necrose tumoral N3o 508 70,3
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Con/Tabela 5 — Descri¢do das variaveis patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc (n =
729 casos).

Sim 215 29,7

Componente sarcomatoéide/rabddide N3o 673 93,0
Sim 51 7,0

Grau histoloégico de ISUP Baixo grau 402 55,2
Alto grau 326 44,8

Legenda: ISUP: International Society of Urological Pathology.

* Dados de porcentagens apenas dos casos com informag&es disponiveis.

Tabela 6 — Descricdo do estadiamento patoldgico dos pacientes portadores de CCRcc, de
acordo com o sistema de estadiamento TNM AJCC (82 edi¢do), 2016 (n = 729 casos).

Variavel Categoria N % (valida)*
Estadio pT pTla 332 45,7
pTlb 170 23,4
pT2a 40 5,5
pT2b 12 1,7
pT3a 129 17,8
pT3b 18 2,5
pT4 25 34
Estddio pN pNO ou Nx 708 97,1%
pN1 21 2,9%
Estadiamento clinico AJCC Estadio | 487 67,1
Estadio Il 42 5,8
Estadio Il 115 15,8
Estadio IV 82 11,3

Legenda: AJCC: American Joint Committee on Cancer
* Dados de porcentagens apenas dos casos com informagdes disponiveis.

Tabela 7 — Distribuicdo dos pacientes portadores de CCRcc de acordo com os escores
progndsticos UISS, SSIGN e GRANT.

Escore progndstico Grupo de risco N % (valida)*
UISS (Doenga localizada) Risco baixo 238 37,4
Risco intermediario 333 52,3
Risco alto 66 10,4
UISS (Doenga metastatica) Risco baixo 13 17,1

Risco intermediario 40 52,6
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Con/Tabela 7 — Distribui¢cdo dos pacientes portadores de CCRcc de acordo com os escores
prognodsticos UISS, SSIGN e GRANT.

Risco alto 23 30,3

Escore SSIGN 0-2 397 54,9
3-4 121 16,7

5-6 69 9,5

7-9 92 12,7

>10 44 6,1

Escore GRANT Grupo favoravel 573 78,9
Grupo desfavoravel 153 21,1

Legenda: GRANT: GRade, Age, Nodes, and Tumor. SSIGN: Stage, Size, Grade, and Necrosis. UISS: UCLA Integrated
Staging System for renal cell carcinoma.
* Dados de porcentagens apenas dos casos com informag&es disponiveis.

3.6.2 Situagao clinica ao término do estudo

Ao final do seguimento, 133 pacientes (18,4%) faleceram, sendo 109 casos (15,1%)
relacionados ao cancer renal. A perda de seguimento ocorreu em 44 casos (6,1%). Ja a
recorréncia ocorreu em 144 casos (19,9%), sendo que a recorréncia local exclusiva foi relatada
em 46 casos (6,3%) e a recorréncia a distancia, em 108 casos (14,8% dos casos validos). O
tempo mediano da cirurgia até a recorréncia foi de 47 meses (11Q = 16-72 meses). O sitio mais
comum de metdstases a distancia foram os pulmdes (111 casos), seguido de metastases
Osseas (63 casos), hepaticas (32 casos), sistema nervoso central (28 casos), adrenal (12 casos),
pancreas (10 casos), entre outras.

Considerando toda a casuistica, a sobrevida global (SG) em 5 e 10 anos foi de 82,9% e
62,2%, respectivamente e a sobrevida cancer-especifica (SCE) em 5 e 10 anos foi de 85,7% e
70,4%, respectivamente.

Por fim, considerando somente os casos de CCR ndo metastatico, a SGem 5 e 10 anos
foi de 89,1% e 66,7%, respectivamente. A SCE em 5 e 10 anos foi de 92,1% e 75,7%,

respectivamente. Jd a SLR em 5 e 10 anos foi de 80,4% e 59,6%, respectivamente.
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4 RESULTADOS

4.1 REAGOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DA RENINA E DA ERITROPOIETINA

A expressdao imuno-histoquimica da REN ja havia sido avaliada previamente em 603
casos desta série, pelo nosso mesmo grupo (de Almeida e Paula et al. 2019), com resultados
transcritos aqui, sendo que a expressao classificada como positiva ocorreu em 426 casos
(70,6%) e a auséncia de expressdo, em 177 casos (29,4%).

Ja a expressdao imuno-histoquimica da EPO foi possivel de ser analisada em 714 casos,
sendo evidenciada uma expressado positiva em 618 casos (86,6%) e uma expressdo negativa
em 96 casos (13,4%).

Nesta analise, o padrao de expressao da EPO nas células tumorais ocorreu de maneira
homogénea, de modo que quando um caso teve expressdo positiva, todas as células do spot
demonstravam reacdo ao marcador e, quando teve expressao negativa, ndo houve coloracao
por nenhuma das células tumorais. Assim, como descrito na se¢ao sobre a metodologia do
estudo, optamos pela classificagdo qualitativa em expressao positiva ou negativa de cada
caso.

Realizando o agrupamento desses dados, foi possivel verificar que a expressado positiva
de ambos os marcadores ocorreu em 366 casos (61,9%), a expressdao de somente um dos
marcadores, em 206 casos (34,9%) e a auséncia concomitante de expressdo da REN e da EPO,
em apenas 19 casos (3,2%). Nos tecidos renais fenotipicamente benignos testados, tanto REN
como EPO mostraram expressdao em todas as amostras. A REN apresentou um padrao de
expressao imuno-histoquimica difusa, porém predominantemente nuclear. Ja a EPO
apresentou um padrdo de expressdao imuno-histoquimica citoplasmatico (Figuras 7 e 8).

Realizando uma andlise descritiva de como foi a distribui¢cao dos casos com expressao
positiva ou negativa de cada marcador, ao longo do periodo de estudo, foi detectado que a
maior propor¢dao de casos com expressao positiva da REN ocorreu nos anos mais recentes
dessa casuistica (p<0,001), enquanto para a EPO, os casos com expressdo positiva do
marcador foram significativamente mais frequentes do que os casos com expressao negativa

ao longo de todo o periodo (p<0,001) (Figura 9).
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Figura 7 — Fotomicrografias exibindo a expressdao imuno-histoquimica da renina em tecido

renal neoplasico (Aumento original de 100x). (A): Expressdo negativa. (B): Expressao positiva.
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Figura 8 — Fotomicrografias exibindo a expressdao imuno-histoquimica da eritropoietina em
tecido renal neoplasico (Aumento original de 100x). (A): Expressdao negativa. (B): Expressao

positiva.

4.1.1 Analise qualitativa da expressao de REN e EPO no CCRcc nao metastatico

Quando analisamos a expressdao qualitativa desses marcadores em associacdo as
varidveis demograficas, clinicas e patoldgicas, somente nos doentes com CCRcc ndo
metastatico, evidenciamos que a auséncia de expressdao de REN ou de EPO associaram-se a
uma populacdo com mediana de idade significativamente mais velha.

A auséncia de expressdo de REN associou-se a uma maior propor¢ao significativa de
pacientes com anemia no pré-operatorio (p = 0,01), com lesGes maiores (p < 0,001), com uma

maior proporcdo de casos com infiltracdo de gordura perirrenal (p = 0,001), invasdo do hilo
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ou seio renal (p <0,001), invasdao microvascular (p = 0,003), necrose tumoral (p = 0,007), maior

grau nuclear ISUP (p = 0,001) e uma maior proporcao de casos com estadio clinico lll-IV (p <

0,001). Casos com expressao positiva para REN ndo tiveram doenca linfonodal presente neste

estudo, além de terem tido uma taxa de recorréncia significativamente menor (16,1% vs

32,5%), com um valor de p < 0,001.

Com relagdo aos escores prognosticos UISS, SSIGN e GRANT, a falta de expressao de

REN associou-se com casos de pior progndstico. Ja a falta de expressdao de EPO somente se

associou a uma maior proporc¢ao significativa de casos do grupo desfavordvel no escore de

GRANT (Tabela 8 e 9).

Ao realizarmos a combinacao qualitativa desses marcadores em grupos de CCRcc ndo

metastdtico com expressdao de ambos (333 casos) ou com perda de expressdo de pelo menos

um deles (201 casos), obtivemos as associa¢des expostas na Tabela 10. Por essa combinacao,

houve associacao significativa com as mesmas variaveis da REN, exceto invasdao microvascular

(p =0,051) e obesidade. Nos casos com expressdo de ambos os marcadores foram descritos

uma maior proporcao de obesos (36,9% vs 26,9%).
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Figura 9 — Distribuicdo do nimero de casos com relacdo a expressao imuno-histoquimica dos

marcadores ao longo do periodo do estudo. (A) Expressdo de renina. (B) Expressdo de

eritropoietina.
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Tabela 8 — Anadlise qualitativa da expressao de renina segundo varidveis clinicas, demograficas

e patolégicas dos pacientes portadores de CCRcc ndo-metastatico.

Expressdao negativa

Expressao positiva

(REN)—152 casosn  (REN)— 392 casos n ;’:':;
(%) (%)
Sexo Masculino 101 (66.4) 245 (62.5) 0.448
Feminino 51 (33.6) 147 (37.5)
Idade (anos) Mediana (11Q) 57 (50 - 63.75) 54.5 (46 — 62.7) 0.028°
Amplitude 21-85 23-85
Hipertensao Nao 55 (43.3) 189 (49.7) 0.249
Sim 72 (56.7) 191 (50.3)
Doenga renal cronica Nao 120 (94.5) 372 (97.9) 0.067
Sim 7 (5.5) 8(2.1)
Obesidade N3o 105 (72.9) 246 (64.9) 0.102
Sim 39 (27.1) 133 (35.1)
Tabagismo Nao 71 (53.4) 227 (60.7)
f::‘;:"tznte ou 62 (46.6) 147 (39.3) 0171
Classificagio ASA 1-2 122 (81.9) 327 (84.1) 0631
3-4 27 (18.1) 62 (15.9)
ECOG Performance Status 0-1 145 (97.3) 381 (98.2) 0.508
2-3 4(2.7) 7(1.8)
2;;[)“'&1 pré-operatéria (Hb < 12 N3o 115 (83.9) 343 (92.2) 0010
Sim 22 (16.1) 29 (7.8)
Tamanho tumoral (cm) Mediana (11Q) 5.9(4-8) 3.8(2.5-5.5)
Amplitude 1.2-20 0.6-16 <0.0012
Invasdo de veia renal Nao 136 (90.1) 369 (94.6) 0.087
Sim 15 (9.9) 21 (5.4)
Infiltragdo de gordura perirrenal  Nao 127 (84.1) 363 (93.6) 0.001
Sim 24 (15.9) 25 (6.4)
Invasdo de hilo ou seio renal Nao 116 (76.8) 351 (90.2) <0.001
Sim 35(23.2) 38(9.8)
Invasdo microvascular Nao 130 (85.5) 366 (93.8) 0.003
Sim 22 (14.5) 24 (6.2)
Necrose tumoral Nao 100 (66.2) 304 (77.9) 0.007
Sim 51 (33.8) 86 (22.1)
Grau histoldgico de ISUP Baixo grau 78 (51.3) 261 (66.6) 0.001
Alto grau 74 (48.7) 131(33.4)
::rT:;';:git;e/rabdéide Ndo 143 (95.3) 384(99.0) 0.138
Sim 7(4.7) 8(2.0)
Estadio pN pNO ou Nx 143 (94.1) 392 (100)
pN+ 9(5.9) 0(0) <0001
Estadio clinico AJCC -1l 102 (67.1) 333(85.2)
<0.001
-1V 50 (32.9) 58 (14.8)
Recorréncia Nao 102 (67.5) 329 (83.9)
<0.001
Sim 49 (32.5) 63 (16.1)
Tempo de seguimento (meses) Mediana (11Q) 63 (31-90) 62 (44 - 85) 0.9842
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Con/Tabela 8 — Andlise qualitativa da expressdo de renina segundo varidveis clinicas,
demogréficas e patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc ndo-metastatico.

Amplitude 0-248 0-230
Escore SSIGN Mediana (11Q) 3(1-5) 1(0-3)
. <0.0012
Amplitude 0-13 0-11
Escore UISS Risco baixo 34 (24.3) 165 (42.5)
Risco 80 (57.1) 193 (49.7) <0.001
intermediario
Risco alto 26 (18.6) 30(7.7)
Escore GRANT Grupo favoravel 117 (77.0) 332 (84.7)
Grupo 0.045
desfavoravel 35(23.0) 60(15.3)

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EPO,
eritropoietina; GRANT, GRade, Age, Nodes, and Tumor; 11Q, Intervalo interquartil; ISUP, International Society of
Urological Pathology; REN, renina; SSIGN, Stage, Slze, Grade, and Necrosis; UISS, UCLA Integrated Staging System
for renal cell carcinoma.

* Valor de P representa um dos testes de significancia, como qui-quadrado de Pearson, correg¢ao de continuidade
ou teste exato de Fisher, quando apropriado. Valores em negrito indicam significancia estatistica.

2 Valor de P representa o teste de Mann-Whitney. Valores em negrito indicam significancia estatistica.

Tabela 9 — Analise qualitativa da expressdao de eritropoietina segundo varidveis clinicas,
demogréficas e patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc ndo-metastatico.

Expressao negativa Expressao positiva

(EPO) — 89 casos n (EPO) — 561 casos n ;l:l:i
(%) (%)
Sexo Masculino 47 (52.8) 362 (64.5)
Feminino 42 (47.2) 199 (35.5) 0.04>
Idade (anos) Mediana (11Q) 58 (50 - 65) 54 (46 - 62) 0.015°
Amplitude 36-83 21-88
Hipertensao Nao 38(43.2) 255 (48.8) 0.394
Sim 50 (56.8) 268 (51.2)
Doenga renal cronica Nao 86 (97.7) 505 (96.6) 0.754
Sim 2(2.3) 18 (3.4)
Obesidade N3o 64 (71.9) 344 (64.3) 0202
Sim 25(28.1) 191 (35.7)
Tabagismo Nao 50 (58.8) 289 (57.6)
f::‘;:"tznte ou 35 (41.2) 213 (42.4) 0922
Classificagdo ASA 1-2 72 (80.9) 461 (83.2) 0.699
3-4 17 (19.1) 93 (16.8)
ECOG Performance Status 0-1 85 (98.8) 540 (98.2) 1,000
2-3 1(1.2) 10 (1.8)
Anemia pré-operatéria (Hb < 12 N3o 81 (92.0) 471(90.2) 0733

g/dL)
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Con/Tabela 9 — Anélise qualitativa da expressdo de eritropoietina segundo variaveis clinicas,
demogréficas e patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc ndo-metastatico.

Sim 7(8.0) 51(9.8)

Tamanho tumoral (cm) Mediana (11Q) 4(2.8-5.9) 4(2.8-6.5) 0,758
Amplitude 0.7-16 0.6-20

Invasdo de veia renal Nao 82(93.2) 524 (94.1) 0.931
Sim 6(6.8) 33(5.9)

Infiltragdo de gordura perirrenal  Nao 76 (86.4) 499 (89.9) 0413
Sim 12 (13.6) 56 (10.1)

Invasdo de hilo ou seio renal Nao 75 (85.2) 476 (85.6) 1,000
Sim 13 (14.8) 80 (14.4)

Invasdo microvascular Nao 84 (95.5) 511 (91.6) 0298
Sim 4 (4.5) 47 (8.4)

Necrose tumoral Nao 61 (69.3) 413 (74.0) 0.426
Sim 27(30.7) 145 (26.0)

Grau histoldgico de ISUP Baixo grau 52 (59.1) 331 (59.0) 1,000
Alto grau 36 (40.9) 230 (41.0)

::rT:;';:git;e/rabdéide Ndo 83(94.3) >33(952) 0.790
Sim 5(5.7) 27 (4.8)

Estadio pN pNO ou Nx 87 (97.8) 551 (98.2) 0.674
pN+ 2(2.2) 10 (1.8)

Estadio clinico AJCC -1l 70 (78.7) 447 (79.8) 0910
-1V 19 (21.3) 113 (20.2)

Recorréncia Nao 75 (84.3) 446 (79.6) 0.381
Sim 14 (15.7) 114 (20.4)

Tempo de seguimento (meses) Mediana (11Q) 46 (29.5-62) 59 (34 - 84) 0.002°
Amplitude 0-230 0-248

Escore SSIGN Mediana (11Q) 1(0-4.75) 2(0-4) 0.715%
Amplitude 0-11 0-13

Escore UISS Risco baixo 33(39.8) 199 (36.8)
Risco intermediario 42 (50.6) 285 (52.7) 0.867
Risco alto 8(9.6) 57 (10.5)

Escore GRANT Grupo favoravel 64 (72.7) 466 (83.1) 0.029
Grupo desfavoravel 24 (27.3) 95 (16.9)

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EPO,
eritropoietina; GRANT, GRade, Age, Nodes, and Tumor; 11Q, Intervalo interquartil; ISUP, International Society of
Urological Pathology; SSIGN, Stage, Slze, Grade, and Necrosis; UISS, UCLA Integrated Staging System for renal
cell carcinoma.

* Valor de P representa um dos testes de significancia, como qui-quadrado de Pearson, corregao de continuidade
ou teste exato de Fisher, quando apropriado. Valores em negrito indicam significancia estatistica.

2 Valor de P representa o teste de Mann-Whitney. Valores em negrito indicam significancia estatistica.
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Tabela 10 — Estratificacdo dos pacientes portadores de CCRcc ndo-metastdtico em grupos com
expressdao de ambos os marcadores (REN e EPO) ou perda de expressdao de pelo menos um
deles segundo varidveis clinicas, demograficas e patoldgicas.

Ambos negativos Expressao
ou apenas um positiva de Valor de
expresso — 201 ambos - 333 p*
casos n (%) casos n (%)
Sexo Masculino 123 (61.2) 215 (64.6)
Feminino 78 (38.8) 118 (35.4) 0490
Idade (anos) Mediana (11Q) 57 (49 — 63.5) 54 (46 - 62) 0.021°
Amplitude 21-85 23-85
Hipertensao Nao 78 (44.1) 161 (50.2) 0227
Sim 99 (55.9) 160 (49.8)
Doenga renal cronica Nao 170 (96.0) 313 (97.5) 0.522
Sim 7 (4.0) 8 (2.5)
Obesidade N3o 141 (73.1) 202 (63.1) 0.027
Sim 52 (26.9) 118 (36.9)
Tabagismo Nao 100 (54.9) 192 (61.0)
f:‘:g:"tzme ou 82 (45.1) 123 (39.0) 0224
Classificagdo ASA 1-2 162 (81.8) 278 (84.2) 0.546
3-4 36 (18.2) 52 (15.8)
ECOG Performance Status 0-1 193 (97.5) 323 (98.2) 0.754
2-3 5(2.5) 6 (1.8)
Anemia pré-operatéria (Hb < 12 N3o 160 (86.0) 289 (92.0)
g/dL) 0.046
Sim 26 (14.0) 25 (8.0)
Tamanho tumoral (cm) Mediana (11Q) 5(3.5-7.5) 4(2.5-5.5) <0.001°
Amplitude 0.7-20 0.6-14.5
Invasdo de veia renal Nao 181 (90.5) 314 (94.9) 0.078
Sim 19 (9.5) 17 (5.1)
Infiltragdo de gordura perirrenal  N3o 172 (86.0) 308 (93.6)
Sim 28 (14.0) 21 (6.4) 0006
Invasao de hilo ou seio renal Nao 162 (81.0) 295 (89.4) 0.010
Sim 38(19.0) 35 (10.6)
Invasdo microvascular Nao 177 (88.1) 309 (93.4) 0.051
Sim 24 (11.9) 22 (6.6)
Necrose tumoral Nao 135 (67.5) 259 (78.2)
Sim 65 (32.5) 72 (21.8) 0008
Grau histoldgico de ISUP Baixo grau 111 (55.2) 222 (66.7) 0.011
Alto grau 90 (44.8) 111 (33.3)
oo e meeo  wswe
Sim 8(4.0) 7(2.1)
Estadio pN pNO ou Nx 192 (95.5) 333 (100)
<0.001

pN+ 9 (4.5) 0(0)
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Con/Tabela 10 — Estratificagdo dos pacientes portadores de CCRcc ndo-metastatico em grupos
com expressdao de ambos os marcadores (REN e EPO) ou perda de expressao de pelo menos

um deles segundo variaveis clinicas, demograficas e patoldgicas.

Estadio clinico AJCC

Recorréncia

Tempo de seguimento (meses)

Escore SSIGN

Escore UISS

Escore GRANT

-1

" -1v

Nao

Sim

Mediana (11Q)
Amplitude
Mediana (11Q)
Amplitude
Risco baixo
Risco
intermediario
Risco alto
Grupo favoravel

Grupo
desfavoravel

145 (72.1)
56 (27.9)

147 (73.1)
54 (26.9)

61 (33-81.75)

0-248
3(0-5)
0-13

58 (30.7)

101 (53.4)

30 (15.9)
155 (77.1)

46 (22.9)

281 (84.6)
51 (15.4)
276 (82.9)

57 (17.1)
63.5 (48 — 90.75)
0-213
1(0-3)
0-9
136 (41.3)

168 (51.1)

25 (7.6)
287 (86.2)

46 (13.8)

0.001

0.010

0.054°

<0.001°

0.003

0.010

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EPO,

eritropoietina; GRANT, GRade, Age, Nodes, and Tumor; IQR, Interquartile range; ISUP, International Society of

Urological Pathology; REN, renina; SSIGN, Stage, Slze, Grade, and Necrosis; UISS, UCLA Integrated Staging System

for renal cell carcinoma.

* Valor de P representa um dos testes de significancia, como qui-quadrado de Pearson, correg¢ao de continuidade

ou teste exato de Fisher, quando apropriado. Valores em negrito indicam significancia estatistica.

2 Valor de P representa o teste de Mann-Whitney. Valores em negrito indicam significancia estatistica.
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4.2 REAGOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DA CATEPSINA D

Do total de 729 casos, a analise imuno-histoquimica da CTSD foi avaliavel em 692
casos. Agrupando a média de expressdao semiquantitativa das amostras duplicadas obtivemos
apenas trés casos (0,4%) sem qualquer expressdao do marcador, 403 casos (58,2%) exibindo
fraca expressdo (casos com grau de expressdo 1-2+), além de 286 casos (41,3%) com forte
expressdo (casos com grau de expressdo 3-4+). As Figuras 10 e 11 demonstram,
respectivamente, fotomicrografias exemplificando um caso com auséncia de expressdo do
marcador e casos classificados como grau de expressao 1 a 4+.

A avaliacdo da média do grau de expressao da CTSD nos casos de CCR e nas amostras
de tecido benigno (ndo neoplasico) adjacentes foram semelhantes (p=0,175). A média do grau
de expressdo nos casos de CCR foi de 2,24 (dp=0,928; mediana=2) e nos casos de tecido

benigno foi de 2,32 (dp=0,772 e mediana=2) (Figura 12).
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Figura 10 — Fotomicrografia exibindo um caso com auséncia de expressdao imuno-histoquimica

da catepsina D em tecido renal neoplasico (Aumento original de 100x).
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Figura 11 — Fotomicrografias exibindo a expressdao imuno-histoquimica da catepsina D em
tecido renal neopldsico (Aumento original de 100x). (A): Grau de expressdo 1+. (B): Grau de

expressao 2+. (C): Grau de expressdo 3+. (D): Grau de expressdo 4+.

A analise da distribuicdo dos casos entre o grupo com expressao fraca ou ausente em
comparacdao com o grupo com expressao forte da CTSD, ao longo do periodo de estudo,
demonstrou uma diferenga significativa, particularmente nos dois ultimos anos do estudo

(p<0,001) (Figura 13).
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Figura 12 — Gréfico descritivo de Boxplot demonstrando grau de expressao da catepsina D no

CCR e nas amostras de tecido renal ndo neoplasico (p=0,175).
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Figura 13 - Distribuicao dos casos com relacdo a expressdao imuno-histoquimica da catepsina

D ao longo do periodo do estudo.
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4.2.1 Analise qualitativa da expressao de CTSD no CCRcc nao metastatico

Ao se analisar a expressdao qualitativa da CTSD em associagdao as varidveis
demograficas, clinicas e patoldgicas, somente nos doentes com CCRcc ndao metastatico,
evidenciou-se uma populacdo com idade discretamente maior, embora estatisticamente
significativa, no grupo com forte expressdao do marcador. Esse grupo também demonstrou
maior quantidade de doentes renais cronicos, tabagistas/ex-tabagistas, além de maior
numero de pacientes com anemia no pré-operatério, em comparagao ao grupo com
expressao fraca ou ausente da CTSD (Tabela 11).

Do ponto de vista da comparacdao das varidveis patolégicas, o grupo com forte
expressao da CTSD demonstrou estar associado a uma série de fatores de pior progndstico,
como infiltragdao de gordura perirrenal, invasao de hilo ou seio renal, invasao microvascular,
necrose tumoral, alto grau nuclear de ISUP e maior presenga de acometimento linfonodal,
como visto na Tabela 11.

Desse modo, os escores prognodsticos UISS, SSIGN e GRANT foram de pior risco no

grupo de casos com forte expressao da CTSD.

Tabela 11 — Andlise qualitativa da expressdao de catepsina D segundo varidveis clinicas,
demogrdficas e patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico.

Fraca expressao Forte expressao

(CTSD) - 378 (CTSD) - 253 Va':; de
casos n (%) casos n (%)
Sexo Masculino 230 (60.8) 166 (65.6) 0.259
Feminino 148 (39.2) 87 (34.4)
Idade (anos) Mediana (11Q) 54 (45— 62) 56 (48 - 63) 0.0417
Amplitude 23-85 21-85
Hipertensao Nao 183 (51.4) 104 (44.1) 0.096
Sim 173 (48.6) 132 (55.9)
Doenga renal cronica Nao 352 (98.9) 221 (93.6) 0.001
Sim 4(1.1) 15 (6.4)
Obesidade N3o 244 (66.8) 156 (64.5) 0.603
Sim 121 (33.2) 86 (35.5)
Tabagismo Nao 215 (61.4) 115 (51.3)
f:‘:g:"tzme ou 135 (38.6) 109 (48.7) 0.022
Classificagdo ASA 1-2 316 (84.5) 201 (80.4) 0222
3-4 58 (15.5) 49 (19.6)
ECOG Performance Status 0-1 365 (97.9) 242 (98.8) 0.540

2-3 8(2.1) 3(1.2)




68

Con/Tabela 11 — Anadlise qualitativa da expressdo de catepsina D segundo varidveis clinicas,
demogrdficas e patoldgicas dos pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico.

Anemia pré-operatéria (Hb < 12

o/dL) N3o 340 (93.9) 195 (84.4) <0.001
Sim 22 (6.1) 36 (15.6)
Tamanho tumoral (cm) Mediana (11Q) 3.8(2.5-5.5) 5(5.5-7) <0.001°
Amplitude 0.6-16 0.7-20
Invasdo de veia renal Nao 356 (94.7) 231 (92.4) 0323
Sim 20 (5.3) 19 (7.6)
Infiltragdo de gordura perirrenal  N3o 346 (92.3) 212 (85.1)
Sim 29 (7.7) 37 (14.9) 0.007
Invasao de hilo ou seio renal Nao 338 (89.9) 197 (79.1)
Sim 38 (10.1) 52 (20.9) <0.001
Invasdo microvascular Nao 358 (94.7) 219 (88.0)
Sim 20 (5.3) 30 (12.0) 0.004
Necrose tumoral Nao 300 (79.6) 161 (64.4)
Sim 77 (20.4) 89 (35.6) <0.001
Grau histoldgico de ISUP Baixo grau 258 (68.3) 111 (44.0)
Alto grau 120 (31.7) 141 (56.0) <0.001
::rr:::lra‘fzitdee/rabdéide Ndo 363 (96.0) 234(93.2) 0.167
Sim 15 (4.0) 17 (6.8)
Estadio pN pNO ou Nx 376 (99.5) 243 (96.0)
pN+ 2 (0.5) 10 (4.0) 0.005
Estadio clinico AJCC -1l 322(85.2) 179 (71.0)
-1V 56 (14.8) 73 (29.0) <0.001
Recorréncia Nao 320 (84.9) 185 (73.1)
Sim 547 (15.1) 68 (26.9) <0.001
Tempo de seguimento (meses) Mediana (11Q) 59 (38.5 - 82) 53(29-77) 0.096°
Amplitude 0-248 0-203
Escore SSIGN Mediana (11Q) 1(0-3) 3(1-5)
Amplitude 0-12 0-13 < 0.001"
Escore UISS Risco baixo 159 (42.9) 65 (27.7)
:::zfme didrio 178 (48.0) 140 (59.6) 0.001
Risco alto 34 (9.2) 30 (12.8)
Escore GRANT Grupo favoravel 325 (86.0) 186 (73.8)
Serz;‘}g?/orével 53 (14.0) 66 (26.2) <0.001

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; CTSD, Catepsina D; ECOG, Eastern Cooperative Oncology
Group; GRANT, GRade, Age, Nodes, and Tumor; 1IQ, Intervalo interquartil; ISUP, International Society of
Urological Pathology; SSIGN, Stage, Slze, Grade, and Necrosis; UISS, UCLA Integrated Staging System for renal
cell carcinoma.

* Valor de P representa um dos testes de significancia, como qui-quadrado de Pearson, correg¢ao de continuidade
ou teste exato de Fisher, quando apropriado. Valores em negrito indicam significancia estatistica.

2 Valor de P representa o teste de Mann-Whitney. Valores em negrito indicam significancia estatistica.



69

4.3  ANALISES DE SOBREVIDA DA EPO E REN

Realizamos andlises de sobrevida com os desfechos oncolégicos em 10 anos dos
pacientes com CCRcc ndo metastatico para as sobrevidas global (SG), cancer-especifica (SCE)

e sobrevida livre de recorréncia (SLR).

4.3.1 Sobrevida global

Considerando todo o periodo de seguimento dos casos com CCRcc ndo metastatico, o
tempo médio de SG foi de 162,5 meses (SE = 11,878; 1C95% = 139,22-185,78 meses) no grupo
com falta de expressdo de pelo menos um dos marcadores e de 179,96 meses (SE = 5,573;
IC95% = 169,03-190,88 meses) no grupo com expressdao de ambos. A SG em 5 anos foi 84,2%
e 91,4% e, em 10 anos, de 52,7% e 74,2%, em cada um desses grupos, respectivamente. As
Figuras 14, 15 e 16 representam as curvas de Kaplan-Meier para SG considerando o padrao

de expressao qualitativa da REN, da EPO e da combinagao de ambas, respectivamente.
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Figura 14 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada de

acordo com a expressao qualitativa de renina em doentes com CCRcc nao metastatico.
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Figura 15 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada de

acordo com a expressao qualitativa de eritropoietina em doentes com CCRcc ndo metastatico.
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Figura 16 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada de

acordo com a expressdao de ambos os marcadores ou a auséncia de expressao de pelo menos

um dos marcadores REN e/ou EPO em doentes com CCRcc ndo metastatico.
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Realizando uma regressao logistica de Cox para avaliagao de risco das variaveis clinicas
e patolégicas que influenciaram na SG em 10 anos, identificamos, em uma andlise simples,
gue foram significativas as categorias de idade > 55 anos, tumores > 7 cm, classificacdo de ASA
3 — 4, escala de performance ECOG 2 — 3, invasdo de veia renal, infiltragdo de gordura
perirrenal, invasdo de hilo ou seio renal, invasdo microvascular, presenca de necrose tumoral,
alto grau nuclear ISUP, presenca de componente sarcomatoéide/rabddide, presenca de doenca
linfonodal em comparacdo com os doentes pNO ou Nx e o estadio clinico Il — IV (Tabela 12).

Com relagdo aos marcadores do estudo, a perda de expressdo da REN resultou em um
hazard ratio (HR) de 2,609 (p < 0,001) e a expressdao da EPO ndo foi um fator de risco
significativo. Quando categorizadas as combinagdes de expressao desses marcadores e, tendo
como referéncia os casos com expressao positiva de ambos, os dezenove casos com dupla
perda de expressdo dos marcadores associaram-se a um HR = 3,444 (p = 0,019).

Para a analise multipla, foi realizado um modelo de regressao logistica de Cox.
Permaneceram como fatores de risco independentes, nesse modelo, a idade > 55 anos, a
classificacdo de ASA 3 — 4, o tamanho tumoral > 7 cm, a infiltracdo de gordura perirrenal, a
presenca de necrose tumoral e o alto grau nuclear ISUP. Na combinacdo de expressao dos
marcadores, apenas os casos com perda de expressdo da renina (REN-) com eritropoietina
positiva (EPO+) associaram-se significativamente a um HR = 2,086, tendo como referéncia os

casos com expressao de ambos os marcadores (Tabela 13).

Tabela 12 — Andlise simples do risco de dbito global em 10 anos dos pacientes portadores de
CCRcc ndo metastatico de acordo com variaveis selecionadas.

Andlise simples

Valor de
P *
HR IC 95%
Idade (anos) <55 1 -
<0.001
255 3.356 2.019-5.577
Tamanho tumoral (cm) <7cm 1 -
<0.001
>7cm 4.238 2.773-6.476
Classificagdo de ASA 1-2 1 -
<0.001
3-4 3.807 2.459 -5.893

ECOG Performance Score 0-1 1 - 0.025
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Con/Tabela 12 — Andlise simples do risco de ébito global em 10 anos dos pacientes portadores
de CCRcc ndao metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

2-3 3.144 1.152 -8.581
Invasao de veia renal Nao 1 -
<0.001
Sim 3.215 1.780 - 5.806
Infiltragdo de gordura perirrenal Nao 1 -
<0.001
Sim 3.766 2.325-6.097
Invasao de hilo ou seio renal Nao 1 -
<0.001
Sim 3.159 1.978 —5.045
Invasdao microvascular Nao 1 -
<0.001
Sim 4.668 2.819-7.728
Necrose tumoral Nao 1 -
<0.001
Sim 3.111 2.016 —4.802
Grau histoldgico de ISUP Baixo grau 1 -
<0.001
Alto grau 2.669 1.735-4.105
Componente sarcomatéide/rabddide Nao 1 -
0.018
Sim 2.557 1.174 - 5.568
Estadio pN pNO ou Nx 1 -
0.001
pN+ 4.994 2.014-12.383
Estadio clinico AJCC /1 1 -
<0.001
/v 3.800 2.491-5.796
Expressdo de REN Expressdo positiva 1 -
<0.001
Expressao negativa 2.609 1.690-4.028
Expressdo de EPO Expressdo positiva 1 -
0.506
Expressao negativa 0.767 0.352-1.673
Expressdo de EPO e REN Ambos expressos 1 -
0.001
Expressdo de apenas um ou nenhum 2.049 1.324-3.172
Expressdo de EPO e REN Expressdao de ambos 1 - -
REN- e EPO+ 2.424 1.540-3.815 <0.001
REN+ e EPO- 0.435 0.105-1.809 0.252
Expressdo negativa de ambos 3.444 1.221-9.710 0.019

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EPO,
eritropoietina; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga; ISUP, International Society of Urological Pathology;
REN, renina.

* Valores em negrito indicam significancia estatistica.
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Tabela 13 — Modelo de analise multipla do risco de ébito global em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Analise multipla

Valor de P *
HR 1IC 95%
Idade (anos) <55 1 -
0,006
255 2,355 1,278 -4,338
Classificagdo ASA 1-2 1 -
<0,001
3-4 4,391 2,632-7,326
Tamanho tumoral (cm) <7cm 1 -
0,001
>7cm 2,357 1,433 -3,877
Infiltragdo de gordura perirrenal Ndo 1 -
0,001
Sim 2,513 1,459 -4,328
Necrose tumoral Nao 1 -
0,001
Sim 2,338 1,392 -3,927
Grau histoldgico de ISUP Baixo grau 1 -
0,040
Alto grau 1,720 1,025 -2,887
Expressdo de REN e EPO REN+ e EPO+ 1 - -
REN+ e EPO- 0,294 0,069 — 1,254 0,098
REN- e EPO+ 2,086 1,287 - 3,380 0,003
REN- e EPO- 2,116 0,719 -6,225 0,174

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; EPO, eritropoietina; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de
Confianga; ISUP, International Society of Urological Pathology; REN, renina.
* Valores em negrito indicam significancia estatistica.



4.3.2 Sobrevida cancer especifica

Considerando todo o periodo de seguimento do estudo, a SCE média do grupo com
falta de expressao de pelo menos um dos marcadores foi de 174,78 meses (SE =12,133; 1C95%
=151,01-198,56 meses), cuja SCE em 5 anos foi de 86,8% (SE = 0,026) e, em 10 anos, de 59,4%
(SE=0,077). Para o grupo com expressdao de ambos os marcadores, o tempo de SCE médio foi
de 192,44 meses (SE = 4,654; 1C95% = 183,32-201,56 meses), a SCE em 5 anos foi de 95,5% (SE
=0,012) e, em 10 anos, de 85,7% (SE = 0,037). As Figuras 17, 18 e 19 representam as curvas

de Kaplan-Meier para SCE, considerando o padrdo de expressao qualitativa da REN, da EPO e

da combinagao de ambas, respectivamente.
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Realizando uma regressao logistica de Cox, para avaliagao de risco das variaveis clinicas
e patoldgicas que influenciaram na SCE em 10 anos, identificamos, em uma andlise simples,
que foram significativas as mesmas varidveis que ja demonstraram ser fatores preditores na
anadlise de SG (Tabela 14).

Com relagdo aos marcadores do estudo, a perda de expressdao da REN resultou em um
hazard ratio (HR) de 3,797 (p < 0,001) e a expressdao da EPO ndo foi um fator de risco
significativo. Quando categorizadas as combinagdes de expressao desses marcadores e, tendo
como referéncia os casos com expressao positiva de ambos, os dezenove casos com dupla
perda de expressdo dos marcadores associaram-se a um HR = 4,497 (p = 0,015).

Na anadlise multipla, permaneceram como fatores de risco independentes, nesse
modelo, aidade =55 anos, a classificacdo de ASA 3 —4, o tamanho tumoral > 7 cm, a infiltracao
de gordura perirrenal e a presenga de necrose tumoral. Na combinagdo de expressao dos
marcadores, apenas os casos com perda de expressdo da renina (REN-) com eritropoietina
positiva (EPO+) associaram-se significativamente a um HR = 3,169, tendo como referéncia os

casos com expressdao de ambos os marcadores (Tabela 15).

Tabela 14 — Analise simples do risco de ébito cancer-especifico em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Andlise simples

Valor de
P *
HR 1IC 95%
Idade (anos) <55 1 -
<0.001
255 3.618 1.968 - 6.653
Tamanho tumoral (cm) <7cm 1 -
<0.001
>7cm 6.437 3.920-10.571
Classificagdo de ASA 1-2 1 -
<0.001
3-4 3.099 1.827 —-5.256
ECOG Performance Score 0-1 1 -
0.047
2-3 3.239 1.015-10.336
Invasao de veia renal Nao 1 -
<0.001

Sim 4.406 2.344-8.283
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Con/Tabela 14 — Analise simples do risco de dbito cancer-especifico em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Infiltragdo de gordura perirrenal

Invasdo de hilo ou seio renal

Invasdo microvascular

Necrose tumoral

Grau histoldgico de ISUP

Componente sarcomatéide/rabddide

Estadio pN

Estadio clinico AJCC

Expressdo de REN

Expressdo de EPO

Expressdo de EPO e REN

Expressdo de EPO e REN

Sim

Baixo grau

Alto grau

Ndo

Sim

pNO ou Nx

pN+

/1

/v

Expressao positiva
Expressao negativa
Expressao positiva
Expressao negativa
Ambos expressos
Expressdo de apenas um ou nenhum
Expressdao de ambos
REN- e EPO+

REN+ e EPO-

Expressdo negativa de ambos

4.920

4.309

5.267

4.266

2.804

3.738

5.329

5.577

3.797

0.755

2.900

1

3.523

0.379

4.497

2.871-8.429

2.550-7.283

2.971-9.338

2.563-7.101

1.687 —4.659

1.689 -8.275

1.926 -14.746

3.390-9.174

2.241-6.433

0.301-1.899

1.701-4.946

2.038-6.088

0.051-2.821

1.335-15.147

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.001

0.001

<0.001

<0.001

0.551

<0.001

<0.001

0.343

0.015

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EPO,
eritropoietina; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga; ISUP, International Society of Urological Pathology;

REN, renina.

* Valores em negrito indicam significancia estatistica.
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Tabela 15 — Modelo de analise multipla do risco de ébito cancer-especifico em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com variaveis selecionadas.

Analise multipla

Valor de P *
HR 1IC 95%
Idade (anos) <55 1 -
0,004
255 3,224 1,459-7,123
Classificagdo ASA 1-2 1 -
<0,001
3-4 4,060 2,139-7,706
Tamanho tumoral (cm) <7cm 1 -
<0,001
>7cm 4,294 2,380-7,747
Infiltragdo de gordura perirrenal Ndo 1 -
<0,001
Sim 3,148 1,691 -5,861
Necrose tumoral Nao 1 -
<0,001
Sim 4,409 2,394 -8,119
Expressdo de REN e EPO REN+ e EPO+ 1 - -
REN+ e EPO- 0,191 0,025-1,481 0,113
REN- e EPO+ 3,169 1,733-5,794 <0.001
REN- e EPO- 1,839 0,520 -6,508 0,345

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; EPO, eritropoietina; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de
Confianga; ISUP, International Society of Urological Pathology; REN, renina.
* Valores em negrito indicam significancia estatistica.
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4.3.3 Sobrevida livre de recorréncia

Ja para o tempo médio de SLR ao longo do periodo do estudo, esse valor foi também
menor no grupo com falta de expressao de pelo menos um dos marcadores, sendo de 142,90
meses (SE = 12,251; 1C95% = 118,89-166,91 meses), em comparacdo com O grupo com
expressao de ambos, que foi de 168,99 meses (SE = 5,998; 1IC95% = 157,23-180,74 meses). No
primeiro grupo, a SLR em 5 anos foi de 76% (SE = 0,033) e, em 10 anos, de 48,1% (SE = 0,076).
No segundo grupo, a SLR em 5 anos foi de 82,8% (SE = 0,023) e, em 10 anos, de 72,5% (SE =
0,047). Da mesma forma que nos desfechos anteriores, as Figuras 20, 21 e 22 representam as

curvas para SLR nos grupos da REN, da EPO e de ambas, respectivamente.
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Figura 21 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses de

acordo com a expressdo de eritropoietina em doentes com CCRcc ndo metastatico.
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Considerando as variaveis clinicas e patolégicas, que influenciaram na SLR em 10 anos,
identificamos, em uma andlise simples, que foram significativas as categorias de idade > 55
anos, classificagdo de ASA 3 — 4, escala de performance ECOG 2 — 3, invasdao de veia renal,
infiltracdao de gordura perirrenal, invasao de hilo ou seio renal, invasao microvascular,
presenga de necrose tumoral, alto grau nuclear ISUP, presengca de componente
sarcomatoide/rabddide e a presenca de doenca linfonodal em comparagdo com os doentes
pNO ou Nx (Tabela 16).

Com relagdo aos marcadores do estudo, a perda de expressdo da REN resultou em um
hazard ratio (HR) de 2,056 (p < 0,001) e a expressdao da EPO ndo foi um fator de risco
significativo. Quando categorizadas as combinagdes de expressao desses marcadores e, tendo
como referéncia os casos com expressao positiva de ambos, apenas o grupo com REN- e EPO+
mostrou ser um fator de risco significativo com um HR=2,037 (p < 0,001).

Para a analise multipla, as varidveis que permaneceram como fatores independentes
estdo listadas na Tabela 17. Apenas os casos com perda de expressdo da renina (REN-) com
eritropoietina positiva (EPO+) associaram-se significativamente a um HR = 1,616, tendo como

referéncia os casos com expressdao de ambos os marcadores.

Tabela 16 — Analise simples do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes portadores de
CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis selecionadas.

Andlise simples

Valor de
P *
HR IC 95%
Idade (anos) <55 1 -
<0.001
255 2.020 1.397-2.922
Classificagdo de ASA 1-2 1 -
0.002
3-4 1.918 1.263 -2.912
ECOG Performance Score 0-1 1 -
<0.001
2-3 4.570 2.004 -10.422
Invasao de veia renal Nao 1 -
<0.001
Sim 6.460 4.096 —10.187
Infiltragdo de gordura perirrenal Nao 1 -
<0.001
Sim 4.322 2.904 -6.431

Invasdo de hilo ou seio renal Nao 1 - <0.001
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Con/Tabela 16 — Analise simples do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes portadores
de CCRcc ndao metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Invasdo microvascular

Necrose tumoral

Grau histoldgico de ISUP

Componente sarcomatéide/rabddide

Estadio pN

Expressdo de REN

Expressdo de EPO

Expressdo de EPO e REN

Expressdo de EPO e REN

Sim 3.282 2.216-4.861
Ndo 1 -

<0.001
Sim 5.094 3.316-7.824
Ndo 1 -

<0.001
Sim 2.893 2.024-4.133
Baixo grau 1 -

<0.001
Alto grau 2.734 1.911-3.911
Ndo 1 -

<0.001
Sim 4.886 2.822-8.461
pNO ou Nx 1 -

<0.001
pN+ 8.612  4.338-17.096
Expressao positiva 1 -

<0.001
Expressao negativa 2.056 1.412-2.994
Expressao positiva 1 -

0.771
Expressao negativa 0.920 0.526-1.610
Ambos expressos 1 -

0.005
Expressdo de apenas um ou nenhum 1.718 1.182-2.498
Expressdao de ambos 1 - -
REN- e EPO+ 2.037 1.372-3.025 <0.001
REN+ e EPO- 0.754 0.324-1.754 0.511
Expressdo negativa de ambos 2.111 0.764 —5.836 0.150

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EPO,
eritropoietina; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga; ISUP, International Society of Urological Pathology;

REN, renina.

* Valores em negrito indicam significancia estatistica.

Tabela 17 — Modelo de analise multipla do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Analise multipla
Valor de P *

HR IC95%

Idade (anos)

<0,001

=255 2,150 1,398 -3,307
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Con/Tabela 17 — Modelo de analise multipla do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Invasao de veia renal Nao 1 -
<0,001
Sim 4,651 2,748 - 7,783
Infiltragdo de gordura perirrenal Nao 1 -
0,001
Sim 2,325 1,387 - 3,896
Necrose tumoral Nao 1 -
0,034
Sim 1,619 1,037 -2,527
Componente sarcomatéide/rabddide Nao 1 -
0,022
Sim 2,464 1,141 -5,319
Expressdo de REN e EPO REN+ e EPO+ 1 - -
REN+ e EPO- 0,492 0,206-1,176 0,111
REN- e EPO+ 1,616 1,062 - 2,459 0,025
REN- e EPO- 1,072 0,375-3,062 0,896

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; EPO, eritropoietina; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de
Confianga; ISUP, International Society of Urological Pathology; REN, renina.
* Valores em negrito indicam significancia estatistica.

Ao se considerar isoladamente a EPO, nenhum desses desfechos (SG, SCE ou SLR)
demonstrou apresentar diferencgas significativas para os grupos com ou sem expressao do
marcador.

Por fim, as Figuras 23, 24 e 25 demonstram graficamente esses mesmos desfechos,
mas estratificando-os em quatro grupos (expressao de ambos; REN+ e EPO-; REN- e EPO+ ou

ambos negativos).
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Figura 23 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada de
acordo com as combinacdes de expressao de renina e eritropoietina em doentes com CCRcc

nao metastatico.
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Figura 24 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer-especifica em 120 meses

estratificada de acordo com as combinacGes de expressdao de renina e eritropoietina em

doentes com CCRcc ndo metastatico.
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Figura 25 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses
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doentes com CCRcc ndo metastatico
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4.4  ANALISES DE SOBREVIDA DA CTSD

Assim como nas analises anteriores, a associagdo do grau de expressao da CTSD com

os desfechos de SG, SCE e SLR foi realizada com os casos de CCRcc ndo metastaticos.

4.4.1 Sobrevida global

Sobre o tempo de SG médio ao longo do seguimento, esse valor foi de 202,27 meses
(SE=9,589; 1C95% = 183,47-221,06 meses) no grupo com expressao fraca ou ausente da CTSD
e de 141,65 meses (SE = 7,674; 1C95% = 126,62-156,70 meses) no grupo com forte expressao.
A SG em 5 anos foi 91,5% (SE=0,016) e 84,6% (SE=0,026) e, em 10 anos, de 78,8% (SE=0,049)
e 51,6% (SE=0,075), em cada um desses grupos, respectivamente. A Figura 26 representa a

curva de Kaplan-Meier para SG considerando o padrao de expressao qualitativa da CTSD.
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Figura 26 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global em 120 meses estratificada de
acordo com o grau de expressao qualitativa da catepsina D em doentes com CCRcc nao

metastatico.
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Realizando uma regressao logistica de Cox para avaliacdo de risco do grau de expressao
da CTSD e seu impacto na SG em 10 anos, identificamos que a expressao forte desse marcador,
em uma analise simples, resultou em um HR = 2,259 (p<0,001).

Na analise multipla, utilizando as varidveis clinicas e patoldgicas significativas, ja
demonstradas previamente, permaneceram como fatores de risco independentes a idade >
55 anos, a classificacdo de ASA 3 — 4, o tamanho tumoral > 7 cm, a invasao microvascular e a
presenga de necrose tumoral. Nesse modelo final, o grau de expressao forte da CTSD

permaneceu como preditor de morte global (HR = 1,601) (Tabela 19).

Tabela 18 — Andlise simples do risco de dbito global em 10 anos dos pacientes portadores de
CCRcc ndo metastatico de acordo com variaveis selecionadas.

Andlise simples

Valor de
P *
HR IC 95%
Expressdo Catepsina D Expressdo fraca ou ausente (0 — 2+) 1 -
<0.001
Forte expressdo (3 — 4+) 2.259 1.466 —3.480

Legenda: HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga.
* Valores em negrito indicam significancia estatistica.

Tabela 19 — Modelo de analise multipla do risco de ébito global em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Analise multipla

Valor de P *
HR IC 95%
Idade (anos) <55 1 -
0,007
255 2,235 1,242 - 4,022
Classificagdo ASA 1-2 1 -
<0,001
3-4 2,902 1,774 -4,747
Tamanho tumoral (cm) <7cm 1 -
0,005
>7cm 2,046 1,237 -3,384
Invasdo microvascular Nao 1 -
0,028
Sim 1,930 1,072 -3,474
Necrose tumoral Nao 1 -
0,011
Sim 1,956 1,168 - 3,275

Grau histoldgico de ISUP Baixo grau 1 - 0,085
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Con/Tabela 19 — Modelo de anadlise multipla do risco de ébito global em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Expressao Catepsina D

Alto grau 1,572 0,940-2,630
Expressdo fraca ou 1

ausente (0 — 2+)

Forte expressdo (3 — 4+) 1,601 1,009 - 2,542

0,046

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga; ISUP,
International Society of Urological Pathology. * Valores em negrito indicam significancia estatistica.

4.4.2 Sobrevida cancer especifica

O tempo de SCE médio do grupo com expressao fraca ou ausente foi de 224,65 meses

(SE = 5,553; 1C95% = 213,76-235,53 meses), cuja SCE em 5 anos foi de 94,2% (SE = 0,014) e,

em 10 anos, de 87,5% (SE = 0,034). Para o grupo com expressao forte da CTSD, o tempo de

SCE médio foi de 154,41 meses (SE = 7,613; IC95% = 139,48-169,33 meses), a SCE em 5 anos

foi de 88,5% (SE = 0,023) e, em 10 anos, de 61,8% (SE = 0,074). A Figura 27 representa a curva

de Kaplan-Meier para SCE, considerando o padrao de expressao qualitativa da CTSD.
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Figura 27 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer-especifica em 120 meses

estratificada de acordo com o grau de expressao qualitativa da catepsina D em doentes com

CCRcc ndo metastatico.
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Pelo método de regressao logistica de Cox simples, a avaliagao do grau de expressao
da CTSD mostrou que a expressao forte desse marcador apresentou um HR de 2,591
(p<0,001).

J& na andlise multipla, considerando todas as varidveis clinicas e patoldgicas
apresentadas como preditoras de SCE, mencionadas anteriormente, permaneceram como
fatores de risco independentes, nesse modelo, a idade = 55 anos, a classificacdo de ASA 3 -4,
o tamanho tumoral > 7 cm, a infiltracdo de gordura perirrenal e a presenca de necrose
tumoral. Assim como para SG, a forte expressao da CTSD permaneceu como preditor

independente de morte por cancer na andlise final deste modelo (HR = 1,765) (Tabela 21).

Tabela 20 — Andlise simples do risco de 6bito cancer-especifico em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Andlise simples

Valor de
P *
HR 1IC 95%
Expressdo Catepsina D Expressdo fraca ou ausente (0 — 2+) 1 -
<0.001
Forte expressdo (3 — 4+) 2.591 1.544 - 4.350

Legenda: HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga.
* Valores em negrito indicam significancia estatistica.

Tabela 21 — Modelo de analise multipla do risco de ébito cancer-especifico em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com variaveis selecionadas.

Analise multipla

Valor de P *
HR 1IC 95%
Idade (anos) <55 1 -
0,013
255 2,487 1,208 -5,121
Classificagdo ASA 1-2 1 -
0,004
3-4 2,372 1,310-4,294
Tamanho tumoral (cm) <7cm 1 -
<0,001
>7cm 3,339 1,870-5,963
Infiltragdo de gordura perirrenal Nao 1 -
0.047

Sim 1,896 1,010- 3,560
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Con/Tabela 21 — Modelo de andlise multipla do risco de ébito cancer-especifico em 10 anos
dos pacientes portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Necrose tumoral Nao 1 -
< 0,001
Sim 2,912 1,599 -5,303
. ) Expressao fraca ou
Expressao Catepsina D 1 - -
ausente (0 — 2+)
Forte expressdo (3 — 4+) 1,765 1,005 - 3,098 0,048

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga.
* Valores em negrito indicam significancia estatistica.
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4.4.3 Sobrevida livre de recorréncia

Ja para o tempo médio de SLR, esse valor foi também menor no grupo com expressao
forte da CTSD, sendo de 130,08 meses (SE = 7,207; 1C95% = 115,96-144,21 meses), em
comparacdo com o grupo com expressao fraca ou ausente, que foi de 186,62 meses (SE =
10,024; I1C95% = 166,97-206,26 meses). No primeiro grupo, a SLR em 5 anos foi de 72,6% (SE
=0,032) e, em 10 anos, de 49% (SE = 0,073). No segundo grupo, a SLR em 5 anos foi de 84,7%
(SE = 0,021) e, em 10 anos, de 68,8% (SE = 0,055). Da mesma forma que nos desfechos

anteriores, a Figura 28 representa a curva para SLR para os graus de expressao da CTSD.
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Figura 28 — Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia em 120 meses
estratificada de acordo com o grau de expressao qualitativa da catepsina D em doentes com

CCRcc ndo metastatico.

Tal como exposto nas demais secdes sobre os desfechos oncolégicos, o grau de
expressao da CTSD influenciou a SLR em uma andlise simples (HR = 1,903; p < 0,001) (Tabela
22). J4 na analise multipla, apenas as varidveis idade > 55 anos, invasdo de veia renal, necrose
tumoral, presenga de componente sarcomatdide/rabdoide e estadio pN permaneceram como

preditores de SLR em 10 anos (Tabela 23).



92

Tabela 22 — Andlise simples do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes portadores de

CCRcc ndo metastatico de acordo com varidveis selecionadas.

Andlise simples

Valor de
P *
HR IC 95%
Expressdo Catepsina D Expressdo fraca ou ausente (0 — 2+) 1
<0.001

Forte expressdo (3 — 4+)

1.903

1.336-2.710

Legenda: HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga.
* Valores em negrito indicam significancia estatistica.

Tabela 23 — Modelo de analise multipla do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Analise multipla

Valor de P *
HR 1C 95%
Idade (anos) <55 1 -
0,002
255 1,952 1,286 - 2,963
Invasdo de veia renal Nao 1 -
<0,001
Sim 3,338 1,902 - 5,858
Infiltragdo de gordura perirrenal Nao 1 -
0,054
Sim 1,672 0,991 -2,822
Necrose tumoral Nao 1 -
0.031
Sim 1,641 1,047 -2,572
Componente sarcomatéide/rabddide Nao 1 -
0,005
Sim 2,469 1,314 -4,636
Estadio pN pNO ou Nx 1 -
0,019
pN+ 3,000 1,202 -7,485
. i Expressdo fraca ou
Expressao Catepsina D 1 -
ausente (0 — 2+) 0,319
Forte expressdo (3 — 4+) 1,224 0,822 -1,822

Legenda: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga.
* Valores em negrito indicam significancia estatistica.
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4.4.4 Andlises de sobrevida da expressdao de REN e CTSD

Uma outra andlise a ser realizada é a da combinagao da expressao de REN com a
expressdao da CTSD. Desse modo, quando utilizado essa variavel nos modelos de analise
multipla para SG, SCE e SLR em 10 anos, chegamos aos dados expostos nas Tabelas 24, 25 e

26.

Tabela 24 — Modelo de analise multipla do risco de ébito global em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Analise multipla

Valor de P *
HR 1C 95%
Idade (anos) <55 1 -
0,011
255 2,233 1,207 - 4,133
Tamanho tumoral (cm) <7cm 1 -
0,002
>7cm 2,253 1,364 -3,722
Classificagdo ASA 1-2 1 -
<0,001
3-4 4,005 2,390-6,711
Infiltragdo de gordura N
. Nao 1 -
perirrenal 0.002
Sim 2,391 1,386 -4,126
Necrose tumoral Nao 1 -
0,007
Sim 2,054 1,221 -3,453
Grau histoldgico de ISUP Baixo grau 1 -
0,038
Alto grau 1,733 1,030-2,914
Expressdo de REN e CTSD REN+ e CTSD fraca ou ausente 1 - -
REN+ e forte expressdao de CTSD 1,884 0,959 - 3,702 0,066
REN- e CTSD fraca ou ausente 2,520 1,155 -5,498 0,020
REN- e forte expressdo de CTSD 3,325 1,828 - 6,049 < 0,001

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga; REN, renina;
CTSD, catepsina D. * Valores em negrito indicam significancia estatistica.



94

Tabela 25 — Modelo de analise multipla do risco de ébito cancer-especifico em 10 anos dos
pacientes portadores de CCRcc ndo metastatico de acordo com variaveis selecionadas.

Analise multipla

Valor de P *
HR 1C 95%
Idade (anos) <55 1 -
0,008
255 2,935 1,329-6,481
Tamanho tumoral (cm) <7cm 1 -
<0,001
>7cm 3,889 2,134 -7,088
Classificagdo ASA 1-2 1 -
<0,001
3-4 3,555 1,866 - 6,774
Infiltragdo de gordura perirrenal Nao 1 -
0,001
Sim 2,957 1,582 -5,525
Necrose tumoral Nao 1 -
<0,001
Sim 3,589 1,941 -6,637
Expressdo de REN e CTSD REN+ e CTSD fraca ou ausente 1 - -
REN+ e forte expressdao de CTSD 2,474 0,969 — 6,320 0,058
REN- e CTSD fraca ou ausente 4,552 1,685 -12,294 0,003
REN- e forte expressdo de CTSD 5,795 2,570-13,067 < 0,001

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga; REN, renina;
CTSD, catepsina D. * Valores em negrito indicam significancia estatistica.

Tabela 26 — Modelo de analise multipla do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Analise multipla

Valor de P *
HR IC 95%
Idade (anos) <55 1 -
0,001
255 2,118 1,371-3,274
Invasdo de veia renal Nao 1 -
0,001
Sim 3,048 1,557-5,970
Infiltragdo de gordura perirrenal Nao 1 -
0,001
Sim 2,300 1,383-3,824
Invasao microvascular Ndo 1 - 0,042
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Con/Tabela 26 — Modelo de analise multipla do risco de recorréncia em 10 anos dos pacientes
portadores de CCRcc ndo metastdtico de acordo com varidveis selecionadas.

Sim 2,030 1,027 -4,014
Componente sarcomatéide/rabddide Nao 1
0,001
Sim 3,557 1,631-7,757
Expressdo de REN e CTSD REN+ e CTSD fraca ou ausente 1
REN+ e forte expressdao de CTSD 1,268 0,723 -2,224 0,408
REN- e CTSD fraca ou ausente 1,532 0,778-3,014 0,217
REN- e forte expressdo de CTSD 2,027 1,249 - 3,288 0,004

Legenda: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga; REN, renina;
CTSD, catepsina D. * Valores em negrito indicam significancia estatistica.

Por fim, ao agruparmos os dados de expressao qualitativa da REN com os grupos com
expressao fraca ou ausente e os grupos com forte expressao da CTSD, observamos os graficos
de SG, SCE e SLR em 10 anos, respectivamente, nas Figuras 29, 30 e 31.

Em todas os gréficos, nota-se uma diferenca significativa entre os grupos (p < 0,001),
particularmente entre os grupos opostos de auséncia de expressdao da REN e forte expressao
de CTSD, em comparagao com aqueles com expressao positiva da REN e expressao fraca ou
ausente de CTSD.

Desse modo, o grupo com auséncia de expressdo da REN e forte expressdao de CTSD
apresentou SG em 10 anos de apenas 40,9% (SE = 0,102), com um tempo médio de SG de
92,14 meses (SE = 4,834; IC95% = 82,66-101,61 meses). A SCE em 10 anos foi de 50,1% (SE =
0,104), com um tempo médio de 96,03 meses (SE = 4,696; IC95% = 86,83-105,23 meses). E a
SLR de 10 anos foi de 42,7% (SE = 0,100), evidenciando um tempo médio até a recorréncia de
82,92 meses (SE = 5,488; 1C95% = 72,17-93,68 meses).

J4 o grupo com expressao positiva da REN e expressao fraca ou ausente de CTSD
apresentou SG em 10 anos de 83,1% (SE = 0,056) e tempo médio de 113,08 meses (SE = 1,669;
IC95% = 109,81-116,36 meses); SCE em 10 anos de 93,8% (SE = 0,024), com um tempo médio
de 116,10 meses (SE =1,275; 1C95% = 113,60-118,60 meses); além de uma SLR em 10 anos de
73,2% (SE = 0,060), apresentando um tempo médio de 104,48 meses (SE = 2,307; IC95% =
99,96-109,00 meses).
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estratificada de acordo com as combinacdes de expressdo de renina e catepsina D em doentes

com CCRcc hdao metastatico.
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4.5  ANALISES DE SOBREVIDA EM SUBGRUPOS

Realizaram-se andlises de sobrevida no subgrupo de pequenas massas renais (pT1a) e
no subgrupo de tumores estadio clinico Ill = 1V, incluindo as varidveis cuja proporcionalidade

foi possivel verificar.

4.5.1 Pequenas massas renais

Esse subgrupo incluiu 340 casos de tumores classificados como pequenas massas
renais ndo metastaticas ao diagndstico, apresentando um tamanho mediano de 2,8 cm (IIQ =
2-3,5 cm). A SG em 10 anos deste subgrupo foi de 82% (SE = 0,055), a SCE em 10 anos foi de
93,9% (SE = 0,021) e a SLR em 10 anos foi de 75,4% (SE = 0,066).

Inicialmente, realizou-se uma analise simples de Cox, cujas variaveis significativas para
sobrevida global foram a idade > 55 anos (HR = 23,86; 1C95% = 3,209-177,400; p = 0,002), a
classificacdo de ASA 3-4 (HR =7,954; IC95% = 3,443-18,375; p < 0,001), a infiltracdo de gordura
perirrenal (HR = 6,166; 1C95% = 1,426-26,661; p = 0,015) e a forte expressdo de CTSD (HR =
2,755; 1C95% = 1,19-6,378; p = 0,018).

Para a analise simples considerando a SCE, as varidveis significativas foram a
classificacdo de ASA 3-4 (HR =6,109; IC95% = 1,639-22,773; p = 0,007), a infiltracdo de gordura
perirrenal (HR = 16,692; IC95% = 3,424-81,378; p < 0,001), a presenca de necrose (HR =4,121;
1C95% 1,023-16,599; p = 0,046), o estddio clinico Ill-IV (HR =9,728; IC95% = 2,426-39,007; p =
0,001), a forte expressao de CTSD (HR = 18,157; IC95% = 2,27-145,206; p = 0,006) e o grupo
com auséncia de expressado de EPO e REN, quando consideradas as outras combinagdes (HR =
12,251; 1C95% = 1,422-105,566; p = 0,023).

Ja para a SLR, as varidveis significativas em analise simples foram a infiltragao de
gordura perirrenal (HR = 10,244, 1C95% = 2,997-35,022; p < 0,001), o alto grau nuclear de ISUP
(HR = 3,711; 1C95% = 1,659-8,30; p = 0,001), a presenca de acometimento linfonodal (HR =
8,612; 1C95% = 1,135-65,360; p = 0,037), o estadio clinico Ill-IV (HR = 5,83; 1C95% = 2,163-
15,712; p < 0,001) e a forte expressdao de CTSD (HR = 2,399; IC95% = 1,056-5,447; p = 0,037).

A Tabela 27 mostra as analises multiplas, considerando as variaveis significativas

mencionadas acima.
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Tabela 27 — Modelo de analises multiplas do subgrupo de pacientes com pequenas massas
renais, de acordo com varidveis selecionadas.

SG SCE SLR

Valor Valor Valor
* * *
HR Icosys  9eP HR Icosy  9eP HR  Icosy% 9P
<55 1 -
Idade (anos) 2032 0,008 N/A - N/A -
>55 15,558
119,106
1-2 1 - 1 -
Classificagdo < 0017 N/A
2,072 - 1,391 - ’ -
ASA 34 5061 0,001 4597
12,366 28,501
Infiltragdo de Néo 1 - 1 - 1 -
gordura . < ey 1,180 0,030 25311 4013 - 0,001 ¢ 506 1,976 0,002
perirrenal ’ 26,273 ’ 159,643 ’ 24,133
Nao 1 -
Necrose . N/A - 0,629 0,171 N/A -
Sim 2,921
13,557
I-1l 1 - 1 -
Estadio clinico N/A - 0,667 — 0,102 0,468 — 0,329
-1V 7,617 2,122
87,007 9,613
Baixo
1 -
grau
Grau de ISUP N/A - N/A - 0,018
Alto 1,193 -
2,776
grau 6,460
NO
p 1 )
ou Nx
Estadio pN N/A - N/A - 0,680
0,123 -
pN+ 1,747
24,838
Fraca 1 - 1 - 1 -
Expressdo de 0,348 0,016 0,069
CTSD 0,632 - ’ 1,626 — ’ 0,942 — A
Forte 1,524 13,231 2,143
3,674 107,641 4,875

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; HR, hazard ratio; IC, Intervalo de Confianga; CTSD,
catepsina D; SG, Sobrevida global; SCE, Sobrevida cancer-especifica; SLR, Sobrevida livre de recorréncia. * Valores
em negrito indicam significancia estatistica.

4.5.2 Estadio clinico IlI-IV

Esse subgrupo incluiu 198 casos do banco de dados, sendo 64 casos de pacientes
metastaticos ao diagndstico. Os casos metastaticos ao diagndstico registraram tanto uma SG
como uma SCE em 5 anos de 14,6% (SE = 0,054), ndo atingindo o seguimento de 10 anos neste
estudo. O tempo mediano de sobrevida foi de 29,38 meses (SE = 4,544; 1C95% = 20,476-
38,287). Considerando todo este subgrupo, a SG em 10 anos foi de 30% (SE = 0,079), a SCE em
10 anos foi de 31,3% (SE = 0,082) e, a SLR em 10 anos, de 33,2% (SE = 0,087).
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As varidveis significativas para SG em analise simples foram o tamanho tumoral >7 cm
(HR =1,939; 1C95% = 1,215-3,095; p = 0,005), a classificagdo de ASA 3-4 (HR = 2,083; IC95%
1,322-3,282; p = 0,002), o ECOG 2-3 (HR = 3,030; I1C95% = 1,739-5,278; p < 0,001), a anemia
pré-operatéria (HR = 2,410; IC95% = 1,487-3,906; p < 0,001), a existéncia de necrose tumoral
(HR =1,829; 1C95% = 1,164-2,872; p = 0,009), o alto grau nuclear de ISUP (HR = 1,908; IC95%
=1,113-3,270; p = 0,019), o acometimento linfonodal (HR = 2,002; 1C95% = 1,081-3,708; p =
0,027) e a auséncia de expressdo de REN (HR = 1,829; 1C95% = 1,174-2,850; p = 0,008).

Para SCE, as variaveis, por sua vez, foram o tamanho tumoral > 7 cm (HR = 2,134; IC95%
= 1,305-3,489; p = 0,003), a classificagdo de ASA 3-4 (HR = 1,964, 1C95% = 1,224-3,151; p =
0,005), 0 ECOG 2-3 (HR =3,299; IC95% = 1,884-5,777; p < 0,001), a anemia pré-operatéria (HR
=2,34; 1C95% = 1,421-3,855; p = 0,001); a presenca de necrose tumoral (HR = 1,759; IC95% =
1,107-2,795; p = 0,017), o alto grau nuclear de ISUP (HR = 1,775; 1C95% = 1,031-3,058; p =
0,038), o acometimento linfonodal (HR = 1,935; 1C95% = 1,018-3,677; p = 0,044) e a auséncia
de expressdo de REN (HR = 1,803; I1C95% = 1,14-2,851; p = 0,012).

Por fim, as varidveis que influenciaram a SLR em analise simples foram a invasao de
veia renal (HR = 1,996; IC95% = 1,235-3,224; p = 0,005), o acometimento linfonodal (HR =
2,779; 1C95% = 1,483-5,205; p = 0,001) e a perda de expressdo de REN (HR = 1,654; IC95% =
1,016-2,693; p = 0,043).

A expressao IHQ da CTSD ndo influenciou nenhuma das andlises de sobrevida deste
subgrupo de tumores estadio IlI-1V. A Tabela 28 demonstra os preditores independentes em

analise multipla para as SG, SCE e SLR em 10 anos neste subgrupo.

Tabela 28 — Modelo de andlises multiplas do subgrupo de pacientes no estadio clinico IlI-IV,

de acordo com variaveis selecionadas.

SG SCE SLR

Valor de Valor de Valor de
P * P * IC P *
HR 1C 95% HR 1C 95% HR
) ) 95%
<7
1 - 1 -
Tamanho cm
0,007 0,005 N/A
tumoral >7 1,229 - 1,287 -
2,157 2,327
cm 3,788 4,211
1-2 1 - 1 -
Classificagdo 0.003 0.022 N/A
ASA 1,315 - » 1,104 - » /
3-4 2,280 1,968

3,953 3,509
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Con/Tabela 28 — Modelo de analises multiplas do subgrupo de pacientes no estadio clinico Ill-

IV, de acordo com variaveis selecionadas.

ECOG
Performance score

Necrose

Anemia pré-
operatoria

Grau de ISUP

Estadio pN

Invasdo de veia
renal

Expressdo de REN

Sim

Baixo
grau

Alto grau

pNO ou
Nx

pN+

Ndo

Sim
Presente

Ausente

1,577

1,622

1

2,097

1,024 -
3,724

1,272 -
3,754

0,494 —
1,611

0,810 -
3,072

0,785-
3,351

N/A

1,264 -
3,478

0,042

0,005

0,705

0,180

0,192

2,209

2,111

0,852

1,376

1,741

2,070

1,148 -
4,250

1,207 -
3,690

0,461 -
1,574

0,704 -
2,689

0,834 -
3,635

N/A

1,229 -
3,489

0,018

0,009

0,608

0,350

0,140

0,006

1,771

2,229

1,692

N/A -

N/A -

N/A -

N/A -

0,139
0,831-

3,775

1,347- 0,002

3,690

1,030- 0,038

2,780

Legenda: ASA, American Society of Anesthesiologists; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; HR, hazard
ratio; IC, Intervalo de Confianga; ISUP, International Society of Urological Pathology; REN, renina; SG, Sobrevida
global; SCE, Sobrevida cancer-especifica; SLR, Sobrevida livre de recorréncia. * Valores em negrito indicam
significancia estatistica.
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5 DISCUSSAO

5.1  ASPECTOS GERAIS

Este estudo representa mais um passo no amadurecimento da nossa linha de pesquisa
em potenciais marcadores tumorais relacionados com progndstico no cendrio do CCRcc.
Particularmente, no estudo de substancias com papel endocrinoldgico nos rins. Dentre os 729
pacientes portadores de CCRcc, cujo material anatomopatoldgico foi sistematicamente
submetido a revisao central e utilizado para a confeccdo de blocos de TMA, procuramos focar
as andlises de sobrevida especialmente nos casos com tumor ndo metastatico, perfazendo um
total de 665 casos.

Como em outras casuisticas, ha o predominio de homens nesta populagao. No entanto,
a idade mediana reportada de 55 anos é inferior aquela descrita em documentos estatisticos,
como o do Programa americano de Vigilancia, Estatistica e Resultados Finais (SEER, do inglés
Surveillance, Epidemiology, and End Results Program), que é de 65 anos ao diagndstico
(Howlader et al. 2021). Isso provavelmente deve-se ao fato de que nossa instituicdo é
referéncia oncoldgica no pais e tende a receber casos com diferentes graus de complexidade.
Além disso, o percentual de casos metastaticos descritos (8,8%) é inferior aos da literatura, o
que pode ser explicado pelo fato deste ser um banco de tumores de casos cirurgicos
(Howlader et al. 2021). Além disso, a popularizagdo e facilidade de acesso crescente aos
exames de imagem, provavelmente contribuiu para o diagndstico mais precoce, com lesdes
de menores dimensdes, menos sintomaticas e talvez em idade inferior a daqueles pacientes
gue tem o CCR detectado tardiamente na forma sintomatica (Nguyen et al. 2006).

Ao mesmo tempo, o percentual de casos que apresentaram recorréncia ao longo do
seguimento (19,9%) ficou de acordo com os dados registrados da literatura, em torno de 20-
30% (Dabestani et al. 2016; Choueiri and Motzer 2017). Do mesmo modo, a SCE em 5 anos de
92,1%, para o tumor localizado, foi semelhante aos dados descritos no SEER (Howlader et al.
2021).

Outro dado que vale mencionar, que estd relacionado com os fatores de risco para
essa neoplasia, € que mais da metade dos pacientes relataram ser hipertensos, mais de 42%

fumavam ou eram ex-tabagistas, além de um terco de obesos.
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A coleta de tecidos para compor esse banco de tumores renais iniciou-se com casos
operados na década de 80. Contudo, a maior proporcao dos casos foi coletada nos ultimos
anos (2014-2016 tiveram mais de 40% dos casos) e isso pode estar relacionado com o fato de
gque 67% dos tumores foram classificados no estddio I, com mais de 47% de tumores
considerados pequenas massas renais (T1a), sendo um reflexo do diagndstico mais precoce
da doenca nos ultimos anos (Capitanio et al. 2019).

Dentre os fatores clinicos e patoldgicos, nosso estudo demonstrou que a idade mais
elevada, pacientes com um escore de ASA 3 — 4 ou de ECOG 2 — 3, além de aspectos como
maior tamanho tumoral, invasdo de veia renal, infiltracdo de gordura perirrenal, invasdo de
hilo ou seio renal, presenca de invasdao microvascular, necrose tumoral, alto grau de ISUP,
presenca de componente sarcomatdide ou rabddéide, acometimento linfonodal ou pacientes
classificados como estadio clinico Ill ou IV foram fatores progndsticos para SG e SCE em 10
anos para os CCRcc ndao metastaticos.

Esses fatores ja foram descritos previamente na literatura, como no caso da idade mais
avangada, que foi incluida em um nomograma que avalia o risco de morte em 5 anos em
pacientes com CCR localizado elaborado por Kutikov et al. (2010). Essa pior sobrevida
atribuida a idade elevada persiste em pacientes com tumores de baixo grau e baixo estadio
clinico, mesmo ajustando para mortes por outras causas (Sun et al. 2011). Mais recentemente,
Bandini et al. (2018) descreveu a associacao entre individuos idosos e pior SCE em pacientes
com PMR e Buti et al. (2017) validou um escore progndstico denominado GRANT, que utilizou
como um dos parametros a idade, com um ponto de corte de 60 anos, estratificando-os em
um grupo de risco favoravel ou desfavoravel, tendo sido aplicado na populagao do ASSURE
trial, que estudou o cendrio da adjuvancia no CCR localizado.

Em nosso estudo, o ponto de corte de 55 anos foi utilizado nas andlises de sobrevida,
pelo fato desta ser a idade mediana da populagdo analisada. Individuos acima dessa idade
tiveram sinais ou sintomas ao diagndstico com maior frequéncia, maior proporc¢ao de casos
no EC lll ou IV (17,4% vs 35,9%) e com metdstases ao diagndstico (5,9% vs 11,2%). Como ja era
de se esperar, individuos com maior idade foram mais comumente classificados em piores
escores de ASA e de ECOG. No entanto, estes individuos também se associaram com maior
proporc¢do de casos com tamanho tumoral acima de 7 cm (11,7% em menores de 45 anos e
42,5% naqueles com idade > 75 anos) e maior percentual de casos com alto grau de ISUP

(34,9% nos menores de 45 anos e 62,5% nos com idade = 75 anos).
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Nosso grupo também ja havia descrito a classificagao de ASA como fator progndstico
no CCR. A classificacdo de ASA associou-se com risco de metdstases e com SG e SCE, além de
aumentar o risco de complicagdes perioperatdrias (de Cassio Zequi et al. 2010; Ferreira et al.
2013). Estudos realizados por outros grupos também analisaram outros sistemas de
classificagao, como os escores de Karnofsky e ECOG, tendo sido evidenciado associagdao com
piores taxas de SG e SCE (Motzer et al. 1999; Patard et al. 2004a; Shuch et al. 2008; Heng et
al. 2009).

No que diz respeito ao grau tumoral, a classificagdo mais recente considera
caracteristicas nucleolares, pleomorfimos, além de diferenciacdo sarcomatéide ou rabdodide,
sendo estes ultimos categorizados como grau 4 da classificacdo da ISUP (Srigley et al. 2013;
Moch et al. 2016). As diferencia¢des sarcomatdide/rabddide foram descritas em 7% de nossa
casuistica, o que corrobora com a literatura, que exibe uma prevaléncia entre 3% e 8% dos
CCRcc (Delahunt et al. 2013). Além da pior sobrevida atribuida a diferenciacdo sarcomatéide
(Deuker et al. 2020), ja foram discutidos em consenso outros fatores histopatologicos, como
a necrose tumoral e a invasdao microvascular (Delahunt et al. 2013).

Estas caracteristicas associadas com o tamanho tumoral e, por conseguinte, com a
classificagado TNM originaram o nomograma progndstico SSIGN, de facil aplicabilidade clinica
(Frank et al. 2002). Pacientes com escore > 10 possuem uma SCE em 5 anos de apenas 7,4%.
Nossa casuistica com esse subgrupo nao atingiu essa sobrevida, tendo sido possivel descrever
uma SCE em 2 anos de cerca de 33%.

Zequi et al. (2019) publicaram estudo com quase seis mil pacientes do banco de dados
do LARCG, corroborando que, além das varidveis clinicas mencionadas, a invasdo
microvascular, a invasao de gordura perirrenal, a necrose tumoral, o alto grau nuclear, o maior
tamanho tumoral e o acometimento linfonodal associaram-se com maior risco de morte por
cancer em analise multivariada. Outros grupos nacionais também demonstraram o valor
progndstico da invasdao microvascular, tanto para risco de recorréncia como de morte por
cancer (Gongalves et al. 2004; Dall’Oglio et al. 2007). Em nosso estudo, a presenca de invasao
microvascular influenciou negativamente, em andlise simples, a SG (HR = 4,67), a SCE (HR =
5,27) e a SLR (HR = 5,094) em valores tdo altos quanto o de outras variaveis, como o estadio
clinico, o tamanho tumoral, a necrose tumoral ou o acometimento linfonodal.

Embora seja controversa a existéncia de um ponto de corte do tamanho tumoral que

aponte diferencas absolutas na sobrevida (Ficarra et al. 2004; Delahunt et al. 2019, 2021),



105

nossa casuistica evidenciou que tumores localizados acima de 7 cm associaram-se
significativamente com maior proporgao de infiltragcdo de gordura perirrenal (32,1% vs 5,9%),
invasdo de hilo ou seio renal (48,2% vs 7,2%), invasdo de veia renal (26,8% vs 1,7%), invasdo
microvascular (29,2% vs 3,3%), necrose tumoral (50,5% vs 21,4%), alto grau de ISUP (69% vs
35,1%) e presenca de diferenciacdo sarcomatdide ou rabddéide (15,3% vs 2,7%) em
comparagdo com as lesdes com até 7 cm. Acerca disso, Jeon et al. (2009) publicaram estudo
retrospectivo com 946 casos associando a invasdo de gordura perirrenal (pT3a) com o
tamanho tumoral. Neste estudo, a significancia progndstica da invasao de gordura perirrenal
dependeu do tamanho tumoral, sendo mantida como fator progndstico independente apenas
nos casos com lesdes acima de 7 cm.

Um estudo retrospectivo com 771 casos operados de CCR nao metastatico encontrou
como preditores independentes de sobrevida livre de doenga, o tamanho tumoral acima de 5
cm e a trombocitopenia (Brookman-Amissah et al. 2009). J4 um outro grupo chinés publicou
estudo demonstrando que o tamanho do tumor, o grau de Fuhrman, o estadio clinico T, altos
niveis de LDH, calcio e fibrinogénio influenciaram esta sobrevida livre de doenga em 5 anos
(Du et al. 2013). Em nosso estudo, as variaveis de tamanho tumoral e estadio clinico ndo foram
incluidas na anadlise de SLR, pois ndo satisfizeram a verificacao de proporcionalidade exigidas.
Permaneceram como varidveis preditoras de SLR em 10 anos, em andlise simples, a idade mais
elevada, os escores de ASA e ECOG, além de invasdao macroscépica de veia renal, infiltracdo
de gordura perirrenal, invasao de hilo ou seio renal, invasdao microvascular, necrose tumoral,
alto grau nuclear de ISUP, presengca de componente sarcomatdide ou rabddide e o

acometimento linfonodal.

5.2 REAGOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DE REN E EPO

Adicionalmente aos fatores preditores clinicos e patolégicos mencionados, ndo foi
possivel a identificagao da influéncia da expressao IHQ de EPO nos desfechos de sobrevida
analisados. A perda de expressao de REN, por sua vez, associou-se com pacientes mais idosos,
maior proporg¢ao de pacientes com anemia pré-operatdria, maior tamanho tumoral, além de
casos com infiltragdo de gordura perirrenal, invasao de hilo ou seio renal, invasao
microvascular, necrose tumoral, maior proporc¢ao de casos com alto grau nuclear de ISUP e

com o estadio clinico lll-IV. Quando estes dois marcadores foram analisados conjuntamente,
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a perda de expressao de ambos ndao se manteve como preditor independente de sobrevida
em analise multipla.

Sobre o estudo da combinacdo da expressao de ambos os marcadores, apenas 19 casos
apresentaram-se com dupla perda de expressdao de REN e EPO, o que pode ter influenciado
essa andlise. Como forma de equiparar os grupos, optamos por avaliar se os casos com
expressao IHQ de ambos poderia representar um fator protetor em comparagao com os que
expressavam apenas um desses marcadores. Como demonstrado, a analise separada da EPO
ndo se associou com progndstico. Ainda assim, em andlise de regressdo simples, o risco de
6bito global e pelo cancer foi maior nos casos com dupla perda de expressdo, ndo se
mantendo como fator preditor nas analises multiplas.

Nesse grupo com dupla perda de expressdo de REN e EPO, foi encontrada uma
associacdo com a variavel obesidade. No entanto, é possivel que isso seja apenas um fator
confundidor, de modo que estudos posteriores necessitam ser realizados com o intuito de
verificar esse achado. Outro ponto, é que diferente do que se poderia pensar, a hipertensao
nao se associou com o padrado de expressao de nenhum dos marcadores estudados. Contribuir
com as analises envolvendo o papel progndstico da HAS e dos anti-hipertensivos no cancer
renal poderia ser fruto de outras pesquisas com este banco de dados (Lever et al. 1998; McKay
et al. 2015; Miyajima et al. 2015; Derosa et al. 2016).

O racional de estudar conjuntamente estes marcadores, além da CTSD, discutida mais
adiante, esta ligado ao ambiente hipoxémico dos tumores renais, ocasionado pela
proliferacio de neovasos aberrantes e pela proliferacdo celular descontrolada. A
manifestagdo do pH acido em tumores sélidos esta relacionada com este ambiente
hipoxémico.

As células sobrevivem nesse microambiente na dependéncia de mecanismos
adaptativos, controlados particularmente pelo fator de transcrigao HIF-1. Com o intuito de
manter niveis adequados de energia intracelular, as células hipdxicas favorecem o processo
de glicdlise, levando ao aumento de utilizagcdo da glicose e consequente producdo de lactato.
Esse processo é facilitado pelo préprio HIF-1, que aumenta a expressao de enzimas glicoliticas
e transportadores de glicose (Kato et al. 2013; Ward et al. 2020).

O microambiente tumoral acidético facilita ainda a promocao de eventos de migracao,
invasdo e metdastases de células cancerigenas, explicado tanto pelo aumento da atividade de

componentes que degradam a matriz extracelular, como pelo aumento da expressao de
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citocinas e fatores de crescimento ja mencionados. Além disso, relaciona-se também com
mecanismos de resisténcia a quimioterapia ou radioterapia (Ward et al. 2020).

Com relagdo aos resultados das analises IHQ envolvendo a EPO, varias diferengas
podem ser pontuadas em comparacdo com o estudo prévio de Ferreira et al (2017). A prdpria
casuistica foi menor naquele estudo, que analisou 220 pacientes com diferentes subtipos
histolégicos de CCR (20% eram tumores nao células claras). Além disso, os casos metastaticos
(12,3%) também haviam sido utilizados nas andlises (Ferreira et al. 2017).

Um outro ponto importante é que o clone de anticorpo utilizado para as reagdes foi
diferente. No estudo de Ferreira et al, os autores optaram por um anticorpo policlonal de
coelho (Abcam© - Cambridge, MA, USA), enquanto, neste estudo, utilizamos anticorpo
monoclonal murino, como descrito na sessdo de material e métodos (Ferreira et al. 2017).

Embora inicialmente o autor tenha feito uma avaliagdo quantitativa em diferentes
graus de expressao, posteriormente a andlise qualitativa classificou em “expressao ausente”
ou “presente”, semelhante a este estudo. Desse modo, a auséncia de expressdo da EPO esteve
associada com idade mais elevada, com presencga de sintomas ao diagndstico, com maior taxa
de transfusdo sanguinea, menor nivel de hemoglobina pré-operatéria e maior proporgao de
casos com escore de Karnofsky < 80. O estudo de Ferreira et al também evidenciou que a falta
de expressao de EPO associou-se com o CCRcc, em comparagdo com os subtipos ndo células
claras.

Diferente do presente estudo, a auséncia de expressao de EPO impactou a SG em 10
anos no trabalho de Ferreira et al, sendo de 56,3%, comparado a uma taxa de SG em 10 anos
de 79,5% em pacientes que expressaram EPO (p < 0,001). Em uma andlise de regressao
multipla de Cox, a falta de expressao de EPO permaneceu como fator de risco independente
para SG e SCE (Ferreira et al. 2017).

No que diz respeito ao uso de eritropoietina recombinante humana (rhEPO) e sua
associacao com a evolucado do cancer, alguns estudos sugeriram que esta medica¢do poderia
levar a progressao do cancer renal, como visto em pequenos estudos clinicos ou
experimentais (Morere et al. 1997; Li et al. 2007). No entanto, os resultados sdo
contraditdrios, sendo que um estudo fase Il chegou a mostrar um efeito de controle
neopldsico em pacientes com CCRm que progrediram apds o uso de IL-2 isolada (Lissoni et al.

2001).
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Nosso estudo demonstrou uma expressao de EPO em 86,6% dos casos de CCRcc. Esse
alto percentual de expressao foi demonstrado por Clark et al. (1998), com identificagdo em
74% das amostras de CCR, além de Gong et al. (2006), com mais de 90% em casos de CCR
esporadicos e Mjgnes et al. (2017), com até 97% de expressao IHQ nos CCRcc.

Ja no que diz respeito aos estudos que avaliaram a associagdo da expressao de EPO
com varidveis clinicas e tumorais e com desfechos oncolégicos, evidenciamos que a
significancia clinica desses achados ainda é controversa.

Stoyanoff et al. (2016) demonstraram uma maior expressdo de EPO em tumores
iniciais (T1G1), em comparagdo ao grupo controle de tumores T2 ou de maior grau. Estes
autores sugeriram que a superexpressao de EPO em tumores em estadio precoce poderia
funcionar como um gatilho para a proliferagao celular.

Assim como em nosso estudo, Papworth et al. (2009) avaliou a expressao IHQ de EPO
utilizando anticorpo monoclonal murino, além de ter analisado também a expressao sérica do
marcador. Ndo foi evidenciada nenhuma associagdo com sobrevida cancer-especifica. Do
mesmo modo, Alamdari et al. (2007) também ndo encontraram associagdo progndstica do
nivel sérico de EPO em CCRm. Curiosamente, vale mencionar a maior propor¢ao de casos com
auséncia de expressao de EPO, que encontramos no grupo desfavordvel do escore progndstico
de GRANT, possivelmente pelo fato deste englobar a varidvel idade, que foi maior nos que
nao expressaram o marcador.

No entanto, outros autores sugeriram que a superexpressdao da EPO é que estaria
associada com tumores de alto grau e com impacto em sobrevida, tanto em estudos que
avaliaram a expressdo sérica (Ljungberg et al. 1992; Ito et al. 2012), como naqueles
envolvendo a expressao IHQ (Michael et al. 2007; Feng et al. 2013).

Com relacdo a REN, esta é dedicada a formacdo do decapeptideo angiotensina |, a
partir do seu precursor, o angiotensinogénio (Ondetti and Cushman 1982). Como mencionado
previamente, utilizamos os dados de expressao IHQ qualitativa da REN extraidos do estudo de
de Almeida e Paula et al. (2019). Na época deste estudo mencionado, foi analisada a expressao
IHQ da REN em 603 casos. Desse modo, optamos por aproveitar essa avaliacdo recente como
ponto de partida para as analises conjuntas com os outros dois marcadores em questao.

A identificagdo de que o CCR pode secretar REN ja se conhece hd décadas (Lindop and
Fleming 1984). Assim como a EPO, a discussdo existe na demonstragdo de uma implicagdo

progndstica associada a esse marcador.
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Nesta analise, enquanto todos os tecidos renais ndo neoplasicos expressaram REN,
pouco mais de 70% dos casos de CCR testados demonstraram expressao do marcador. Este
achado pode ter associagdo com desbalangos regulatorios e estruturais existentes no
ambiente tumoral.

Reiteramos, neste estudo, a associacdo da auséncia de expressdo IHQ da REN com
fatores de mau progndstico, sendo importante destacar que nao conhecemos outros estudos
na literatura com metodologia semelhante, que possam servir como contraponto a estes
achados.

Ainda sobre a expressdao IHQ destas duas proteinas, observou-se que uma maior
proporcao de casos positivos para a REN ocorreu em anos mais recentes da casuistica, em
detrimento dos casos com auséncia de expressao. Tal diferenca nao foi observada com a EPO,
gue ao longo de todo o periodo destacou-se a propor¢ao bem maior de casos com expressao
positiva em comparacao com a negativa. Podemos associar isso com o fato de que, dentre
esses dois marcadores, apenas a auséncia de REN demonstrou associacao com fatores de pior
progndstico em nossa andlise. Fato que pode estar relacionado com um diagndstico mais

tardio nos anos iniciais.

5.3 REAGOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DE CTSD

A catepsina D (CTSD) é uma protease lisossomal encontrada em praticamente todas as
células e tecidos em mamiferos, constituindo cerca de 10% de todas as proteinas lisossomais
solluveis. Seu papel na degradacdo de componentes da matriz extracelular é um evento
essencial na progressao tumoral (Scarborough et al. 1993; Pimenta et al. 2000).

Como dito anteriormente, a CTSD atua geralmente em ambientes com pH baixo, sendo
gue o pH extracelular em tecidos tumorais é mais acido do que os tecidos normais (Griffiths
1991). Desde estudos experimentais, ja foi demonstrado que a CTSD possui uma atividade
geradora de angiotensina | no plasma de ratos, bem como um papel na liberagdao de cininas
(Figueiredo et al. 1983; Okamoto and Greenbaum 1983). Além disso, uma atividade
proteolitica em meio acido foi relatada por varios autores diante de protocolos de purificagao
da REN, sendo identificada como proveniente da CTSD (Yokosawa et al. 1978; Slater and Strout

1981; Figueiredo et al. 1983).



110

Nossos dados mostraram que ha uma associagao entre os casos com auséncia de
expressao de REN e aqueles com forte expressao da CTSD, de modo que, 62,5% dos casos nao
metastaticos, que demonstraram uma falta de expressao da REN, expressaram fortemente a
CTSD. Ja 72,5% daqueles com expressdo positiva de REN evidenciaram expressao fraca ou
ausente da CTSD (p < 0,001). Isso pode estar relacionado com o fato de que a CTSD torna-se
ativa em tecidos com pH acido, diferentemente da REN (Morris and Reid 1978). As condicdes
de hipoxemia tecidual, particularmente em tecidos com maior celularidade no CCRcc,
poderiam justificar essa associacdo, bem como o impacto no progndstico desses pacientes
evidenciado neste estudo.

Ao que pudemos ter acesso de literatura avaliando o papel prognodstico deste
marcador com o CCR, apenas o grupo de Vasudev et al. (2009) encontraram associagdo de
sobrevida com niveis de CTSD urindria no pré-operatdrio, enquanto um grupo alemao,
contrapondo-se aos nossos resultados, encontraram que a alta expressdo IHQ da CTSD
associou-se negativamente com risco de metastases e sobrevida em longo prazo
(Merseburger et al. 2005). Esse mesmo grupo analisou a expressdo sérica da CTSD e nao
encontrou associagdo com fatores tumorais ou progndsticos (Merseburger et al. 2007).

Desse modo, a investigacdo do papel da CTSD no cenario das neoplasias renais,
permanece ainda em aberto para futuros estudos e discussdes, haja vista as evidéncias
encontradas em outros tumores, como os de mama, colorretal, figado, melanoma, entre
outros (Spyratos et al. 1989; Rochefort et al. 1990; Brouillet et al. 1991; Podhajcer et al. 1995;
Tumminello et al. 1995; Benes et al. 2008).

A forte expressao de CTSD nao influenciou os desfechos oncoldgicos no subgrupo de
tumores estadio IlI-IV, incluindo os casos metastaticos. Ao contrario, demonstrou estar
associada com SCE no subgrupo de pequenas massas renais. Uma hipdtese para esse
fenbmeno é que a maior expressao tecidual da CTSD em estadios iniciais poderia estar
associada aos mecanismos que levariam ao desarranjo e maior agressividade desses casos. Ja
nos casos com diagndstico em estadio mais avancado, outros fatores ja presentes estariam
sobrepondo a importancia isolada desse marcador nos desfechos oncolégicos. Como
explicitado na secdo introdutdria deste trabalho, o papel das catepsinas nas células
cancerigenas, estroma e células endoteliais leva ao aumento de citocinas e mecanismos de
proliferacdo, angiogénese, invasdo, metastase e quimiossensibilidade (Benes et al. 2008).

Diante disso, o incremento da analise da expressao de CTSD em casos de PMR em vigilancia
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ativa, a qual poderia ser detectada através da andlise imuno-histoquimica dos fragmentos

biopsiados, poderia ser um tema de estudo posteriormente.

5.4 LIMITAGOES DO ESTUDO

Podemos elencar uma série de limitagdes ao nosso estudo, iniciando pelo fato de ser
uma analise retrospectiva realizada com um banco de tumores renais de um Unico centro.
Embora existam protocolos institucionais que guiem as condutas dos profissionais que estao
na assisténcia aos pacientes, o longo periodo da casuistica e a propria experiéncia de cada um
dos médicos, que atuaram no tratamento dos casos, determinam uma heterogeneidade que
pode ter influenciado as taxas de sobrevida desta coorte. Pelo fato ainda de ser um centro de
referéncia em oncologia, muitos pacientes retornaram para suas cidades de origem apds o
tratamento inicial, de modo que em 6% da casuistica houve perda de seguimento, podendo
também influenciar na analise dos desfechos. Outro ponto importante a ressaltar é o das
guestdes técnicas envolvidas no processo de confeccao das laminas de TMA e na IHQ, como
a fixagdo inadequada do material, a potencial perda de antigenicidade do material ao longo
do tempo, a heterogeneidade inerente ao tumor presente em diferentes regides da lesao, os
erros de interpretagdao do examinador e a influéncia do clone de anticorpo utilizado em cada
uma das andlises imuno-histoquimicas. Procuramos minimizar essas questdes a partir do
protocolo explicitado na sessao de material e métodos, como a coleta de duas amostras de
diferentes regides de cada um dos casos.

Estudos como este estdao sujeitos a uma variabilidade na classificagao dos tumores
renais (Evans et al. 2015), além de fatores como o grau nuclear, a invasdo microvascular e a
diferenciacdo sarcomatdide (Lohse et al. 2002). Deste modo, a revisdo patoldgica central de
nossa casuistica é um ponto forte deste estudo, pois ja se demonstrou associacdo com uma
maior capacidade preditiva da graduagao histoldgica (Lohse et al. 2002).

Além disso, outras varidveis nao controladas poderiam ser potenciais influenciadores
de nossos resultados, como certas dietas, medicamentos, doencas hemorragicas cronicas,
anemias congénitas, poliglobulias, verminoses e os inimeros fatores gendmicos, protedmicos
ou epigenéticos nao analisados.

Apesar dessas limitagdes, consideramos nossos resultados bem representativos e de

acordo com a literatura disponivel na atualidade.
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CONCLUSOES

A expressao imuno-histoquimica da EPO ocorreu de maneira homogénea nas amostras
de CCRcc, de modo que os casos com expressao positiva apresentaram coloracao de
todas as células e os casos com expressao negativa ndo apresentaram nenhuma

coloragado.

A expressao imuno-histoquimica da CTSD ocorreu de modo heterogéneo no tecido
neopldsico, além de que a média do grau de expressao do marcador foi semelhante no

tecido renal ndo neoplasico adjacente as lesdes.

A perda de expressao de EPO associou-se com uma populacdao com mediana de idade
significativamente maior. No entanto, esse marcador ndao representou um fator

progndstico para SG, SCE ou SLR neste estudo.

A expressao forte de CTSD associou-se com pacientes mais idosos, maior proporgdo de
doentes renais cronicos, pacientes tabagistas ou ex-tabagistas, maior proporcao de
pacientes com anemia pré-operatdria, além de casos com infiltragdao de gordura
perirrenal, invasdo de hilo ou seio renal, invasdao microvascular, necrose tumoral,

maior proporc¢ao de casos com alto grau nuclear de ISUP e com doenga linfonodal.

A auséncia de expressao de REN associou-se com pacientes mais idosos, maior
proporgdo de pacientes com anemia pré-operatdria, maior tamanho tumoral, além de
casos com infiltracdo de gordura perirrenal, invasdao de hilo ou seio renal, invasdo
microvascular, necrose tumoral, maior propor¢ao de casos com alto grau nuclear de

ISUP e com o estadio clinico llI-IV.

Neste estudo, houve associacdo entre os casos com auséncia de expressao de REN e

aqueles com forte expressao da CTSD.
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A perda de expressdao concomitante da REN e da EPO influenciou a SG e a SCE em uma
analise de regressdao simples, mas ndao permaneceu como fator progndstico

independente na analise multipla.

A expressao forte de CTSD foi fator progndstico independente desfavoravel para SG e

SCE, mas nao para SLR.

A forte expressao de CTSD concomitante a auséncia de imunoexpressao da REN
evidenciou-se como fator progndstico independente de pior SG, SCE e SLR nos casos

de CCRcc ndo metastatico neste estudo.
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Anexo 1 —Sistema de estadiamento TNM do American Joint Committee on Cancer (AJCC) para

cancer renal, oitava edicdo (2016)

Tumor primario (T)

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
T1 Tumor limitado ao rim < 7 cm na maior dimensdo
Tla Tumor limitado ao rim < 4 cm na maior dimensdo
Tib Tumor limitado ao rim >4 cm e < 7 cm na maior dimensao
T2 Tumor limitado ao rim > 7 cm na maior dimensdo
T2a Tumor limitado ao rim > 7 cm e < 10 cm na maior dimensdo
T2b Tumor limitado ao rim > 10 cm
T3 Tumor estende-se para veias principais ou tecidos perinéfricos, mas ndo para a
glandula adrenal ipsilateral e nem além da fascia de Gerota
T3a Tumor estende-se para a veia renal ou seus ramos segmentares ou invade o sistema
pielocalicinal ou invade a gordura perirrenal ou do seio renal, mas ndo além da
fascia de Gerota
T3b Tumor estende-se para a veia cava infradiafragmatica
T3c Tumor estende-se para a veia cava supradiafragmadtica ou invade a parede da veia
cava
T4 Tumor invade além da fascia de Gerota (incluindo extensdo contigua para a glandula

adrenal ipsilateral)

Linfonodos regionais (N)

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastases para linfonodos regionais
N1 Linfonodo(s) regional(is) acometido(s)

Metastases a distancia (M)

MO
M1

Auséncia de metastases a distancia

Presenga de metdstase a distancia

Estadio clinico T N M
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio Il T1-T2 N1 MO
T3 Qualquer N MO
Estadio IV T4 Qualquer N MO
Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Adaptado de AMIN (2017).



Anexo 2 — Nomogramas progndsticos para pacientes com carcinoma de células renais

Classificagao UISS (UCLA Integrated Staging System for renal cell carcinoma)

Doenga localizada (qualquer T, NO, MO0)

Estadio T Grau nuclear ECOG PS Risco
0 Baixo
Fuhrman 1-2
T1 >1
Fuhrman 3-4 Qualquer
T2 Qualquer Qualquer
Intermediario
0
Fuhrman 1
>1
T3
0
Fuhrman > 1
>1 Alto
Doenga metastatica (N+ ou M1)
Estadio N/M Grau nuclear ECOG PS Risco
N1 MO Qualquer Qualquer Baixo
0 Baixo
Fuhrman 1
>1 Intermediario
0 Baixo
Fuhrman 2
N2 M0/M1 >1
Fuhrman 3 Qualquer Intermediario
0
Fuhrman 4
>1 Alto

Fonte: Adaptado de ZISMAN et al. (2002).

Legenda: ECOG PS: Eastern Cooperative Oncology Group Performance Score.



Classificacdo SSIGN (Stage, Size, Grade, and Necrosis) para pacientes submetidos a
nefrectomia radical.

Categoria Pontuagdo
Estadio pT pT1 0
pT2 +1
pT3a-c +2
pT4 +4
Estadio pN pNx ou pNO 0
pN+ +2
Estadio M MO 0
M1 +4
Tamanho tumoral <5cm 0
>5cm +2
Grau nuclear lou2 0
3 +1
4 +3
Necrose tumoral Néo 0
Sim +2

Fonte: Adaptado de FRANK et al. (2002).

Classificacdo GRANT (Grade, Age, Nodes, and Tumor stage)

Variavel Categoria Escore
Idade > 60 anos 1
<60 anos 0
Estadio pT pT1, pT2, pT3a 0
pT3b, pT3c, pT4 1
Estadio pN pNx ou pNO 0
pN+ 1
Grau nuclear de Fuhrman 1-2 0
3-4 1

Fonte: Adaptado de BUTI et al. (2017).
Legenda: Escore 0 — 1 é classificado como grupo de risco favoravel; Escore > 2 é classificado como grupo de
risco desfavordvel.



Nomograma de Kattan (nomograma progndstico pds-operatério para carcinoma de células
renais).

Instrugdes: Localize a sintomatologia do paciente (I = incidental, L = local, S = sistémico) no
eixo Sintomas. Trace uma linha reta para cima até o eixo Pontos, para determinar quantos
pontos em uma recorréncia o paciente recebe por seus sintomas. Repita o processo para cada
um dos outros eixos separadamente. Ao final, some os pontos alcancados para cada preditor
e localize a soma no eixo Pontos Totais. Trace uma linha reta para baixo e encontre a
probabilidade de o paciente permanecer livre de recorréncia em 5 anos, assumindo que o
mesmo ndo morreria de nenhuma outra causa.

Pontos 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

L 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 J

|
Sintomas ¢ 1

L S

Papilifero
Histologia ; L ,
Cromofobo Convencional

Tamanho tumoral

P3a P3b/c

Estadio patoldgico 1997 , ' , J
P1 P2
. [ T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Pontos Totais 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

[ T T T T T T T T T T 1
Sobrevida livre de recorréncia— 5 0.98 0.96 094 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2
anos 0.85 0.7 05 03

Fonte: Adaptado de KATTAN et al. (2001).



Anexo 3 - Classificagao das complicagdes cirurgicas de Clavien-Dindo

Grau de
classificagdo

Definigao

- Qualquer desvio do curso pds-operatoério ideal sem necessidade de tratamento
farmacoldgico ou de intervengdes cirurgicas, endoscdpicas e radioldgicas.

Grau | - - . L
Ex.: drogas antieméticas, antipiréticos, analgésicos, diuréticos, feridas operatérias
drenadas a beira do leito.
- Tratamento farmacoldgico com drogas diferentes daquelas permitidas para complicagGes
Grau ll grau l.
Ex.: Transfusdo sanguinea e nutri¢cdo parenteral total.
Grau il Intervengdes cirurgicas, endoscépicas ou radioldgicas. llla. Sem anestesia geral
Illb. Com anestesia geral
IVa. Disfun¢do de um érgao
Grau IV Complicages com risco de vida, além de necessidade de (Ex.: dialise)
unidade de terapia intensiva (UTI). IVb. Disfungdo de mdltiplos
orgdos
Grau V Morte do paciente

Fonte: Adaptado de MOREIRA et al. (2016)



Anexo 4 — Carta de aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP

Q A.C.Camargo Cancer Center  comre pe erica

Centro Integrado de Diagndstico, Tratamento, Ensino e Pesquisa EM PESQUISA - CEP

S@o Paulo, 24 de janeiro de 2020.

Ao
Dr. Sténio de Cassio Zequi
Aluno: Thiago Camelo Mourio (Doutorado)

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 2144/15F

"Andlise da expressio imunoistoquimica e do valor prognéstico da associagio da
eritropoietina (EPO) com a renina (REN) em pacientes portadores de carcinoma de
células renais do tipo células claras submetidos a nefrectomia."

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Antonio Prudente —
A.C.Camargo Cancer Center, em sua ultima reunido de 21/01/20, tomaram conhecimento e
aprovaram o seguinte documento:

» Solicitagéo de dispensa da submissdo da documentagio obrigatéria e anlise ética do
projeto acima mencionado por se tratar de um projeto afiliado ao tematico intitulado:
“Expressdo imunoistoquimica e valor progndstico de um painel de marcadores
(BAPI; Beta-Catenina; CD133; Complexo Ezrina-Moesina; EPO/EPO-R; FOXP3;
KDM5C; NOS-3; PBRMI1; PTEN; REN/REN-R; SETD2 e STAT3) em carcinoma de
células renais. Estudo multicéntrico internacional.” registrado neste CEP sob n°.
2144/15. O projeto afiliado em referéncia sera Doutorado do aluno Thiago Camelo
Mourdo, sob orientagdo do Dr. Sténio de Cassio Zequi.

Atenciosamente,
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Rua Professor Antonio Prudente, 211 « Liberdade * Sao Paulo / SP * CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br



Q A.C.Camargo FUNDACAO ANTONIO
Cancer Center - PRUDENTE - A.C. CAMARGO ‘G 8rasll -
CANCER CENTER

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Expressao imunoistoquimica e valor prognéstico de um painel de marcadores (BAP1;
Beta-Catenina; CD133; Complexo Ezrina-Moesina; EPO/EPO-R; FOXP3; KDM5C;
NOS-3; PBRM1; PTEN; REN/REN-R; SETD2 e STAT3) em carcinoma de células
renais. Estudo multicéntrico internacional.

Pesquisador: Sténio de Cassio Zequi

Area Tematica:

Versao: 6

CAAE: 51230115.8.0000.5432

Instituicao Proponente: FUNDACAO ANTONIO PRUDENTE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.908.103

Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos itens "Apresentagédo do Projeto", "Objetivo da Pesquisa", "Avaliagao dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do documento "PB_INFORMAGOES_BASICAS_1802001_E1.pdf",
gerado pela Plataforma Brasil em 05/08/2021.

Resumo:

O carcinoma de células renais (CCR) compreende aproximadamente 3% de todas as neoplasias malignas
do adulto. Dentre os tumores urolégicos mais frequentes € o mais letal, sendo que 30 a 40% desses
pacientes irdo morrer devido a doenca (PANTUCK et al. 2001). No decorrer das Ultimas décadas, tem se
registrado o crescimento progressivo da incidéncia do CCR, chegando a elevar-se cerca de 3% ao ano. Tal
progressao relaciona-se em especial aos tumores incidentais em estadio inicial, onde as taxas alcangam até
4% ao ano, e tem sido tradicionalmente atribuida ao aumento da utilizagdo dos métodos de diagnéstico por
imagem (CHOW et al. 1999; HOLLINGSWORTH et al. 2006). No entanto, esse panorama tem se alterado e
publicacées recentes evidenciam o declinio do uso de exames de imagem, justificado principalmente pela
tentativa de minimizar as morbidades referentes ao emprego da radiagéo ionizante (SMITH-BINDMAN et al.
2012). A frequéncia de uso da tomografia computadorizada estabilizou-se em 2007, e passou a diminuir

Enderego: Rua Professor Anténio Prudente, 211

Bairro: Liberdade CEP: 01.509-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2189-5020 Fax: (11)2189-5020 E-mail: cep_accamargo@accamargo.org.br

Pégina 01 de 09
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Anexo 5 — Carta de aceita¢do do Artigo 1 (03/04/2023)

Artigo de revisao de literatura aceito na revista Current Urology Reports, publicado com o

doi: 10.1007/511934-023-01160-x.

Dear Dr Mourao,

We are pleased to inform you that your manuscript, "Role of the renin—angiotensin system
components in renal cell carcinoma: A literature review.", has been accepted for publication in

Current Urology Reports.

You will receive an e-mail in due course regarding the production process.

Please remember to quote the manuscript number, CUUR-D-23-00027, whenever inquiring about

your manuscript.

With kind regards,
Gaetano Ciancio, MD, MBA
Section/Guest Editor

Current Urology Reports




Anexo 6 — Carta de aceita¢do do Artigo 2 (18/05/2023)

Artigo aceito na revista Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations, publicado

com o doi: 10.1016/j.urolonc.2023.05.014.

Ms. Ref. No.: URO-D-22-00744R1
Title: Prognostic role of the immunohistochemical expression of proteins related to the renin—
angiotensin system pathway in nonmetastatic clear cell renal cell carcinoma

Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations

Dear Dr. Mourao,

On behalf of the editors, | am pleased to inform you that your paper entitled "Prognostic role of
the immunohistochemical expression of proteins related to the renin—angiotensin system
pathway in nonmetastatic clear cell renal cell carcinoma" has been accepted for publication in

Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations.

Please make sure you have completed and returned the "Conflict of Interest" form downloadable

from this site.

We are privileged to publish your work. Thank you for submitting it for our review.

We encourage authors of original research papers to share the research objects — including raw
data, methods, protocols, software, hardware and other outputs — associated with their paper.
More information on how our open access Research Elements journals can help you do this is
available at https://www.elsevier.com/authors/tools-and-resources/research-elements-

journals?dgcid=ec_em_research_elements_email.

Sincerely yours,

Michael J. Droller, M.D.

Editor-in-Chief

Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations




Apéndice 1 — Ficha de levantamento de dados

Registro: Nuamero AP:

Data de admissao: Idade: anos

Sexo: Linha TMA:

Tabagismo: (1) Fumante (2) Ndo fumante (3) Ex-fumante (9) Ignorado

Carga tabagica (anos-mago):

Escala de performance de Karnofsky (20-100): (1) > 80 (2) <80
Escala de performance ECOG: (0)0-1 (1)2-3
Escore pré-operatdrio ASA: (0): 1-2 (1)3-4

Presencga de comorbidades: (0) Ndo (1) Sim
Qual(is)?

indice de massa corpérea (kg/m?):

Presenca de sintomas ao diagndstico: (0) Nao (1) Sim
Qual(is)?

Tempo do diagndstico ao tratamento (meses):

Presencga de metdstase ao diagndstico: (0) Ndo (1) Sim

Local da metastase:

Tumor familiar: (0) Nao (1) Sim N2 de familiares: (0) O 11 (2)=22
Hemoglobina: Hematocrito: Creatinina:
Cirurgia: (1) Nefrectomia Radical (2) Nefrectomia Parcial

Margens: (0) Negativas (1) Positivas (9) Ignorado



Grau ISUP / Fuhrman: (1)1 (2)2 (3)3 (4)4

Data da cirurgia: Tempo da internagao (dias):
cirargico:

Estadio T: (1) T1a (2) T1b(3) T2a (4)T2b (5) T3a
T3c (8) T4

Estadio N: (O)NO (1) N1 (2) Nx

Estadio Clinico: (1)1 (2)1I  (3) 1l (4) IV
Complicag¢oes precoces: (0) Ndo (1) Sim Clavien-Dindo:

Complicagoes tardias: (0) Nao (1) Sim Qual(is):

Tipo histolégico: (1) Células claras (2) Papilifero (3) Cromdfobo

Tempo

(5) Carcinoma de ductos coletores (6) Inclassificavel (7) Outros

Diametro tumoral (cm):

Lateralidade: (1) Direito (2) Esquerdo (3) Bilateral
Se tumor bilateral: (1) Sincrénico  (2) Metacrénico

Multifocal: (0) Ndo (1) Sim

Presenga de componente sarcomatdide: (0) Ndo (1) Sim

Percentual de componente sarcomatoide: (%):

Presenca de invasdao microvascular: (0) Nao (1) Sim
Presenga de invasao linfatica: (0) Nao (1) Sim
Presenca de invasao perineural: (0) Ndo (1) Sim
Presenca de necrose: (0) Ndo (1) Sim

Presenca de invasao de veia renal: (0) Nao (2) Sim

Presencga de infiltragdo de gordura perirrenal: (0) Ndo

Presenca de invasao de hilo renal: (0) Nao (1) Sim

(1) Sim

(6) T3b

(4) TTFE3 gene

(7)



Presenca de invasao de capsula renal: (0) Nao (1) Sim
Presenca de invasao de sistema coletor: (0) Ndo (1) Sim

Presenca de invasao de envolvimento da adrenal: (0) Nao

Evidéncia de recorréncia: (0) Ndo (1) Sim Data da recorréncia:

(1) Sim

Se recorréncia: (1) Local (2) A distancia

Se metastatico, classificacdo de Heng/IMDC: (1) Bom progndstico

intermediario (3) Progndstico ruim

Neutrdéfilos: Plaquetas:

Calcio total:

Fez tratamento sistémico? Qual?:

Metastasectomia: (0) Ndo (1) Sim Data da metastasectomia:

Topografia da metastasectomia (6rgao):

Data do ultimo “follow up”:

(2)Prognéstico

Status no ultimo “follow up”: (1) Vivo, sem evidéncia de doencga (2) Vivo, com cancer (3)
6bito pelo cancer renal (4) 6bito por outra causa (5) 6bito pela cirurgia do cancer

renal (6) Perdido de vista



