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Resumo

Gomes DO. Estudo da delecdo do cromossomo 9p como fator prognéstico
no carcinoma renal tipo células claras localizado [tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2013.

INTRODUGCAO: A delecéo do cromossomo 9p tem sido encontrada em 14 a
36% dos pacientes com carcinoma renal tipo células claras (CRCC) e esta
associado a tumores de alto grau, estagio avancgado, presenca de
metastases linfonodais e sistémicas.

OBJETIVOS: Avaliar se a delegao do cromossomo 9p € fator preditor
independente de pior sobrevida livre de recorréncia e cancer-especifica em
pacientes com CRCC localizado.

METODOS: Neste estudo de coorte retrospectivo, amostras tumorais de 94
pacientes com CRCC NX-0 MO, submetidos a nefrectomia radical ou cirurgia
renal conservadora, foram analisadas através das técnicas de microarranjo
tecidual e hibridizagao in situ com fluorescéncia.

RESULTADOS: O tempo de seguimento médio foi de 11,6 anos e a delegao
do 9p foi encontrada em cerca de 15% dos casos. A sobrevida cancer-
especifica estimada em 5 e 10 anos foi respectivamente de 99% e 96% nos
pacientes sem a referida perda cromossdmica e de 71% e 57% naqueles
com perda do 9p (p<0,001). A delegdo do cromossomo 9p foi fator
prognéstico independente na analise multivariada, aumentando o risco de
morte pela doengca em 28x (IC 95% 5-155, p<0,001). Tal delegao foi o
preditor mais importante de mortalidade cancer especifica, superior a
qualquer fator patolégico analisado, inclusive ao tamanho tumoral. Em
pacientes com baixo risco de progressao, isto €, baixo escore SSIGN (0-2),
baixo risco segundo a UISS e baixo risco segundo a Triade Patologica da
USP, tumores deletados do 9p estéo significativamente associados com pior
sobrevida cancer-especifica em 10 anos: respectivamente 70%, 67% e 67%
versus 98%, 97% e 98% naqueles sem a perda do 9p.

CONCLUSAO: A delecadto do cromossomo 9p  estabelece
independentemente um pior prognostico para pacientes com CRCC
localizado, fornece informacéo clinica relevante adicional e pode aperfeigoar
a habilidade preditora dos principais sistemas progndésticos atuais.

Descritores: Neoplasias renais, carcinoma de células renais, cromossomos
humanos par 9, delecdo cromossémica, progndstico, hibridizagdo in situ
fluorescente, analise em microsseéries



Summary

Gomes DO. Study of chromosome 9p deletion as a prognostic factor in
localized renal cell clear cell carcinoma [thesis]. Sao Paulo: “Faculty of
Medicine, University of Sao Paulo”; 2013.

INTRODUCTION: Deletion of chromosome 9p has been found in 14-36% of
patients with clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) and is associated with
high grade tumors, advanced tumor stage, presence of lymph node
involvement and metastases.

OBJECTIVES: To assess whether deletion of chromosome 9p is an
independent predictor of worse recurrence-free and cancer-specific survival
in patients with localized ccRCC.

METHODS: In this retrospective cohort study, tumor samples of 94 patients
with NX-0 MO ccRCC undergoing radical nephrectomy or renal conservative
surgery, were analyzed using tissue microarray and fluorescence in situ
hybridization.

RESULTS: Mean follow-up was 11.6 years and 9p deletion was found in
near 15% of cases. Estimated cancer-specific survival at 5 and 10 years was,
respectively, 99% and 96% in patients without such chromosomal loss and
71% and 57% in those with 9p loss (p <0.001). Deletion of chromosome 9p is
an independent prognostic factor in multivariate analysis, increasing the risk
of disease-specific death in 28x (95% CI 5-155, p <0.001). This deletion was
the strongest predictor of cancer-specific mortality, superior to any analysed
pathological factor, including tumor size. In patients at low risk of
progression, namely low score (0-2) SSIGN, low risk UISS and low risk USP
Pathological Triad, 9p-deleted tumors were associated with worse 10 years
cancer-specific survival: respectively 70%, 67% and 67% versus 98%, 97%
and 98% in those with no 9p loss.

CONCLUSIONS: Deletion of chromosome 9p independently establishes a
worse prognosis for patients with localized ccRCC, provides relevant
additional clinical information and can improve the predictive ability of the
main current prognostic models.

Descriptors: Kidney neoplasms; carcinoma, renal cell; chromosomes,
humans pair 9; chromosome deletion; prognosis; in situ hybridization,
fluorescence; microarray analysis
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1.1 Carcinoma renal

O carcinoma renal (CR) corresponde a 4% de todas as neoplasias
malignas em adultos e € uma doenga agressiva, considerada a mais letal
dentre as neoplasias uroldgicas.” Sua incidéncia vem continuamente
aumentando em todo o mundo. Nos Estados Unidos, por exemplo, a
incidéncia de casos novos subiu de 10 para 15 casos por 100.000
habitantes/ano nos Ultimos 20 anos.? Neste pais, estima-se que serdo
registrados 65.150 casos novos e 13.680 mortes por cancer de rim em
2013.% Na Europa, foram divulgados dados ainda mais alarmantes em 2008:
88.400 casos novos e 39.300 mortes.* No Brasil, a incidéncia descrita desta
neoplasia — considerando-se os elevados indices de sub-registro nacionais —
varia de 7 a 10 casos por 100.000 habitantes/ano nas areas mais
industrializadas, com taxas menores em regides menos desenvolvidas.®
Segundo o primeiro Estudo Nacional sobre Céncer de Rim do Brasil, a
doenca é mais comum em homens e na raga branca, 59% e 79% dos

pacientes respectivamente, com idade média de 59 anos.®

A maior disponibilidade e aperfeicoamento dos métodos de imagem
levaram a um grande aumento na porcentagem de tumores renais
incidentais. Atualmente, 30 a 60% dos carcinomas renais sdo diagnosticados
casualmente por exames de imagem, ainda em fase assintomatica.”® Os
sinais e sintomas mais comuns sdo hematuria, dor lombar ou no flanco e

massa abdominal palpavel, associados ou ndo a outros menos especificos
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como perda ponderal, febre, sudorese noturna, anemia, hipertenséo e
varicocele.?

A base do tratamento dos tumores malignos do rim € a cirurgia, sendo
0 padrao-ouro a nefrectomia, radical ou parcial. A sobrevida em 5 anos de
pacientes com tumores localizados submetidos ao tratamento cirurgico é
superior a 75%.% Nos pacientes com tumores metastaticos, o prognéstico a
longo prazo é reservado, pois estes tumores apresentam resisténcia a
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia. A sobrevida, nestes casos, €&
menor que 10% em 5 anos.®"?

O CR é o protoétipo do tumor quimio e radioresistente. Para casos de
neoplasia renal metastatica, a imunoterapia com interleucina-2 (IL-2) ou
interferon-alfa (IFN-a) era historicamente considerada o tratamento padrao,
com resposta tumoral objetiva em 11 a 15% dos pacientes. Entretanto, o
ganho médio de sobrevida nos pacientes tratados com IFN-o era de 3,8
meses e apenas 2% dos pacientes apresentavam resposta completa,
associado a elevada toxicidade.®'® Mais recentemente, terapias de alvo
molecular como o sunitinib, sorafenib, temsirolimus e bevacizumab tém se
mostrado superior a citocinas como terapia de primeira ou segunda linha na
doenca renal metastatica, porém com ganho ainda discreto na sobrevida
global.”"

Com base em aspectos morfologicos, histoquimicos e citogenéticos, o
carcinoma renal ndo se constitui numa neoplasia maligna unica, mas num
grupo compreendendo quatro subtipos tumorais principais: células claras,

papilifero tipo |, papilifero tipo Il e cromdéfobo; representando incidéncia de
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75%, 5%, 10% e 5%, respectivamente. Dentre estes, o carcinoma renal tipo
células claras (CRCC) é o de comportamento mais agressivo.'

A analise citogenética tem surgido como um poderoso recurso para o
diagnéstico e classificacdo do CR."® A caracteristica primordial do CRCC ¢é a
perda de material genético no cromossomo 3p, que o distingue de outros
subtipos do carcinoma renal.”™'® O gene von Hippel-Lindau (VHL), localizado
no cromossomo 3p25-26, € um gene supressor tumoral cujo papel nas
formas esporadicas e familiar do CRCC esta confirmado."” A proteina VHL,
produzida pelo gene VHL, se liga ao HIF-1 (fator induzido pela hipdxia 1) por
intermédio da hidroxiprolina para promover sua degradacdo, mantendo os
niveis de HIF-1 baixos sob condi¢bes normais. Esse processo é mediado
pela ubiquitina, ao marcar o HIF-1 para degradacdo por um complexo
multiproteico chamado proteassoma (figura 1). HIF-1 regula positivamente a
transcricdo de uma série de genes relacionados a angiogénese, entre eles o
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador alfa
(TGF-a) e eritropoietina. Deste modo, a perda da supressado de HIF-1 pelo
gene VHL inativado ou mutado libera a agao desses fatores de crescimento
pré-angiogénicos, contribuindo para o aumento da proliferagao celular e para

a pronunciada neovascularizacdo associada ao CRCC."®
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Hipoxia ou pVHL mutado Presenca de oxigénio

pVHL — pVHL Hidroxiprolina

HIF-1alfa ) . HF-tafa | ™~
\\;‘, \"-;_/ Ubiquitina
- '.W
. HIFfalfa \HIF;a—Ifj !
HIF-1 beta | Proteassoma

Genes induzidos por hipoxia

Y b N\

VEGF PDGF TGF-alfa EPO HIF-alfa destruido

Figura 1. Controle do fator induzido pela hipéxia 1 (HIF-1) pelo produto do gene von Hippel-
Lindau (pVHL). HIF-1 é um heterodimero constituido pela subunidade alfa e beta. Na
presenca de oxigénio o pVHL se liga ao HIF-1a, por intermédio da hidroxiprolina, para sua
degradagao mediada pela ubiquitina. Sob hipéxia, ou na presenca de pVHL inativado ou
mutado, HIF-1a se acumula e ao formar um complexo com sua subunidade B no nucleo
celular ativa a transcricdo de genes relacionados a angiogénese. VEGF - fator de
crescimento do endotélio vascular; PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas;
TGF-a - fator de crescimento transformador alfa; EPO — eritropoietina. Adaptado de George
DJ, Kaelin WG ™

A forma familiar do CRCC, de frequéncia rara (1/36.000) e padrao
autossdmico dominante, se caracteriza pela heranga germinativa da
mutacdo de gene VHL, sendo chamada Doenga de von Hippel-Lindau. O
carcinoma renal ocorre em cerca de 50% dos individuos afetados, tem
aparecimento mais precoce, em geral na terceira ou quarta década de vida,

e sdo caracterizados pela multicentricidade e bilateralidade.™
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1.2 Fatores prognésticos classicos em carcinoma renal

Varios fatores progndsticos importantes em pacientes com CR tém

sido descritos, incluindo fatores relacionados ao tumor, achados clinico-

laboratoriais e informagdes moleculares (tabela 1).

Tabela 1. Fatores prognésticos em carcinoma renal

Anatdémicos

Tamanho do tumor

Extensao até gordura perirrenal ou do seio
Envolvimento adrenal

Envolvimento venoso

Metastase linfonodal

Metastase sistémica

Extensdo metastatica da doenga
Clinicos

Performance status (Karnofsky, ECOG)
Sintomas locais

Sintomas sistémicos (p.ex. perda de peso)
Trombocitose

Anemia

Hipercalcemia

Fosfatase alcalina elevado

Proteina-C reativa elevado

VHS elevado

Histoldgicos

Subtipo histolégico

Grau nuclear

Presenca de caracteristicas sarcomatoides
Presenca de necrose

Invasdo microvascular

Invasao do sistema coletor

Moleculares

Fatores induzidos por hipoxia: CA-IX, CA-XII,
CXCR3, CXCR4, HIF, IGF-1, VEGF, VEGFRs
Moléculas co-estimulatérias: B7-H1, B7-H4, PD-1

Reguladores do ciclo celular: p53, Bcl-2, PTEN,
Ciclina A, p27, Skp2

Moléculas de adesdo: EpCAM/KSA, E-Cad, alfa-
catenina, Cad-6

Outros fatores: Ki-67, XIAP, Survinina, EphA2,
Smac/DIABLO, CD44, Gelsolina, Vimentina,
Caveolina-1,

Adaptado de Lane BR, Kattan MW 0
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De modo geral, os fatores relacionados ao tumor como estadiamento
patoldgico, tamanho do tumor, grau nuclear e subtipo histoldgicos sdo os de

maior relevancia, independentemente de outros elementos.

O estadiamento patolégico € o fator progndstico isolado mais
importante.??* O sistema TNM do CR claramente distingue grupos de
pacientes com diferentes desfechos, confirmando que a extenséao
locorregional ou sistémica da doencga é o determinante primario de sobrevida
nesta enfermidade.? A sobrevida cancer-especifica nos estadios pT1 e pT2
€ de 71 a 97%, enquanto nos tumores localmente avangados é de 20 a 53%
e menor que 10% nos pacientes com doenca metastatica.?* Estudos
confirmaram que a modificacdo de 2002 do sistema TNM forneceu melhor

25,26

habilidade prognostica do que seus antecessores“””, e antecipadamente, ja

prevé-se que o novo sistema TNM de 2010 ira transmitir melhorias.?®°
Varios estudos tém mostrado que o envolvimento ipsilateral direto ou
metastatico da glandula adrenal, apesar de raro, representa um fenotipo
altamente agressivo com péssimas taxas de sobrevida;***' motivo pelo qual
o novo TNM reclassificou-o como T4 ou M1, respectivamente. A invasao
direta da parede da veia cava inferior pelo trombo tumoral parece ter impacto
progndéstico maior do que seu nivel cefalico e esta agora classificado como
pT3c, independente do nivel do trombo tumoral.®>** Uma analise de 1771
casos com CR localizado mostrou que as taxas de sobrevida cancer-

especifica em 10 anos para pacientes com tumores pT1a, pT1b e pT2 séo

de 95-90%, 85-80% e 75%, respectivamente.>
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O tamanho do tumor é outra caracteristica do CR que tem valor
prognostico independente, tanto para tumores restritos ao rim quanto para
aqueles localmente avancados ou invasivos.?>?' Em séries da Cleveland
Clinic e da Mayo Clinic, tumores menores que 4cm estdo associados com
sobrevida cancer-especifica em 5 anos superior a 95%, independente se

foram tratados por nefrectomia parcial ou radical.®*’

Os tumores com invasao da gordura peri-renal e do seio renal sao
ambos considerados pT3; todavia, tém-se demonstrado que estes tumores
apresentam maior risco de desenvolverem metastases do que aqueles,
provavelmente devido a presenga de grande quantidade de vasos
sanguineos no seio renal.*® H& muito tempo, o envolvimento linfonodal tem
sido reconhecido como um péssimo sinal progndstico, uma vez que esta
associado a sobrevidas em 5 e 10 anos de 30-5% e 5-0%,

respectivamente.?*4°

O grau nuclear de Fuhrman baseia-se no grau de atipia nuclear das
células tumorais, sendo avaliados sua forma e tamanho, além da evidéncia
de nucléolo; e tem sido o principal sistema de graduagao celular utilizado
para CR. Apresenta boa correlagcdo com o estadio patologico, tamanho do
tumor, presenca de trombo tumoral venoso e metastases linfonodais e
sistémicas, além de valor prognéstico independente.*™** Gudbjartsson et al.
demonstraram sobrevida cancer-especifica de 87%, 70%, 46% e 15%

respectivamente para os graus | a [V.**

A presenga de invasao microvascular (IMV) também constitui fator

prognostico importante em CR.***” Van Poppel et al., estudando 180
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pacientes com CR (estadio pT1-T4 NX-0 MO) encontraram émbolos
neoplasicos intravasculares em 28% dos casos, dos quais cerca de 40%
apresentaram progressao da doenca. Dos 129 pacientes sem IMV, apenas 8
(6%) tiveram progressdo. A analise multivariada mostrou que IMV foi o
preditor independente de progressdo mais importante.*> Gongalves et al.,
exibiu achados semelhantes examinando 95 pacientes com CR localizado,
estadio pT1-T2 Nx MO, com seguimento médio de 45 meses; ou seja, IMV foi
preditor independente de recorréncia e sobrevida cancer-especifica.*® Mais
recentemente, um estudo envolvendo 5 instituicdes dos Estados Unidos e
Europa com 2.596 pacientes, num seguimento médio de 22 meses, apontou
que ha forte correlagdo entre IMV e parametros anatomo-patolégicos
desfavoraveis como maior tamanho, Furhman de alto grau, presenca de
metastases linfonodais e a distancia. Houve associacado significante entre
IMV e sobrevida cancer-especifica a analise univariada, entretanto apds o
controle por sexo, performance status (ECOG), grau de Fuhrman e estadio
TNM, essa significancia estatistica foi perdida, tanto na coorte global, quanto
nos subgrupos de pacientes com CRCC (n= 2.078) e naqueles com CRCC

NOMO.*

Devido a existéncia dessa variedade de importantes fatores
prognoésticos, a melhor abordagem seria combinar certos deles a fim de
compor modelos que estratificassem com melhor acuracia pacientes com

CR em diferentes categorias progndsticas.
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1.3 Modelos progndsticos pos-operatérios

No passado, a identificacdo de pacientes em risco de progressao da
doenca apos a nefrectomia era importante primariamente para aconselha-los
em relacdo ao progndstico e para orientar a periodicidade do seguimento.*®
Contudo, com o surgimento de terapias adjuvantes mais eficazes, os
modelos preditores tém um potencial de aplicagdo ainda maior. Algoritmos
baseados apenas em variaveis pré-operatérias tém habilidade prognostica
inferior comparado aos modelos que incluem caracteristicas patolégicas do
tumor.*>*' Atualmente, varios modelos que avaliam o risco de progress&o
apo6s a nefrectomia estdo disponiveis; os mais utilizados podem ser
visualizados na tabela 2.

O primeiro deles foi proposto por Kattan et al.>

que estudando 601
pacientes com CR pT1-T3c NX-0 MO incluiu o estadio TNM, tamanho do
tumor, subtipo histolégico e sintomas iniciais para compor um nomograma
preditor de recorréncia. Posteriormente, os mesmos autores produziram uma

revisdo deste nomograma para pacientes que tinham CRCC, baseado no

estadio TNM, tamanho, grau nuclear, necrose, IMV e sintomas.*
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Em 2002, pesquisadores da Mayo Clinic conceberam o escore

SSIGN, no qual era atribuido um numero de pontos para pacientes com

CRCC, fundamentado em variaveis exclusivamente patologicas: TNM,

tamanho, grau nuclear e necrose (tabela 3).>* A sobrevida cancer-especifica

estimada para um paciente individual em 1 a 10 anos é fornecida baseada

no escore. Por exemplo, pacientes com escore de 0-1, 4, 7 e 210 tém

sobrevida estimada em 5 anos de aproximadamente 99%, 80%, 41% e 7%,

respectivamente. O escore SSIGN foi desenvolvido utilizando-se dados de

mais de 1800 pacientes e tem sido validado externamente em populacdes

da Europa e Asia,

prognostica.’*°

Tabela 3. Algoritimo do escore SSIGN

Caracteristica Pontuacéo
pT1 0
pT2 1
pT3 ou T4 2
pNx ou NO

pN1 ou N2

pMO

pM1 4
Tumor < 5cm 0
Tumor > 5cm

Fuhrman 1 ou 2 0
Fuhrman 3 1
Fuhrman 4 3

Necrose ausente

Necrose presente

Adaptado de Frank et al.™

resultando em excelentes graus de acuracia
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Outro modelo prognéstico de sobrevida apds nefrectomia por CR,
também aplicavel a pacientes com doencga localizada ou metastatica, foi
proposto por Zisman et al., o chamado Sistema de Estadiamento Integrado
da Universidade da Califérnia em Los Angeles (UISS).%” Analisando 814
casos, foi possivel estratifica-los em trés categorias - risco baixo,
intermediario e alto — utilizando o performance status (ECOG), grau nuclear
e TNM (tabela 4). Uma vez determinado o grupo de risco apropriado, o
prognostico do paciente pode ser previsto aplicando tabelas de sobrevidas
estimadas em 1 a 5 anos produzidas neste estudo. Por exemplo, a sobrevida
meédia estimada em 2 e 5 anos para pacientes com doenca localizada
(NOMO) de baixo risco é de 97 e 84%, respectivamente. O modelo UISS

58-59

também foi validado externamente em diferentes continentes, incluindo

um estudo envolvendo 8 centros internacionais e mais de 4.200 pacientes.®

Tabela 4. Sistema de estadiamento integrado da UCLA (UISS)

Casos ndo-metastaticos (NOMO)

Estadio T1 T2 T3 T4
Fuhrman 1-2 3-4 i 1 2-4 l,
ECOG 0 2] 0 21 0 21 0 2]

Risco Baixo Intermediario Alto

Casos metastéaticos

Estadio N1MO N2MO0 ou M1

Fuhrman 1 2 3 4
ECOG ¢ 0 21 0 2] 0 =3 0 21
Risco Baixo INTM | Baixo INTM (Intermediario) Alto

Adaptado de Zisman et al.”’
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Pesquisadores da Universidade de Sao Paulo propuseram uma triade
patologica prognostica baseada na IMV, no grau nuclear de Fuhrman e no
tamanho tumoral.’’ Analisando 230 pacientes com CR pT1-T4 NX MO
submetidos a nefrectomia, num seguimento médio de 48 meses, a
combinagao das variaveis citadas resultaram em trés grupos de risco: baixo,
intermediario e alto. Tumores de baixo risco sao aqueles sem IMV, com
baixo grau de Fuhrman e menores que 7cm. O risco intermediario € aquele
em que um ou dois dos trés fatores desfavoraveis estdo presentes. O
terceiro grupo, de alto risco, é aquele no qual os tumores apresentam os trés
fatores desfavoraveis: presenca de IMV, grau nuclear de Fuhrman 3 ou 4 e
tamanho maior que 7 cm. A sobrevida-livre de doenga em 5 anos nos grupos
de risco baixo, intermediario e alto é de, respectivamente, 95%, 57% e 13%.
As taxas de sobrevida cancer-especifica seguem esta mesma tendéncia:
95% para o grupo de risco baixo, 62% para o de risco intermediario e 32%
para o de alto risco.®’ O grande valor deste mais recente modelo progndstico
esta na sua capacidade de discriminar com boa acuracia grupos de risco
estatisticamente diferentes de forma simplificada, proporcionando seu uso

mais rotineiramente na pratica clinica.

Mesmo dispondo desta série de importantes fatores prognésticos para
compor os modelos ja citados, os grupos de pacientes permanecem por vezes
heterogéneos, culminando no desenvolvimento inesperado de recorréncia em
alguns casos. Deste modo, a identificagdo de fatores progndsticos
relacionados a biologia tumoral especifica do paciente podera oferecer uma

abordagem terapéutica individualizada e estabelecer um progndstico mais




INTRODUGAO +15

apurado. Nesse intuito, a analise molecular e citogenética tem se mostrado

um excelente recurso.

1.4 Fatores prognosticos moleculares e citogenéticos

Recentemente, a inclusdo de marcadores moleculares aos modelos de
estadiamento mostrou ser mais precisa do que o0 uso isolado de preditores
clinico-patologicos.®> Ou seja, informacgdo progndstica adicional pode ser
obtida através de uma variedade de marcadores moleculares e
citogenéticos. Além disso, o0 conhecimento crescente das vias
carcinogénicas em cancer de rim tem faciltado o entendimento do
comportamento biolégico da doenga, proporcionando sua utilizagdo na
confecgao de terapias de alvo molecular (sunitinib, sorafenib, temsirolimus,
etc).%

Muito do entendimento sobre a biologia do CRCC vem da descoberta
da via defeituosa VHL / HIF-1 e dos genes envolvidos em tal processo. De
fato a maioria dos marcadores moleculares provém de efeitos induzidos pelo
HIF-1a. Os que tém recebido mais destaque sao a anidrase carbbnica 1X
(CA-IX) e o fator de crescimento vascular derivado do endotélio (VEGF).*

A CA-IX é uma proteina transmembrana regulada pelo produto do gene
VHL com papel na regulagédo do pH intracelular e extracelular em resposta a
hipéxia tumoral e subsequente metabolismo anaerdbio, estando altamente
expressa no CRCC. Estudos iniciais indicaram que a expressao diminuida

de CA-IX estd independentemente associada com pior sobrevida em
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62,65

pacientes com CR metastatico, entretando esta associacdo nao parece

se manter em pacientes com doenca localizada.?®®’

A angiogénese é um evento essencial na génese tumoral e facilita o
crescimento precoce e o desenvolvimento de metastases, sendo o VEGF um
dos mais potentes fatores de crescimento vascular.®® H4 no CRCC uma
expressdo acentuada de VEGF devido a desregulacdo de HIF-1a como
resultado da inativacdo da proteina VHL, associado ao ambiente em
hipdxia.®® A concentracdo sérica de VEGF esta correlacionada com o
estadio e grau do tumor; e niveis elevados com sobrevida adversa.”®”" A
super-expressdao de VEGF-A em células tumorais indica um subtipo de
CRCC mais agressivo e um pior prognostico no CR localizado e
metastatico.”

Outros marcadores em evidéncia sao o Ki-67 e o B7-H1. Ki-67 é um
anticorpo marcador de proliferagcdo celular, identificando um antigeno
expresso nas fases G1, S e G2 do ciclo celular.”® Expressao elevada de Ki-
67 esta associada com graus nucleares mais elevados e pior prognostico em
CRCC.™ Ele é um marcador independente de sobrevida livre de doenca
para o CRCC localizado.”””” O B7-H1 é uma molécula corregulatéria de
células T, forte preditora independente de progressdo de doenca em CR.”®
Esta associacdo se sustenta mesmo considerando-se outros fatores
moleculares, clinicos e patoldgicos importantes.’®"®
Sao exemplos de marcadores moleculares idenficados como fator

prognostico em pacientes com CR: survinina,”?® B7-H4,®' PD-1,% IGF-

1,238 EpCAM/KSA,®° PTEN,® vimentina,?” p27,%%% Skp2,% e EphA2.%
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Um grande numero de genes que podem ter valor progndstico e
terapéutico tem sido identificados por diferentes métodos. O p53 é um gene
supressor tumoral localizado no cromossomo 17 e é o alvo mais frequiente
de mutacdes em canceres humanos.®*® A proteina p53 normal causa a
expressao de genes cujos produtos interrompem o ciclo celular em G1. Uma
mutacdo do p53 codifica uma proteina p53 anormal que ndo causa a
expressao desses genes e, como resultado, o ciclo celular ndo é
interrompido, possibilitando a replicacéo de células com DNA defeituoso.?*®’
Pacientes com maior expressao de p53 mutado apresentam fendtipo tumoral
mais agressivo, com maior probalidade de metastases ao diagndstico, maior
risco de recidiva pdés-nefrectomia para tumores localizados e pior sobrevida,
fundamentalmente naqueles portadores de CRCC.%"9%94

Nos ultimos 10 anos, alteragdes em outras regides cromossdémicas tém
sido estudadas e, em particular, a relacdo entre tais alteragcdes genéticas e
sobrevida cancer-especifica e livre de doenca.

Gunawan et al.®

avaliando 118 pacientes portadores de CRCC
identificaram que ganho no cromossomo 5q, por polissomia ou rearranjo
estrutural, prediz um fendtipo clinico distinto com progndstico favoravel.
Pacientes com este perfil tinham sobrevida em 5 anos significativamente
maior do que aqueles que nao a possuiam, independentemente de qualquer
outra variavel clinico-patologica classica. Esta diferenga de sobrevida nao
era influenciada até mesmo pela doenga avancada. Entre pacientes com

estadio avangado (lll e 1V), aqueles com ganho no 5qg tinham taxas de

sobrevida comparaveis aos pacientes com estadio clinico mais baixo (I e Il),
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enquanto aqueles sem ganho no 5q tinham sobrevida global ainda pior. Num
recente estudo norte-americano,®® contendo 246 pacientes com CRCC
submetidos a nefrectomia radical, aqueles com perda do cromossomo 3p
(52%) estavam significativamente associados com menor estagio pT, menor
grau nuclear e menor risco de metastases linfonodal e sistémica. Além disso,
no grupo de pacientes com doenca metastatica (N+MO ou M1) uma perda do
cromossomo Y significava melhor sobrevida-livre de progressdo e melhor
sobrevida cancer-especifica (p=0,016 e p=0,09, respectivamente).

Se por um lado, ha marcadores citogenéticos de bom prognéstico,
existem também marcadores de evolugao clinica desfavoravel. Schullerus et
al.%”, detectaram a perda de heterozigosidade (LOH) dos cromossomos 8p,
9p e 14q em 33%, 33% e 45% de 105 pacientes portadores de CRCC,
respectivamente. A perda de regides dos cromossomos 8p, 9p e,
especialmente, 14q estava significativamente associada com maior grau
tumoral e a LOH combinada nesses sitios cromossémicos com estadio
tumoral avangado. Ja havia sido demonstrado a associagao de deleg¢des nos
cromossomos 8p, 9p e 14q com estadio avancado em CRCC em outro
estudo.® A partir dai, entretanto, levanta-se a questdo se alteracdes
genéticas especificas, independentemente do estadio, poderiam indicar
progressao tumoral. Wu et al.%® empregaram a técnica de FISH para
avaliagao da regidao do cromossomo 14q num estudo retrospectivo de CRCC
com seguimento de 5 anos e demonstraram a utilidade desse marcador

genético para estimar o progndstico, que foi independente do grau e estadio.




INTRODUGAO +19

Em pacientes com CRCC localmente avangado também foi
correlacionada a perda alélica nos cromossomos 8p, 9p e 14q com a
evolucgao clinica. Espécimes de nefrectomia radical de 72 pacientes estadio
pT3aNOMO foram analisados pela técnica de microarranjo tecidual para LOH
nos cromossomos 8p, 9p e 14q. Pacientes com tumores demonstrando LOH
nos cromossomos 8p e 9p tinham maior risco de recorréncia, o que nao foi
observado para LOH no cromossomo 14g. A LOH concomitante nos
cromossomos 8p e 9p mostrou ser um excelente preditor de recorréncia,
sendo superior até mesmo ao grau tumoral nesse sentido.'®

O cromossomo 9p € um candidato a abrigar importantes genes
supressores tumorais com relevancia para a progressao do carcinoma renal.
Ha algum tempo sabe-se que perdas no cromossomo 9p, em particular
delecdo da regido 9p21-22, sao frequentes em muitos tipos de tumores
humanos como leucemias, melanoma, cancer de pulmdo, bexiga e de
cabega e pescoco.'01%°

A LOH no cromossomo 9 é encontrada em mais de 50% de todos os
carcinomas de células transicionais de bexiga, independente do grau e

estadio,16-108

sendo a alteragdo genética mais frequente.'” Nazo ha
consenso se a delegdo homozigota de 9p21 esta relacionado com grau e
estadio nesta neoplasia. LOH de 9p21 é tdo comum em casos pTa de baixo
grau quanto naqueles invasivos (2pT2), apesar que a delegdo homozigota

tem sido relacionada com tamanho tumoral maior e intervalo livre de

recorréncia reduzido."




INTRODUCAO +20

Tratando-se de rim, e em especial CRCC, alguns estudos recentes tém
implicado a delegdo do cromossomo 9p com pior progndstico.’®'!"-114
Entretanto, todos estes estudos incluiram pacientes com doenga metastatica
(linfonodal ou sistémica) na época da nefrectomia, o que limita sua
aplicabilidade como preditor de progressao da doenca apos a cirurgia para
tumores patologicamente localizados.

Um dos mais importantes desafios na pesquisa oncoldgica € prever a
agressividade e potencial metastatico do cancer num estagio inicial. Um

marcador que pudesse se relacionar com tal comportamento seria de grande

valor para o prognostico do CRCC.




2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo primério

Correlacionar a delecao do cromossomo 9p com sobrevida livre de
recorréncia e cancer-especifica em portadores de CRCC localizado (NX-0

MO) submetidos a nefrectomia com intuito curativo.

2.2 Objetivo secundario

Correlacionar a delecdo do cromossomo 9p com sobrevida cancer-
especifica em portadores de CRCC localizado (NX-0 M0) com baixo risco de
progressao, segundo critérios dos modelos da UCLA (UISS), da Mayo Clinic

(escore SSIGN) e da USP (Triade Patoldgica).




3 METODOS
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3.1 Casuistica

O estudo consistiu na analise de espécimes cirurgicos de 135
pacientes com diagnéstico de CRCC submetidos a nefrectomia radical ou
cirurgia renal conservadora (nefrectomia parcial ou enucleagao) entre janeiro
de 1988 e fevereiro de 2006 no Hospital Sirio Libanés, todas realizadas pelo
mesmo cirurgiao (Prof. Dr. Miguel Srougi).

Dentre os 135 portadores de CRCC, trinta e dois foram censurados por
impossibilidade de localizagdo de material anatomo-patolégico disponivel ou
por nao apresentarem dados de prontuario completos para analise.
Finalmente, foram excluidos do estudo 9 casos de CRCC com envolvimento
linfonodal ou metastase sistémica, resultando 94 pacientes que tiveram seu
material incluido no TMA.

Os critérios de inclusdo foram: diagndstico anatomo-patoldgico de
CRCC, nefrectomia radical ou parcial com intuito curativo, margens
cirurgicas livres de comprometimento neoplasico, disponibilidade e
adequacgao dos blocos de parafina para analise citogenética.

Todos os pacientes foram tratados e acompanhados até o 6bito ou
permanecem em acompanhamento pela equipe do Prof. Dr. Miguel Srougi.
Simultaneamente, todas as analises anatomo-patolégicas e citogenéticas
foram elaboradas pela mesma patologista (Prof®. Dr?. Katia Leite), sem
conhecimento sobre a evolucdo de cada paciente em particular.

Delineou-se portanto um estudo de coorte retrospectivo, também

chamado estudo de coorte histérica, no qual o grupo de pacientes com as
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caracteristicas descritas foi identificado a partir de registros passados e
acompanhado daquele momento em diante até o presente.

As variaveis clinicas analisadas foram idade, sexo, performance status,
e sintomas a apresentacgao inicial; as patoldgicas incluiram tamanho tumoral
(maior didmetro em cm), estadio pT de acordo com o TNM 2010, grau
nuclear de Fuhrman, necrose coagulativa tumoral, invasdo microvascular e
envolvimento da gordura perirrenal ou do seio renal pelo tumor. Para
identificar os pacientes com baixo risco de progressdao da doenga, foram
utilizados trés sistemas progndsticos pds-operatérios: o modelo da USP
(Triade Patoldgica), da Mayo Clinic (escore SSIGN) e da UCLA (UISS).

Apos a cirurgia, todos os pacientes foram acompanhados regularmente
de acordo com seu estadiamento. A maioria submeteu-se a consulta e
creatinina sérica semestral, além de RX térax e tomografia computadorizada
de abdome anual. Tomografia de térax, de cranio e cintilografia 6ssea eram
solicitadas apenas na presencga de sintomas relacionados ou suspeita clinica
de metastase. Recidiva foi definida como o aparecimento de lesdes
suspeitas e em crescimento, em locais tipicos de progressdao do CR
(linfonodos retroperitoneais ou mediastinais, pulmdes, figado, o0ssos,
cérebro) ou locais atipicos com bidpsia diagnéstica. O tempo de sobrevida
foi calculado como o intervalo de tempo entre a cirurgia e o ultimo
acompanhamento conhecido.

Nenhum procedimento cirurgico foi realizado com objetivo unico e
exclusivo de coletar material para o referido estudo. Todo o material

necessario ja se encontrava disponivel em arquivo. O estudo n&o causou
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nenhuma mudancga no tratamento que os pacientes receberam ou recebem
no seu acompanhamento pés-operatério. Deles ou de seus representantes
legais foi obtido o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A). A

confidencialidade dos dados foi preservada.

3.2 Microarranjo tecidual (TMA)

Microarranjo tecidual ou “tissue microarray” (TMA) é a construgcao de
um bloco de parafina contendo dezenas ou mesmo centenas de fragmentos
de tecidos normais e/ou tumorais que serdo analisados lado a lado,
permitindo maior padronizacdo das reagdes e maior rapidez nas analises. A
principal vantagem do TMA reside na analise simultdnea de varios cortes
histologicos arranjados em apenas uma lamina.''*®

O primeiro passo da confeccdo do TMA é a separacao dos blocos de
parafina contendo o CRCC e da sua respectiva lamina corada em
hematoxilina-eosina. A lamina é analisada em microscopio Optico para
localizacdo e marcagao da area representativa do tumor a ser amostrada.
Por justaposi¢cao da lamina com o respectivo bloco, marca-se neste ultimo a
area de interesse.

Em seguida, esta area de interesse do bloco doador é puncionada com
um instrumento de precisdo, obtendo-se um cilindro de tecido com diametro
variavel de 0,6 a 2 milimetros, dependendo do didmetro do aparelho de

puncgao. Este cilindro é transferido para um bloco de parafina receptor. Em

nosso estudo empregamos um sistema mecanizado de precisdo da marca
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Beecher (Sun Prairie, WI, EUA) que coleta cilindros de 1mm de didmetro e

os insere no bloco receptor em intervalos de 0,3mm (Figura 2).

a b ¢

-
- halllh,

Figura 2. Representagdo esquematica da montagem do TMA. a) pung¢édo do bloco doador
em posig¢ao correspondente a lamina em hematoxilina-eosina; b) transferéncia do cilindro de
tecido para o bloco receptor do TMA; c) corte do bloco de TMA e obtengéo das laminas de
TMA. Donor: Doador; Recipient: Receptor. Adaptado de Kononen et al."’

O procedimento é repetido para cada paciente até que no final do
procedimento centenas de espécimes estardo representados no bloco
receptor (Figura 3). Cada cilindro amostral é alocado numa posigéo do bloco
receptor definida em um sistema cartesiano de coordenadas (Apéndice 1), e
0 conjunto das amostras constitui o que se denomina de TMA. O bloco
receptor do TMA € entdo cortado em secgdes histologicas numeradas e
consecutivas de 3 um (Figura 3). Na sequéncia as laminas sao preparadas
de acordo com a técnica a ser adotada, seja coloragao hematoxilina-eosina,

imunohistoquimica ou testes de hibridizagao.
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Figura 3. Bloco receptor do TMA contendo os cilindros com as amostras dos tecidos a
serem estudados (a esquerda). Lamina de TMA (a direita)

Embora n&do haja consenso sobre o numero ideal de fragmentos
amostrados, recomenda-se comumente a coleta de mais de um fragmento
por caso, no intuito de menor perda de casos e maior representatividade.117
Neste trabalho, foi optado por duas amostras por paciente, pois é
comprovado que a analise de duas amostras em TMA é comparavel ao

observado na seccéo tecidual em 95% das vezes.''®

3.3 Hibridizagéo in situ com fluorescéncia (FISH)

As delegbes do cromossomo 9p serdo estudadas pela metodologia de
hibridizagao in situ com fluorescéncia (FISH) sobre as laminas de TMA. FISH
€ uma técnica que usa sondas de DNA (sequéncias de oligonucleotideos)
marcados com moléculas fluorescentes para reconhecer um segmento
especifico de DNA e, por isso, avalia células quanto a alteragdes genéticas

(figura 4).1°
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Figura 4. llustragao demonstrativa da técnica de hibridizagao in situ com fluorescéncia'®

Cancer é uma desordem genética e existe no tecido carcinomatoso
renal uma rica e complexa rede de anormalidades cromossémicas (dele¢des
e ganhos). Em geral, ha dois tipos de sondas no FISH: sonda de
enumeragao cromossémica (CEP) que hibridiza o centrdbmero e a sonda
indicadora locus-especifico (LSI) que hibridiza um gene de interesse, como

por exemplo HER-2, p53 ou outros genes.

Utilizando um microscopio fluorescente, permite-se determinar
quantas copias de um dado gene ou cromossomo estao presentes no nucleo
da célula, detectando ou ndo o segmento de DNA de interesse.'”® Células
normais devem apresentar 2 copias de uma dada sonda (dissomia) - figura
5A. A utilizacdo das sondas CEP permite a identificacdo de anormalidades
cromossdbmicas numéricas, como monossomia, trissomia, tetrassomia ou
polissomia (ganhos de dois ou mais diferentes cromossomos numa mesma

célula) — figura 5B.
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Figura 5. Exemplos de FISH normal e anormal utilizando um conjunto de quatro sondas:
CEP 7 (verde), CEP 3 (vermelho), CEP 17 (azul), LSl 9p21 (amarelo). Em A — FISH normal
com célula dissémica. Em B — FISH anormal com célula com polissomia dos cromossomos
7e17.

Ja as sondas LS| servem para identificar a auséncia ou presenca de
um gene, ou regido cromossOmica (locus), também através do sinal
fluorescente a microscopia: a auséncia deste sinal indica a delegao da
respectiva regido cromossdmica. Células normais também possuem dois
sinais fluorescentes, representando os dois alelos de um dado gene ou os
dois locus semelhantes de um cromossomo. Portanto, seréo utilizados neste
estudo as sondas LSI 9p. A auséncia completa de sinal fluorescente indica a
delecdo homozigota, ou seja, ambos os locus 9p foram perdidos. Ja a
presenca de apenas um sinal fluorescente assinala a delecao heterozigota

do locus 9p (figura 6).
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Figura 6. Célula anormal hibridizada com o mesmo conjunto de sondas (kit) da figura 5: a
sonda de espectro amarelo representa a LS| 9p21. Ha, portanto, a delecao heterozigota do
locus 9p21, como indicado pelo Unico sinal amarelo.

3.4 FISH nalamina de TMA

Finalmente, unindo-se as duas técnicas descritas, ou seja,
preparando-se a lamina de TMA de acordo com a técnica adotada
(hibridizag&o in situ com fluorescéncia), tem-se a possibilidade de estudar
alteragdes cromossOmicas especificas, em um grande numero de casos,

com economia de tecidos, material, pessoal e custos.

A sonda inicialmente utilizada para o estudo foi adquirida da empresa
Abbott (Des Plaines, IL, EUA) (Figura 7) e as reagbes seguiram as

recomendacdes sugeridas.'?’
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Product Name

Ve

ysis FISH Probe Kit

ysis LS| BCR/ABL Dual Color, Dual Fu n Translocation Probe

Vysis LS| BCRIABL ES Dual Color Translocation Probe

ysis BCR/ABL1/ASS1 Tr

DF FIS

Probe Kit

EEImin

9q

Figura 7. Sonda Televysion 9p — Vysis (Abbott) — utilizada em TMA de carcinoma de células
renais do tipo células claras.

Resumidamente: a lamina foi desidratada em solugdes de etanol a 70,
85 e 100%, 2 minutos em cada, seguido por banho de 2xSSC (pH 7,0) a
75°C por 10 min. Posteriormente, a Iamina foi sequencialmente imersa em
solugdo de Proteinase K / 2xSSC (0,25mg/ml) a 37°C por 10 min e em
solucao 2xSCC a temperatura ambiente por 5 min. As amostras teciduais
foram colocadas novamente em solucdes de etanol a 70, 85 e 100%, 2
minutos em cada, secas ao ar e expostas a sonda Televysion 9p (8 pL). A
ldmina foi entdo coberta por laminula 24 x 32mm e selada com cola (rubber
cement). A hibridizagdo ocorreu colocando a lamina em placa a 80°C por
10min e, em seguida, incubando-a em camara umida a 37°C overnight.
Completado o tempo de hibridizag&o, a cola e a laminula foram gentilmente

removidos e a lamina foi imediatamente imersa em tampao Uréia/0,1xSCC a
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45°C por 30 min. Apds lavagem em 2xSCC em temperatura ambiente por 2
min, nova desidratacdo com etanol seriado e secagem ao ar, finalmente a

lamina foi contracorada com 10uL de DAPI/Antifade e coberta com laminula.

A analise foi efetuada com o microscépio de fluorescéncia Nikon
Eclipse E600 usando para documentagao o sistema Cytovysion. Todas as
células de cada fragmento tumoral (cilindro amostral) foram analisadas,
sendo considerado existente a delecdo do cromossomo 9p quando nao
havia nenhum sinal detectavel no fragmento, ou seja, foram considerados
como positivos apenas os casos com delecdo homozigota. Havendo sinal,
mesmo em pequeno numero de células, o caso foi considerado como

negativo para a perda de 9p (Figura 8).

Figura 8. Micrografias de fluorescéncia mostrando a presenga de células com um ou dois
sinais correspondentes ao brago curto do cromossomo 9

Focou-se na delecdo homozigota do 9p como critério de positividade
devido a frequéncia muito incomum deste evento na populagcdo de células

normais quando comparado & delecdo heterozigota.'® Portanto, seria
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esperado encontrar também células com dele¢cao heterozigota do 9p nos
carcinomas renais. Além do mais, a delecdo do 9p é uma mutagdo em que
existe a perda de funcdo de genes supressores tumorais,'%'% fazendo
parte das mutagdes consideradas recessivas ao nivel genético. Ou seja,
ambas as copias destes genes precisam ser eliminadas ou inativadas para

causar o fenétipo mutante.'?®

3.5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por regressdo de Cox univariada para
identificacdo de fatores preditores de sobrevida, e por regressdo de Cox
multivariada para identificagao de fatores prognédsticos independentes.

Curvas de sobrevida cancer-especifica e sobrevida livre de
recorréncia foram obtidas pelo método de Kaplan-Meier. As diferencas entre
as curvas foram caracterizadas pelo teste log-rank.

Foram empregados os testes t-Student e ANOVA quando os dados
exibiam distribuigdo normal, e o teste de Mann-Whitney para dados com
distribuicdo anormal. Utilizou-se o teste Qui-quadrado para a analise de
variaveis categoricas.

Para analise estatistica foi utilizado o software SPSS 16.0. Em toda a
analise foi adotado um nivel de significAncia de 5%, ou seja, foram
considerados como estatisticamente significantes os resultados que

apresentaram p-valor inferior a 5% (p<0,05).
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3.6 Etica

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram codificadas,
garantindo sua confidencialidade. Este projeto foi submetido ao comité de
ética em pesquisas do HCFMUSP, tendo sido aprovado na reunido de

09/06/2010 sob o protocolo n° 0177/10 (Anexo B)




4 RESULTADOS
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Uma coorte formada por 94 pacientes portadores de CRCC localizado
(NX-0 MO) foi analisada quanto a presenca de delegcao do cromossomo 9p
pela técnica de FISH descrita. Nefrectomia radical foi realizada em 43
pacientes (46%) e cirurgia renal conservadora, seja enucleagdo ou
nefrectomia parcial, em 51 (54%). Dele¢gdes do cromossomo 9p foram
detectadas em 14 tumores (14,9%) e o seguimento médio foi superior a 11
anos (139 meses, com IC95%= 127-152 e variacédo de 7 - 288]. As
caracteristicas patolégicas dos pacientes portadores de tumores com e sem
delecdo do cromossomo 9p estio dispostos na tabela 5.

A média de idade foi de 60 anos [variagdo de 23 a 90] e 71% dos
pacientes eram do sexo masculino. Sessenta tumores (64%) foram
detectados incidentalmente, representando pacientes assintomaticos, e a
média de tamanho tumoral foi de 4,7cm [DP= 2,6]. O estadio patolégico dos
carcinomas renais foi: pT1a, 47 pacientes (50%); pT1b, 23 pacientes (25%);
pT2a, 5 (5%); pT2b, 2 (2%); pT3a, 16 (17%); pT3b, 1 (1%); pT4, 0 (0%). O
grau nuclear de Fuhrman era 1-4, respectivamente, em 23 (24%), 42 (45%),
26 (28%) e 3 pacientes (3%). A presenca de necrose foi observada em 18
pacientes (19%), enquanto invasdo microvascular tumoral (IMV) e da
gordura - perirrenal ou do seio renal - em 21 (22%) e 17 pacientes (18%),

respectivamente.
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Tabela 5. Caracteristicas da coorte e associacdo com delecdo do cromossomo 9p

Todos Com Sem
os pacientes delegao do 9p delecao do 9p Valor de p*
n= 94 (100%) n= 14 (14,9%) n= 80 (85,1%)
Idade, anos
Média (DP) 59,7 (12,3) 60,3 (11,6) 59,5 (12,5) 0,838**
Variagao [min-max] [23 —90] [32 - 76] [23 —90]
Sexo
Masculino 67 (71,3%) 9 (64,3%) 58 (72,5%) 0,531***
Feminino 27 (28,7%) 5(35,7%) 22 (27,5%)
Performance Status
ECOGO0 82 (87,2%) 12 (85,7%) 70 (87,5%) 0,426***
ECOG =1 12 (12,8%) 2 (14,3%) 10 (12,5%)
Tamanho médio, cm
Média (DP) 4,7 (2,6) 5,1 (3,0) 4,6 (2,5) 0,599****
Variagdo [min-max] [1,2-12] [1,5-12] [1,2-12]
Apresentacéo Inicial
Assintomatico 60 (63,8%) 8 (57,1%) 52 (65%) 0,572***
Sintomatico 34 (36,2%) 6 (42,9%) 28 (35%)
Classificacdo pT
pT1oupT2 77 (81,9%) 12 (85,7%) 65 (81,3%) 0,689***
pT3 17 (18,1%) 2 (14,3%) 15 (18,7%)
Fuhrman
Baixo grau: 1 e 2 65 (69,1%) 10 (71,4%) 55 (68,8%) 0,841***
Alto grau: 3e 4 29 (30,9%) 4 (28,6%) 25 (31,2%)
Necrose
Ausente 76 (80,1%) 12 (85,7%) 64 (80%) 0,616***
Presente 18 (19,1%) 2 (14,3%) 16 (20%)
IMV
Ausente 73 (77,7%) 12 (85,7%) 61 (76,3%) 0,433***
Presente 21 (22,3%) 2 (14,3%) 19 (23,7%)
Invaséo de Gordura
Ausente 77 (81,9%) 12 (85,7%) 65 (81,3%) 0,689***
Presente 17 (18,1%) 2 (14,3%) 15 (18,7%)

* valor de p entre grupos sem delegédo e com delegéo do 9p

** teste t-Student

*** teste Qui-quadrado
**** teste de Mann-Whitney
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Ao se analisar estas mesmas caracteristicas em vista a presenca ou
auséncia de delegao do cromossomo 9p, nado pbéde ser observado nenhuma
diferenga, estatisticamente significante, entre os dois grupos. Pacientes
portadores de tumores com deleg¢ao do 9p tinham idade, proporcdes de sexo
e apresentacao clinica inicial semelhantes aqueles nao portadores de tal
delecéo (p= 0,83; 0,53 e 0,57 respectivamente). O tamanho médio do tumor
foi semelhante nos tumores com e sem delegcdo do 9p (5,1cm x 4,6cm;
p=0,59). Quando os tumores foram divididos quanto a classificagdo pT (T1
ou T2 x T3 ou T4), n&do se notou diferenga entre aqueles com e sem delegao
(p= 0,69). A frequéncia de outras variaveis patolégicas - como classificagéo
nuclear de Fuhrman, necrose, IMV e invasdo de gordura — também eram
estatisticamente semelhantes entre os dois grupos.

No seguimento de toda a coorte, 85 pacientes (83%) estavam vivos e
sem doenga, enquanto nove (9,5%) morreram devido a progressdo do
carcinoma renal e dois (2%) por outras causas. A sobrevida céncer-
especifica estimada em de 5 e 10 anos foi de 94,6% e 90,1%,
respectivamente; ja a sobrevida a sobrevida livre de recorréncia estimada

em 5 e 10 anos foi de 90,4% e 86%, respectivamente.
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Em 5 anos, 28,6% dos pacientes com delecao do 9p morreram por
cancer comparado com 1,3% dos pacientes sem delegcdo do cromossomo
9p. Em 10 anos, a mortalidade nos grupos com e sem delegdao sobe para
42,9% e 3,8%, respectivamente. Em outras palavras, a sobrevida cancer-
especifica estimada em 5 e 10 anos foi respectivamente de 71,4% e 57,1%
nos pacientes com a referida perda cromossémica e de 98,7% e 96,1%
naqueles sem perda do 9p (teste log-rank p<0,001; grafico 1). O tempo de
sobrevida média estimada foi de 141 meses (IC95%= 95-187) e de 279
meses (IC95%= 269-289) para os pacientes com e sem delegdo do 9p,
respectivamente (p<0,001). Nao houve diferenga estatistica em relagdo ao
tempo de evolugdo para o o6bito, dentre os que assim evoluiram, entre os

dois grupos.

Grafico 1. Sobrevida cancer-especifica estimada da coorte de acordo com a presenca
(linha azul) ou auséncia (linha verde) de delecdo do cromossomo 9p.

Sem delecdo

05 Com delegdo ——
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0,2+

Sobrevida Cancer-especifica

0,0

T T T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

Meses

teste log-rank p<0,001
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Simultaneamente, houve 13 recorréncias entre os 94 pacientes do
estudo, sendo 7 no grupo de pacientes com delegdo e 6 naqueles sem
delecao do 9p (50% x 7,5%). A sobrevida livre de recorréncia estimada em 5
e 10 anos foi respectivamente de 71,4% e 50% naqueles com delegao e de

93,7% e 92,4% naqueles sem delecao (teste log-rank p<0,001; gréfico 2).

Grafico 2. Sobrevida livre de recorréncia estimada da coorte de acordo com a presenca
(linha azul) ou auséncia (linha verde) de delecédo do cromossomo 9p.
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teste log-rank p<0,001
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Na analise multivariada pelo modelo de Cox (tabela 6), que incluiu a
classificagdo pT [T1/T2 x T3/T4], Fuhrman [baixo x alto grau], necrose
[ausente x presente], IMV [ausente x presente], tamanho [<7 x =7cm] e
status do cromossomo 9p [sem x com delecdo], na coorte dos 94 pacientes,
apenas as variaveis tamanho e delecdo do 9p tiveram efeito independente
na sobrevida cancer-especifica. Observou-se que pacientes com tumores
=7cm tém um risco relativo de Cox 7 vezes maior de morrer do que aqueles
que possuem tumores <7cm. Este risco € 28 vezes maior naqueles com

delecédo do 9p comparado aos tumores sem delecéo.

Tabela 6. Andlise multivariada (Modelo de Cox): sobrevida cancer-especifica

Variaveis patolégicas Categoria HR IC 95% p
Classificagao do tumor pT1/T2 x pT3/T4 0,22 0,20-0,47 0,222
Grau de Fuhrman Baixo x alto 0,68 0,05-38,90 0,769
IMV Ausente x presente 2,44 0,46 — 12,89 0,291
Necrose Ausente x presente 2,98 0,43 - 20,34 0,265
Tamanho <7cm x = 7cm 7,23 1,29 — 40,3 0,024
Delegao do 9p Sim x ndo 28,86 5,3-155,5 <0,001

HR indica hazard ratio; IC, intervalo de confianga
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Por sua vez, na analise multivariada pelo modelo de Cox para
sobrevida livre de recorréncia (tabela 7), que incluiu as mesmas variaveis
patolégicas, novamente apenas tamanho e dele¢do do 9p foram preditores
independentes. Houve associagao significante entre IMV e sobrevida livre de
recorréncia a anadlise univariada (HR= 3,47; p=0,026), entretanto essa

significancia estatistica foi perdida apds analise multivariada.

Tabela 7. Andlise multivariada (Modelo de Cox): sobrevida livre de recorréncia

Variaveis patolégicas Categoria HR IC 95% p
Classificagao do tumor pT1/T2 x pT3/T4 0,89 0,18 —4,37 0,891
Grau de Fuhrman Baixo x alto 0,72 0,16 — 3,27 0,670
IMV Ausente x presente 3,35 0,93 - 12,06 0,064
Necrose Ausente x presente 1,41 0,33 -5,92 0,636
Tamanho <7cm x = 7cm 10,13 2,74 — 37,47 0,001
Delegao do 9p Sim x ndo 17,65 4,80 — 64,86 <0,001

HR indica hazard ratio; IC, intervalo de confianga
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Examinando-se o subgrupo de pacientes de baixo risco, segundo a
Triade Patoldgica previamente descrita,®’ obteve-se para analise 53
pacientes com tumores menores que 7cm, sem IMV e com Fuhrman de
baixo grau (1 e 2). Foi verificada a manutengao da diferenca nas taxas de
sobrevida cancer-especifica e livre de recorréncia ao serem estratificados
quanto ao status da delecdo do 9p. Nesses 53 casos, um terco dos
pacientes (3/9) com delegcdo do 9p morreram, enquanto apenas 1 de 44
pacientes (2%) sem tal delecdo assim evoluiram (p<0,01). Portanto, a
sobrevida cancer-especifica estimada em 5 e 10 anos foi significativamente
diferente nestes dois grupos: respectivamente de 77,8 e 66,7% nos
pacientes com a referida perda cromossdmica e de 97,7% e 97,7% naqueles

sem perda do 9p (teste log-rank p=0,001; grafico 3).

Grafico 3. Sobrevida cancer-especifica estimada dos pacientes com tumores
<7cm, sem IMV e com Fuhrman de baixo grau (I/ll) de acordo com a presenca
(linha azul) ou auséncia (linha verde) de dele¢cdo do cromossomo 9p.
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De acordo com o modelo progndstico da Mayo Clinic para CRCC
(escore SSIGN), os pacientes do estudo foram assim classificados: 0-2,
sessenta pacientes; 3-4, vinte e dois; 5-6, nove; 7-9, trés; 210, nenhum caso.
Ja analisando-os pelo modelo da UCLA (UISS) para CRCC localizado,
encontrou-se respectivamente 50, 36 e 8 pacientes de risco baixo,
intermediario e alto. Desta forma, efetuou-se a andlise de sobrevida
daqueles com baixo risco de progressao segundo tais classificagdes: escore
SSIGN 0-2 (n= 60 com incidéncia de 16,6% de dele¢ao do 9p) e baixo risco
UISS (n= 50 com 18% da delecdo) de acordo com o status do cromossomo
9p — tabela 8. Assim, a sobrevida cancer-especifica em 10 anos dos
pacientes com delecdo do 9p foi significativamente menor do que aqueles
sem essa perda, tanto no grupo com baixo escore SSIGN (teste log-rank,
p=0,001) quanto naqueles de baixo risco pelo UISS (teste log-rank,

p=0,002).

Tabela 8. Sobrevida cancer-especifica em pacientes de baixo risco, conforme status da
delecdo do cromossomo 9p

Sobrevida cancer-especifica

Em 5 anos Em 10 anos

Escore SSIGN 0-2

Todo o grupo 94,9% 93,2%

Subgrupo sem delec¢ao do 9p* 98,0% 98,0%

Subgrupo com deleg¢ao do 9p* 80,0% 70,0%
Baixo risco UISS

Todo o grupo 93,9% 91,8%

Subgrupo sem delecao do 9p** 97,5% 97,5%

Subgrupo com deleg¢ao do 9p** 77,8% 66,7%

*p= 0,001

**p= 0,002
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A principal contribuicdo deste estudo foi identificar que os pacientes
portadores de CRCC localizado (NX-0 M0O) com delegao do cromossomo 9p
tém maior chance de morrer pela doenca. A delecdo do 9p esta presente
também em tumores considerados de baixo risco pelos principais sistemas
de estratificagcdo atualmente existentes e € um marcador de recidivas e
mortes imprevistas inclusive neste grupo especial.

Conhecimento sobre o status do cromossomo 9p, portanto, fornece
informacéao clinica relevante adicional sobre o curso esperado ndo apenas
dos pacientes com tumores renais localizados, mas também daqueles com
risco baixo de progressao pelos seguintes sistemas progndsticos integrados:
UISS da UCLA *’, SSIGN da Mayo Clinic ** e Triade Patoldgica da USP °'.
Desta forma, a delecdo do 9p foi capaz de prever um comportamento
agressivo do CRCC ainda num estagio bastante inicial.

Pesquisadores anteriores observaram a perda de regides do
cromossomo 9 em carcinomas renais e identificaram sua associagao com
tumores mais agressivos. Cairns et al. foram os primeiros a identificar a
perda de heterozigosidade (LOH) do cromossomo 9p em tumores primarios
de rim, presente em 33% dos 42 pacientes estudados.’' Posteriormente,
suspeitou-se que tal delecao poderia ter relacdo com recidiva em tumores
localmente avangados, num pequeno estudo contendo 37 pacientes, com
seguimento médio de 39 meses.'*

Em CRCC, perdas no 9p sao encontradas em 14 a 36% dos

96,111,124-128

casos, sendo detectadas mais frequentemente em carcinomas

renais metastaticos, sugerindo que alteragdes nesta regidao contribuam para
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a progressao tumoral.'® Scraml et al., estudando 88 pacientes com CRCC
encontraram LOH do cromossomo 9p em 24% e notaram a associagao entre
delecbes no 9p e progndstico desfavoravel, na analise univariada, em
pacientes estadio pT3."%° Nesses casos, a sobrevida cancer-especifica em 5
anos foi de 58% para aqueles sem delegdo no 9p, enquanto todos os
pacientes com delegbes no 9p morreram da doenga. Na analise
multivariada, entretanto, LOH do 9p nao foi um preditor independente de
prognaostico ruim.

Mais recentemente, Brunelli et al.'® utilizando a técnica de
hibridizagao in situ por fluorescéncia, avaliaram a perda do cromossomo 9p
em 73 pacientes portadores de CRCC submetidos a nefrectomia radical,
num seguimento médio de 45 meses. A sobrevida cancer-especifica em 5
anos foi de 88% em pacientes sem perda do 9p e de 43% para aqueles com
perda do 9p. Na analise multivariada, a perda do cromossomo 9p foi
considerado fator preditivo independente. A presengca de metastase
linfonodal, metastase a distancia e alto escore SSIGN também foram
preditores significativos de sobrevida cancer-especifica. Destaque-se nesta
coorte, a presenca de cerca de 7% de tumores N+, 10% de M+ e 20% de
casos com escore SSIGN > 6.

Ao se analisar o perfil citogenético de pacientes submetidos a
nefrectomia por CRCC, o grupo da UCLA identificou que algumas
aberragdes citogenéticas relacionavam-se com parametros patologicos e
sobrevida cancer-especifica, num seguimento médio de 25 meses.* A perda

do cromossomo 9p foi encontrada em 40 tumores (16%) e estava associada
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a estadio mais avangado (T3/4, 58% vs. 37%), maior propensao para
metastases sistémicas e pior grau de Fuhrman (grau 3/4, 63% vs. 42%).
Também neste estudo, a perda do 9p foi fator prognédstico independente na
analise multivariada. Segundo os autores, a magnitude desta informagao
prognostica foi semelhante a saber se o paciente tinha linfonodos
comprometidos pelo tumor. Juntamente com o estadio TNM e o grau de
Fuhrman, a perda do cromossomo 9p compds um nomograma prognostico
que predizia a sobrevida cancer-especifica em 3 anos com acuracia de
89%.%°

La Rochelle et al.'?’

publicou posteriormente um estudo com achados
semelhantes, num seguimento médio de 40 meses, em CRCC: incidéncia de
delegdo do cromossomo 9p de 14% e sua associagdo com pior grau nuclear,
pior classificagdo pT e presenca de metastases linfonodais e a distancia.
Nos pacientes estudados, que incluiam 32% dos casos com metastases
sistémicas na época da nefrectomia, a sobrevida cancer-especifica média
daqueles com e sem delegdes do 9p foi de 37 e 82 meses, respectivamente.
Entretanto, a grande contribuicdo adicional deste estudo foi detectar que a
delecado do 9p aumentou a chance de recorréncia mesmo no subgrupo de
pacientes com tumores < 4cm.

O presente estudo é portanto o primeiro a investigar, numa série de
pacientes com CRCC exclusivamente localizados (NX-0 MO0), o efeito da
delecdo do cromossomo 9p na sobrevida cancer-especifica em 10 anos.

Isso foi possivel devido ao longo seguimento desta coorte - 11,6 anos em

meédia; o maior dentre todos os estudos sobre dele¢cao do 9p e CRCC. Ao
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limitar a predicdo de qualquer fator ou modelo progndstico em 5 anos, néo
se considera os 15 a 19% dos pacientes que irdo demonstrar progressao da
doenca somente apds o 5° ano da nefrectomia por tumor localizado.'?'%°
Outro ponto forte do nosso estudo consiste no fato de que todos os
pacientes seguiram o mesmo protocolo de acompanhamento e todas as
analises anatomo-patolégicas e citogenéticas foram produzidas por uma
unica patologista.

Além disso, ao avaliar pacientes sem doenca metastatica (linfonodal
ou sistémica) na época da nefrectomia, verifica-se a real habilidade
prognostica desta delecdo apds a cirurgia para tumores patologicamente
localizados. Em 10 anos, os pacientes deste estudo sem perda do
cromossomo 9p tiveram sobrevida céncer-especifica de 96%, enquanto
aqueles com tal delecdo de apenas 57%. Ressalte-se a inesperada
semelhancga entre estes dois grupos (tabela 5) encontrada em nossa coorte
de caracteristicas globais favoraveis — compreendida por tumores pT1 em
75% dos casos e Fuhrman de baixo grau (1/2) em 69% deles. Ao contrario
dos estudos anteriores, a delegdo do 9p nao se relacionou com tumores de
maior tamanho ou de maior grau, nem com pior estadio pT ou presenga de
necrose ou IMV. Assim, a perda do cromossomo 9p foi considerada fator
prognéstico independente apds analise multivariada em nosso estudo (HR=
28,86; p<0,001). Ainda mais, tal delecao foi o preditor mais importante de
mortalidade céancer especifica, superior a qualquer fator patoldgico

analisado, inclusive ao tamanho tumoral.
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Ao julgar um novo marcador, € importante analisa-lo apds considerar
a contribuicdo de outros. Em outras palavras, um novo marcador deve
aprimorar a habilidade de predizer um resultado além do que pode ser
alcancado com os atuais marcadores existentes. Para legitimar o custo de
se obter informagdes moleculares na pratica médica rotineira, os estudos
devem avaliar ndo apenas a habilidade preditora deste novo marcador, mas
também a sua utilidade a luz de todos os fatores de risco clinicos e
patolégicos conhecidos. E a delegdao do cromossomo 9p traz informacéao
prognoéstica adicional independente destes outros fatores, inclusive nos

tumores em estagio inicial, como demonstrado aqui.

O microarranjo tecidual ou tissue microarray (TMA) é uma técnica
descrita em 1998 e, ao disponibilizar um bloco de parafina contendo
centenas de amostras de tecidos tumorais numa forma ordenada, constitui-
se uma poderosa ferramenta para a patologia investigativa aplicada. A
crescente utilizagdo do método pode ser evidenciada pelo aumento quase
exponencial do numero de artigos publicados ano apds ano contendo a
expressao “tissue microarray” entre seus descritores. Com o uso de métodos
especiais em uma lamina obtida do bloco de TMA, como a
imunohistoquimica ou hibridizagcdo in situ com fluorescéncia, € possivel
conhecer a expressao de um determinado marcador em centenas de

amostras ao custo de uma unica reacao.

O uso do TMA fornece ainda outras vantagens, entre elas: a analise de
grandes casuisticas em curto espago de tempo, economia significativa de

tecidos (devido a pequena amostra empregada) permitindo que as amostras
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originais estejam disponiveis para estudos futuros, melhor padronizagao
técnica das reagdes empregadas, simplificacdo do trabalho nas linhas de
pesquisa pela utilizagao do bloco em mais de um projeto, possibilidade de

repeticdo das reagdes em multiplos niveis do bloco."™

Uma desvantagem seria a representacdo ausente ou inadequada
quando se trata de neoplasia heterogénea. Importante lembrar que a
avaliagcao é limitada em relacdo a um caso especifico, ja que o método é
voltado ao estudo de populagdes.

A hibridizagdo in situ com fluorescéncia (FISH) € uma técnica que
permite identificar ao microscopio a auséncia, presenca e quantidade de
seguimentos cromossdmicos especificos, através de sondas de DNA
marcadas com fluorocromos. Por isso, sua maior aplicabilidade tem sido no
diagnostico de determinadas anomalias congénitas como as aneuploidias e,
especialmente, no estudo de neoplasias. A utilizagdo do FISH tem grande
importancia na definicdo do diagndstico, progndstico e tratamento em
doengas como leucemias, cancer de mama e pulmao. Em Urologia, passou
a ter destaque com o uso do Urovysion'®? na detecgdo do cancer de bexiga
inicial ou recorrente. No entanto, os custos atuais (de equipamento e
consumiveis, como as sondas) e a pouca disponibilidade de centros com
pessoal especializado ainda sao fatores limitantes para sua utilizacdo em
escala global. Apesar da técnica ser aplicada com excelente
reprodutibilidade para o estudo de um caso isolado em amostras de sangue,

medula 6ssea, urina e tecidos sélidos parafinados, seu emprego em TMA,
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especialmente para o estudo da delegao do cromossomo 9p, ainda nao esta
padronizado.

Entretanto, a crescente demanda pelo método possivelmente
proporcionara tanto a diminuicdo dos custos quanto a padronizagao da
técnica em TMA. Podera também aumentar a disponibilidade de
profissionais experientes para sua execucao e de equipamentos para leitura
automatizada de resultados. Tal como foi visto a evolugdo da
imunohistoquimica no final do século passado, presenciaremos o
desenvolvimento da patologia molecular e citogenética nos proximos anos e
décadas.

Comparando-se estas técnicas, existem duas principais vantagens do
FISH sobre a imunohistoquimica.”™®™®" A primeira ¢ a maior facilidade em
sintetizar sondas especificas marcadas do que produzir anticorpos
monoclonais ou policlonais. A segunda é que o FISH possui maior
sensibilidade e especificidade, pois ndo sofre influéncia da grande variagao
de sensibilidade e especificidade entre os kits comerciais de anticorpos
disponiveis, além da imunohistoquimica ser mais propensa a erros de
fixacdo e processamento do tecido que podem levar a resultados
equivocados com marcagdes inespecificas ou falso-negativos. 313

O(s) gene(s) no cromossomo 9p que, quando deletado ou de outra
forma inativado, confere este comportamento mais agressivo ao CRCC
ainda é incerto. A progressao tumoral seria o resultado da perda de genes

supressores tumorais no 9p.
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Tais genes sado aqueles que, em condigdes normais, codificam
proteinas que modulam o processo de divisdo celular. Nos tumores, a
funcdo dos genes supressores tumorais esta diminuida, seja por alteracées
qualitativas ou quantitativas. A principal alteracdo qualitativa é a mutacéo,
que muitas vezes leva a sintese de uma proteina anémala, com fungao
alterada. Outra alteracado frequente é a metilagdo, fenbmeno que faz com
que o gene fique silenciado, deixando de ser expresso na célula em questao.
A alteracao quantitativa mais frequente é a delegcao do préprio gene, como
ocorreria com o(s) suposto(s) gene(s) no cromossomo 9p em alguns casos
de CRCC. E existem alguns candidatos.

O gene supressor tumoral CDKN2A/ARF, localizado na regido 9p21,
codifica duas importantes proteinas reguladoras do ciclo celular: p16 e
p14.132133 A proteina p16 ¢ uma quinase inibidora dependente da ciclina D
que bloqueia a progressao de G1 para a fase S do ciclo celular, através da
via do retinoblastoma (Rb/E2F)."**"*® O gene supressor tumoral Rb esta
localizado no cromossomo 13 e codifica a proteina Rb (normal) que
sequestra e altera a fungao dos fatores de transcricdo E2F que controlam a
expressao de diversos genes, cujos produtos estimulam a progressao da
célula de G1 para a fase S. Desta forma, o ciclo celular é inibido."*13° Este
circuito (via do retinoblastoma) pode ter seu funcionamento alterado por
diversos mecanismos genéticos e bioquimicos alternativos, em varios tipos
de canceres.” A proteina p16 regula a fosforilagdo e promove o

funcionamento normal da proteina Rb."**"%
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Por sua vez, a proteina p14 também atua regulando o ciclo celular,
porém através da via do p53."%%'¥3 O gene p53 estd localizado no
cromossomo 17 e codifica a proteina p53 (normal) que causa a expressao
de genes cujos produtos inibem o ciclo celular na fase G1. Assim, em células
normais, este importante gene impede o crescimento celular em resposta a
certos danos bioquimicos e moleculares até que ele possa ser reparado,
além de induzir apoptose quando ha dano irreversivel no DNA."**"° Esta via
supressora tumoral é igualmente alterada na maioria dos canceres em
humanos, se ndo em todos.”® A proteina p14 é um inibidor do mdmz2,
molécula que promove a degradacao prematura da proteina p53. Assim, p14
permite o acumulo e funcdo normal do p53."%2133

Em resumo, a perda do gene supressor tumoral CDKN2A por delecao
do cromossomo 9p atua estimulando irrestritamente o ciclo celular através
da desregulagdo das vias do Rb e do p53. Ha varias formas das células
tumorais escaparem do checkpoint G1 do ciclo celular, mas a inativagao
simultanea de Rb e p53 é muito mais agressiva do que a perda de funcéo de
um ou outro isoladamente (sinergismo).*¢'%

Na mesma regiao, 9p21, situa-se o gene supressor tumoral CDKN2B
que codifica a proteina p15. Ela &, assim como p14, uma quinase inibidora
dependente da ciclina D que regula o ciclo celular através da via do Rb,
igualmente bloqueando a progressdo do ciclo celular em G1." Um dos
meios de atuagao da citocina TGF-B como fator anticrescimento celular é

estimulando a expressdo do gene CDKN2B."* A perda de p15 por delecéo
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do cromossomo 9p, portanto, forneceria liberdade adicional para a célula
evadir do checkpoint G1 do ciclo celular.

O gene da anidrase carbdnica IX (CA-IX) também esta localizado no
cromossomo 9p. Tem sido demonstrado que baixa expressdao de CA-IX
prediz menor sobrevida entre pacientes com CRCC metastatico;®>'*
consequentemente, delegdes no 9p poderiam causar baixa expressao de
CA-IX e pior prognéstico.

Além disso, os genes do interferon alfa (IFN-a) e beta (IFN-B) estao
localizados no cromossomo 9p e sabe-se que analogos exdgenos do IFN-a
tém algum papel no tratamento do CRCC metastatico.’®” Deste modo, a
delegao do 9p implicaria na perda de mecanismos imunoldgicos antitumorais
importantes.

Todas essa evidéncias sugerem que a inativagcdo de genes
supressores tumorais no cromossomo 9p, assim como de genes essenciais
na regulacdo do pH intra/extracelular e na imunidade contra tumores, seja
um evento critico na patogénese e progressdo do CRCC.

A histéria natural do CR encontra-se atualmente imprevisivel em
varios casos. Por exemplo: a) apesar da existéncia de doenca
patologicamente localizada a época da nefrectomia, 10 a 28% destes
pacientes terdo recorréncia local ou a distancia do CR.*>***": b) entre 4% e
7% dos pacientes com tumores <4cm apresentam metastases a
apresentac3o inicial e estdo em elevado risco de morrerem pela doenca.™’
c) simultaneamente, até 40% dos pacientes com metastases linfonodais

diagnosticadas na nefrectomia estar&o vivos depois de 5 anos da cirurgia."?
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Diversas abordagens tém sido propostas para tentar determinar a evolugao
do CR tratado e distinguir mais precisamente entre pacientes de prognéstico
favoravel e desfavoravel.

Historicamente, os sistemas de estadiamento do CR tém se baseado
em informagdes anatomo-patoldgicas. O primeiro deles foi o Sistema de

Robson, publicado em 1969,

e substituido pelo TNM ha poucas décadas.
Ha cerca de 10 anos, foram sendo produzidos, em grandes centros norte-
americanos, sistemas de estadiamento que combinavam outros fatores

patolégicos e clinicos ao TNM,>2°4°7

uma vez que prediziam a evolugao da
doenca tratada com melhor acuracia do que o TNM isoladamente.
Concomitantemente, também destacavam o CRCC dos demais subtipos
histolégicos de CR para uma analise mais precisa e especifica.

Estes modelos progndsticos, que foram criados fundamentando-se
numa populagcdo com altas porcentagens de tumores avancados (operados
nas décadas de 80 e 90), agora podem nao ser tao eficazes em estratificar o
risco de progressdao nos pacientes contemporaneos que tendem a se
apresentar com doenca localizada. Faz-se necessario, portanto, estratificar
melhor o crescente numero de pacientes que atualmente sdo considerados
como de “baixo” risco pelos modelos presentes, visto que este grupo tem se
tornado cada vez mais heterogéneo.

Nesse sentido, 0 emprego de biomarcadores se mostrara fundamental.

Com o progresso feito no entendimento da biologia molecular do CR e a

descoberta de novos biomarcadores, o desafio atual sera agrega-los aos
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modelos de estadiamento existentes para permitir a determinacdo de um
progndstico mais apurado.'#*4°

E esta integracdo ja comega a dar seus primeiros passos. Kim et al.
desenvolveram um modelo hibrido que associa marcadores moleculares com
o UISS.™® Inicialmente os autores analisaram 8 biomarcadores (gelsolina,
p53, CA-IX, Ki-67, vimentina, CA-XII, EpCAM e PTEN) pelo seu potencial para
funcionar como fator prognéstico. Apés analise multivariada, concluiram que
CA-IX, vimentina e p53 eram preditores independentes de sobrevida cancer-
especifica. Posteriormente, os agregaram ao pTNM e ECOG performance
status na montagem de um modelo que melhorou a habilidade progndstica do
UISS isoladamente (indice de concordancia de 0,79 e 0,75 respectivamente).
Considerando que o UISS originalmente inclui o grau nuclear de Fuhrman,
enquanto seu novo modelo combinado n&o, pode-se questionar se a
expressdo tumoral dos marcadores moleculares selecionados nao estaria
apenas servindo como substituto de um componente patolégico proprio do
UISS. Como dito anteriormente, um novo marcador deve aperfeigcoar a
capacidade de prever a progressao da doenga que € atualmente conseguida
com os fatores clinico-patologicos disponiveis. Um novo marcador que
meramente substitui um outro existente — extensamente validado e
disponivel a baixo custo — provavelmente nao tera utilidade. Outra ressalva
€ que a coorte analisada consistiu de 150 pacientes com CRCC metastatico
submetidos a nefrectomia, anteriormente a imunoterapia. Isso limita a
aplicabilidade do modelo hibrido proposto como preditor de progressao da

doenga apds a cirurgia para tumores localizados. De qualquer forma, Kim et
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al. concebem um novo paradigma no estudo de fatores progndsticos em CR
ao utilizar biomarcadores para melhorar a habilidade prognodstica de modelos
clinico-patolégicos bem estabelecidos.

Mais recentemente, o grupo da Mayo Clinic desenvolveu também uma
abordagem combinada na qual o desfecho dos pacientes com CRCC,
conhecido através de critérios clinicos e patologicos, pode ser aprimorado
com base em informagdes moleculares, colhidas no tecido tumoral por
imunohistoquimica.’’ Os autores desenvolveram o chamado Bioscore,
sistema que leva em consideragao a expressao tumoral de B7-H1, survinina
e Ki-67 de forma ponderada. O calculo é feito da seguinte forma: B7-H1
negativo receberia 0 ponto e positivo 2 pontos; survinina baixa (<15 células
tumorais positivas para survinina por mm?) 0 ponto e alta (215) 3 pontos; Ki-
67 baixo (<50 células tumorais positivas para Ki-67 por mm?) 0 ponto e alto
(=250) 2 pontos. Desta forma, de acordo com a soma dos pontos, existiriam
dois grupos: aqueles com 0, 2 ou 3 pontos (BioScore baixo) e aqueles com
4, 5 e 7 pontos (BioScore alto), sendo que estes tém 5x mais chance de
morrer por CRCC do que aqueles (HR 5,03; IC 95% 3,82 - 6,61; p<0,001). A
integracdo do BioScore aos modelos UISS e SSIGN em pacientes com
CRCC (n= 634, de todos os estagios) aumentou as suas respectivas
acuracias em 4,5% e 1,6%. Na andlise de subgrupos, entretanto, o BioScore
nao forneceu beneficio algum para pacientes com baixo risco de morte
cancer-especifica, assim definidos pelo grau nuclear, UISS ou SSIGN.

Apesar das limitagbes do presente estudo — retrospectivo e com

dados de um unico centro — foi possivel correlacionar a delecido do
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cromossomo 9p com mortalidade céancer-especifica nestes pacientes de
baixo risco, segundo a Triade Patolégica da USP, UISS da UCLA e escore
SSIGN da Mayo Clinic.

Nos pacientes com tumores menores que 7cm, sem IMV e com grau
nuclear 1 ou 2, a sobrevida cancer-especifica em 10 anos foi de 97,7%
naqueles sem perda do 9p e de 66,7% nos pacientes com a delegao do 9p.
Resultados semelhantes e também significantes foram encontrados nos
grupos com UISS de baixo risco e escore SSIGN baixo (0-2):
respectivamente, 97,5% e 98% nos pacientes sem a delecao, e de 66,7% e
70% naqueles com delegéo. Isso demonstra a capacidade da perda do 9p
de identificar, dentre os pacientes que inicialmente deveriam ter excelente
prognostico, aqueles que morreram pela doenga. Um marcador que se
relaciona com recidiva e mortalidade ainda num estagio inicial tem grande
valor para o prognostico e tratamento de qualquer tipo de céancer, e este € 0
caso da delecdo do cromossomo 9p e o CRCC. Ainda mais, nos pacientes
com baixo risco de progressao da doenca, a auséncia de delegcédo do 9p
também fornece informacao importante. Nestes casos, as sobrevidas
cancer-especificas em 5 e 10 anos (por qualquer dos trés modelos) sao
idénticas, mantendo-se proximas a 100%, o que sugere a possibilidade de
diminuicao do tempo de seguimento pds-operatdrio nesta situagao.

A delecédo do 9p se apresenta como um bom candidato para integrar
novos modelos prognésticos ou incorporar-se a sistemas ja bem
estabelecidos e validados. E verdade que parametros clinicos e patolégicos

ja nao sao mais suficientes para estabelecer precisamente o prognéstico de
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todos os tipos de pacientes com CRCC? Nosso estudo responde
afirmativamente. No entanto, estudos multicéntricos e com maior niumero de
pacientes serdo necessarios para validar a investigagao rotineira da delegao
do 9p na pratica clinica de modo incontestavel.

Naturalmente, por exigir a avaliagao histopatolégica de uma amostra
tumoral, como a maioria dos biomarcadores disponiveis, a delecao do 9p
tem limitagbes. Nao tem utilidade na vigilancia direta da doencga tratada,
assim como na monitorizagao da resposta a possivel tratamento adjuvante.
Para isso, sera necessario identificar marcadores moleculares séricos, como
por exemplo o PSA, de grande valor para estas finalidades em casos de
cancer de prostata.

Por outro lado, o estudo da delegdo do cromossomo 9p teria uma
vantagem tedrica sobre os outros biomarcadores teciduais. Enquanto os
investigadores tentam agrupar um conjunto de marcadores moleculares para

integra-los aos modelos progndsticos atuais, ¢4

a informagao provida
simplesmente pela delecdo do 9p supriria a necessidade de associar mais
de um marcador para este proposito. Afinal, como mencionado
anteriormente, essa perda genética envolve a delecdo de pelo menos dois
genes supressores tumorais (CDKN2A e CDKN2B) e genes essenciais no
controle do pH intra/extracelular (CA-IX) e na imunidade contra tumores
(IFN-a e IFN-B). Um Junico estudo que teoricamente disponibiliza
informacdes sobre 5 biomarcadores simultaneamente reduziria de forma

substancial os custos envolvidos nesse processo de aperfeicoamento dos

modelos progndsticos pds-operatorios.
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Outro cenario no qual o estudo do 9p teria importante aplicagao seria
em biopsias renais para a avaliagdo de massas renais pequenas.
Pesquisadores da UCLA ja demonstraram que tumores <4cm tém maior
chance de recorréncia apds tratamento quando deletados do 9p,
independentemente de outras variaveis."®” O achado de delegdo do 9p neste
grupo também esteve significativamente associado a presengca de
metastases sistémicas e linfonodais (23% versus 7,5%, p=0,03). Atualmente
nao ha fatores progndsticos pré-operatérios confiaveis que possam ser
usados para prever com seguranga o potencial maligno destes tumores
pequenos, 0 que deixa pouco a servir como fundamento para a decisao de
tratamento imediato ou de vigilancia ativa.'?"'*®*®  Conforme demonstrado

por La Rochele et al.'®

e por este trabalho, tumores pequenos e de “baixo
risco”, mas deletados do 9p, ndo sdo bons candidatos para observacéo.

O que dizer a pacientes com tumores renais malignos de bom
prognostico apos suposta cirurgia curativa ao desenvolverem recidiva
inesperada, particularmente quando defrontados com terapias de resgate
ainda limitadas? Como tal, um avango primordial no manuseio destes
pacientes sera apontar mais precisamente o risco pos-operatorio individual
para recorréncia e progressdao tumoral. Com este dado, seria possivel
formular melhores esquemas de seguimento apds a cirurgia, além de
estimular e direcionar estudos clinicos que testassem agentes terapéuticos
de forma adjuvante. Afinal, o sucesso dos estudos sobre adjuvancia em

carcinoma renal depende tanto da eficacia da droga sendo estudada quanto

da correta alocagao dos pacientes, ou seja, arrolar aqueles verdadeiramente
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de alto risco para progressdo da doenga. Haveria também um segundo
beneficio ao serem desenvolvidas novas terapias de alvo molecular, a partir
deste conhecimento sobre as vias moleculares de progressao do cancer de
rim. Por estes motivos, nossos pacientes necessitam de cada vez mais

estudos sobre a dele¢gdo do cromossomo 9p em carcinoma renal.
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Demonstramos que a delegdo do cromossomo 9p é marcador
independente de recidiva e morte em pacientes portadores de CRCC

localizado submetidos a nefrectomia com intuito curativo.

Identificamos que tal delegcao esta associada também com maior risco
de morte cancer-especifica nos portadores de CRCC localizado de baixo

risco, segundo critérios da USP, UCLA e Mayo Clinic.
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7.1 Anexo A: Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-
HCFMUSP

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L N OIME: ettt et et e e e he e e eaabe Seaeeeeaateeeeaneeeaanbeeeaasaeeeanaeaneeeeanreeeaneen
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : ...ocoiiiiieirieeie e SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO.: ........ T [
ENDEREGO ...ttt N e APTO: i
BAIRRO: ... CIDADE ...
CEP:ee e TELEFONE: DDD (............ ) e e s
2.RESPONSAVEL LEGAL ....ouviieteeeeeeeee oottt tes st s st s st s st anesaanan s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) ..........couiruiiriiiiiieiee ettt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: .....ccooiiiiiiieee e SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: ...... oociid e
I = ] SRS N e APTO: .............
BAIRRO: ... CIDADE: ..ot
CEP: o TELEFONE: DDD (....ccoeu... Yttt

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

ESTUDO DA DELEGAO DO CROMOSSOMO 9p E DO LOCUS 9p21 COMO FATOR PROGNOSTICO NO
CARCINOMA RENAL DE CELULAS CLARAS.

1. PESQUISADOR PRINCIPAL: Dr. Marcos Francisco Dall'oglio
CARGO/FUNCAO: Médico, Chefe do Departamento de Urologia Oncolédgica
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: N° 84860

2. UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Cirurgia, Disciplina de Urologia

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO o RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR o
4.DURACAO DA PESQUISA : 24 meses
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1 — O objetivo desse estudo é analisar algumas caracteristicas do seu tumor e se elas influenciam na evolugéo da
sua doenga.

2 — O procedimento cirurgico a que o senhor foi submetido ja € padronizado no tratamento do cancer de rim e,
apenas utilizaremos informagdes de como foi a sua cirurgia.

3 — Nao sera necessario fazer nenhum procedimento adicional.

4 — Portanto esta pesquisa nao lhe traz nenhum desconforto e nenhum risco.

5 — Nao ha beneficio direto para o senhor, somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum
beneficio para os pacientes.
6 — Como néo ha procedimentos adicionais a serem feitos, ndo existem procedimentos alternativos.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr. Marcos Francisco Dall’oglio,
que pode ser encontrado no enderego Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 255- 7° andar, sala 710-F, telefone (011)
3069 — 8080. Se voce tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16,
17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo,
sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicéo;

09 - Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes,
nao sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou
de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Despesas e compensacgdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também n&o ha compensagéo financeira relacionada a sua participagédo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo: “Estudo da delegdo do cromossomo 9p e do locus 9p21 como fator prognéstico no
carcinoma renal de células claras”. Eu discuti com o Dr. Daniel de Oliveira Gomes sobre a minha deciséo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sédo os propositos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacéo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva
ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para a participagéo neste estudo

Dr. Daniel de Oliveira Gomes
Data / /
(Médico executante do estudo)
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7.2 Anexo B: Parecer da CAPPesq

HC

APROVACAO

A Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessio de 09/06/2010,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 0177/10, infifulado: "ESTUDO DA
DELECAO DO CROMOSSOMO 9P £ DO LOCUS 9P21 COMO FATOR
PROGNOSTICO NO CARCINOMA RENAL DE CELULAS CLARAS' apresentado
pelo Deparfamento de CIRURGIA, inclusive o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

Cabe 6o pesquisador elaborar e apresentar @ CAPPesq,
os relaléros parcials e final sobre a pesquisa [Resolugdo do Conselho
Nacional de Satde n° 196, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: Prof. Dr. Marcos Francisco Dall’Oglio

Pesquisador [a) Executante: Danlel de Olivelra Gomes
CAPPesq, 09 de Junho de 2010

T P S

prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comisséo de
Etica para Andlise de
Projelos de Pesquisa

Comisséo de Ftica pars Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
27§ §° andar - CEP 05403 010 - S&c Paulo - SP Fone: 011 3080 5442 Fax: 011 3088 6492 e-mail
cappesc Mhenet usp br | secretariacappesa2@hcnet usp br
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Apéndice 1: Diagrama de Montagem do TMA

Casuistica Drs. Daniel / Marcelo / Pontes / Katia - RIM  Agulha Imm Esp 0,3mm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
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