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Resumo da Tese

Introducao

O carcinoma de células renais (CCR) é doenga de comportamento agressivo
em todo o mundo. Para 2013 nos Estados Unidos da América, sdo esperados
60.000 novos casos de CCR. Segundo o INCA, no Brasil, o CCR nao esta
entre os dez tipos mais comuns de cancer no pais representando segundo
alguns autores 1 a 2% de todas as malignidades. Mesmo com avang¢os no
diagndstico nos ultimos anos, tendo como consequéncia o diagndstico de
tumores em estagios mais iniciais, tanto a incidéncia como a mortalidade tem
se mantido em elevacao.

Objetivos

Estudar os fatores progndsticos tradicionais ligados ao exame anatomo-
patolégico e os novos marcadores por imunoistoquimica.

Material e métodos

Em um hospital de referéncia de Porto Alegre, Brasil foi realizado um estudo
transversal de CCR, com pacientes que realizaram nefrectomia total, no
periodo 2006-2009. Foram selecionados aqueles com os tipos histologicos
mais comuns: células claras e papilares. Através de revisdo de dados
patolégicos foram obtidos fatores progndsticos tradicionais, como tamanho,
necrose, tipo histologico, grau nuclear e sistema TNM. Também se realizou
estudo imunoistoquimico (IMQ) da amostra, com o uso de dois novos

marcadores: survivina e B7-H1.
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Resultados

Obtivemos 98 casos, com 90% deles do tipo células claras, 73% classificados
como T1 e T2, a maioria com grau nuclear de Fuhrman 2 e 3 e cerca de 70%
da amostra com presenca de necrose. Ja no estudo IMQ foi encontrado
positividade em 38 casos para o B7-H1 e em 50 para survivina. Ao
considerarmos a associagdo entre os fatores progndsticos tradicionais e a
expressao dos marcadores encontramos associagdo somente entre o grupo
positivo para os marcadores e necrose (p < 0,001).

Concluséao

Este achado vai ao encontro da literatura que vem realgando a importancia da

necrose no prognéstico dos CCR.
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1. Introdugao

O CCR é uma doencga agressiva, sendo responsavel por cerca de 2 a 3%
de todas as neoplasias malignas de adultos. E o sétimo tumor mais comum
entre homens e o nono entre as mulheres. Tem uma incidéncia mundial
estimada em cerca de 209.000 casos por ano com uma mortalidade esperada
de 102.000 casos por ano. A incidéncia da doenga vem aumentando em todo o
mundo (Rini e cols., 2009).

Um grande avango obtido em relagdo a esta doenga foi a compreensao
do fato de que esta ndo € uma entidade unica, pelo contrario, ela engloba uma
colecao de diferentes tipos de tumores, com origens diversas dentro do rim,
possuindo caracteristicas genéticas, achados histolégicos e fendtipos clinicos
variados. Estes diferentes tipos histolégicos tém correlagdo com o prognéstico,
sendo assim essencial o diagndstico acurado (Storkel e cols., 1997). A maioria
dos casos é diagnosticada de forma tradicional, através da andlise das
caracteristicas morfolégicas, com o uso da coloragdo de hematoxilina e eosina
(H&E) na microscopia optica. Porém existem casos em que as caracteristicas
morfolégicas apresentadas se sobrepdem, sendo necessaria a utilizagao de
outros métodos diagnosticos para que seja possivel classificar os tumores
adequadamente. Nestes casos, €& importante a utilizacdo de estudo
imunoistoquimico para auxilio na classificagdo adequada (Kummerlin e cols.,
2009; Liu e cols, 2007). Cabe ainda ressaltar que o CCR se caracteriza por
quadro clinico tradicional pouco significativo, o que faz com que este tipo de
neoplasia seja frequentemente diagnosticado em fase avangada. Como

consequéncia disto € estimado que, no momento do diagndstico, pelo menos
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30% dos pacientes ja apresentem doenga avangada, com presenca de
metastases. Este fato tem grande impacto sobre o progndstico destes
pacientes, pois se sabe que pacientes com doencga localizada tém 50 a 95 %
de sobrevida comparada a apenas 5% de sobrevida naqueles com doenca
metastatica, considerando um periodo de cinco anos (Leroy e cols., 2007;
Webster e cols., 2006; Kosari e cols., 2005; Storkel e cols., 1997).

O avancgo obtido com o diagndstico por imagem tem aumentado muito a
incidéncia de todos os estagios dos CCR. Ha relatos de que cerca de 50% a
80% dos CCRs diagnosticados atualmente sao feitos de forma acidental
(Chuang e cols., 2011).

Nas ultimas décadas, tém-se notado que tanto a incidéncia como a
mortalidade por este tipo de tumor maligno vem aumentando. Este achado tem
sido relacionado com os pacientes que apresentam metastases tanto no
momento do diagndstico como naqueles que irdo apresenta-las apdés o
tratamento cirurgico. Para estes casos, com doenga avangada, tanto a
quimioterapia quanto a radioterapia tradicionais, tém se mostrado pouco
eficazes. Porém é descrito que em cerca de 20% destes casos, os tumores
apresentam resposta a algum tipo de tratamento imunoterapico, seja este, por
exemplo, a infusdo de citocinas parenterais e/ou o transplante de células
tronco. Baseado nestes dados este tumor tem sido considerado imunogénico,
ou seja, o sistema imune do hospedeiro poderia ser ativado ou desativado pelo
tumor influenciando marcadamente sua evolugéo (Atkins e cols., 2007). Porém,
mesmo com Os avangos terapéuticos ndo se tém conseguido aumentar a

sobrevida dos pacientes com doenca metastatica, que persiste em cerca de 6-
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10 meses apo6s o diagnostico (Krambeck e cols., 2007 e Andersen e cols.,
2007).

Baseado no fato de que grande parte dos pacientes com doencga clinica
localizada ira desenvolver metastases a distancia torna-se importante o estudo
dos marcadores biolégicos, chamados de progndsticos ou preditivos, para esta
neoplasia. Sdo considerados progndésticos os marcadores bioldégicos que
possam prever a agressividade dos tumores. Estes estdo usualmente, mas nao
exclusivamente, associados ao exame histolégico do tecido tumoral. Nos dias
atuais, o estadiamento patolégico é considerado como o principal marcador
progndéstico para o carcinoma renal. Sdo estudados os seguintes parametros:
estadiamento tumoral e o grau de diferenciagdo nuclear. O estadiamento
patolégico utiliza o sistema TNM, que estuda as caracteristicas proprias do
tumor, como tamanho, localizacdo, extensdao do tumor assim como o
comprometimento tumoral dos linfonodos e a presenca de metastases a
distancia. Ja o grau de diferenciagao nuclear, apesar de correlacionar-se com o
estadiamento, é considerado como o dado isolado mais relevante para o
prognoéstico. Este € avaliado no estudo microscopico com a utilizagdo do
sistema de Fuhrman (Tabela 1) [Atkins e cols., 2007; Leibovich e cols., 2003;

Zisman e cols., 2001; Delahunt, 1998].
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Tabela 1: Sistema de avaliagdo do grau nuclear de Fuhrman*

Grau 1: As células tem nucleos redondos, hipercromaticos e uniformes com
pequenos detalhes na cromatina e sem nucléolo visivel;

Grau 2: Os contornos nucleares sao mais irregulares do que os de Grau 1:
nucleos tem aproximadamente 15 micrdmetros de didmetro e apresentam
cromatina finamente granular, os nucléolos sdo muito discretos neste aumento,
mas podem ser identificados no maior aumento;

Grau 3: Os contornos nucleares sdo mais irregulares. O diametro nuclear pode
se aproximar de 20 micrometros. Os nucléolos s&o facilmente identificados;
Grau 4: E caracterizado pelo pleomorfismo nuclear, hipercromasia e presenca
de nucléolos unico ou multiplos.

Nota: * Considerando a objetiva de 10X
Fonte: Adaptado de Fuhrman e cols.,1982.

O estudo dos novos marcadores para a avaliagdo prognéstica tem sido
motivo de interesse na literatura. Entre inUmeros marcadores que tém sido
estudados, foram identificados dois novos marcadores considerados
promissores, a survivina e o B7-H1, ja tendo sido descritos na literatura em
diferentes neoplasias (Andersen e cols., 2007; Li e cols., 2005; Zhao e cols.,
2000).

Considerando que o estudo destes marcadores ainda € recente, nao
estdo disponiveis estudos que correlacionem os mesmos, com os tipos
histologicos. Segundo a OMS, no CCR, os tipos mais frequentes sdo o
carcinoma de células claras e o carcinoma papilar, responsaveis por 75%
e15% dos casos, respectivamente. Sendo assim, nosso objetivo € o estudo da
expressao imunoistoquimica dos marcadores survivina e B7-H1 e sua relacéo
com os tipos histologicos mais frequentes no CCR. Analisaremos também os
fatores prognoésticos tradicionais e suas possiveis associagdes com a
expressdo dos novos marcadores selecionados. Desta forma poderemos
contribuir para a ampliacdo dos dados sobre o CCR, que ainda sdo escassos

em noSSO Mmeio.
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1.1 Epidemiologia

Nos Estados Unidos, para o ano de 2013, s&o previstos 65.150 novos
casos com uma perspectiva de 13.680 mortes. (National Cancer Institute, em
www.cancer.gov/cancertopics/types/kidney, 2013). Apesar de perfazer um
pequeno percentual entre todos os tumores, a incidéncia e a mortalidade deste
tipo de neoplasia vem aumentando 2 a 3% por década. Elas sdo maiores em
paises desenvolvidos do que em paises subdesenvolvidos, observando-se
taxas maiores na Europa, América do Norte, Argentina, Oceania e Japéo e
taxas menores na Africa, América do Sul e outros paises da Asia (Naito e cols.,
2010). Existe diferenga entre as taxas dentro de um mesmo continente. Por
exemplo, na Sérvia a taxa para homens é de 2,9/100.000 enquanto que na
Republica Tcheca esta chega a 15,2/100.000. As taxas entre mulheres,
geralmente sdo a metade daquelas esperadas para homens (Chow e cols.,
2010). A maior incidéncia nos EUA é observada em homens, com idade acima
de 65 anos, de raga negra, chegando a 82 / 100.000 (National Cancer
Institute).

Séo fatores de risco estabelecidos o tabagismo e o uso de analgésicos
contendo fenacetina (excluidos do mercado desde 1960). Sao fatores
considerados como controversos: uso de acetoaminofeno, obesidade, HAS,
tipo de dieta, diabete, fatores hormonais, fatores reprodutivos, falta de atividade
fisica e ainda associagdo com outras doencgas renais como insuficiéncia renal,
doenca cistica renal adquirida e esclerose tuberosa (Chow e cols,,2010; Rini e
cols., 2009). Apesar de nao ser considerada uma doenga ocupacional, existe

risco elevado de desenvolvimento da doencga associado a certas ocupacodes e



17

exposicao a certas substancias industriais, como o ftricloroetileno (TCE). A
exposicao a agentes como cadmio, uranio, arsénio, nitratos e radoénio ainda
nao estdo estabelecidas. Fatores genéticos bem definidos estdo ligados aos
pacientes que apresentam Sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL) que é
caracterizada por alteragdes no gene VHL e predisposi¢cado a varias doencgas
entre os membros destas familias, incluindo o desenvolvimento mais precoce
do CCR do subtipo células claras com apresentacdo multicéntrica (Chow e
cols., 2010 e Rini e cols., 2009).
1.2 Apresentacgao e diagndéstico

O CCR habitualmente se apresenta entre a 6° e 7° década de vida,
apresentando idade média de 60 anos. Estes pacientes podem apresentar
tanto sintomas locais como sistémicos, porém a maioria dos casos é
assintomatica, tendo sido diagnosticada incidentalmente pelo uso de exames
de imagem por outra finalidade. Sinais e sintomas locais incluem hematuria,
dor em flanco e massa abdominal palpavel, que quando presentes trazem
implicagbes negativas ao prognostico. Ja em relagdo aos sintomas sistémicos,
0s mesmos podem ser decorrentes, tanto de metastases, como de sindromes
paraneoplasicas, que mais comumente incluem hipercalcemia, hipertenséao,
eritrocitose, febre de origem indeterminada e emagrecimento. E importante
ressaltar que existe relato de grande diversidade de sindromes
paraneoplasicas associadas ao CCR. O diagnéstico geralmente € sugerido
pela ultrassonografia e confirmado pela tomografia computadorizada (TC), a
qual permite melhor avaliagdo da doenca, incluindo a extensdo da mesma no
préprio rim, assim como o comprometimento de linfonodos e a presenca de

metastases a distancia. O estudo anatomopatologico, tanto do tumor primario,
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como dos tumores metastaticos, permite a confirmagdo diagnostica e a
classificagao do subtipo histologico (Escudier e cols., 2010; Rini, 2009).
1.3 Tipos histolégicos

A identificagdo dos diferentes tipos de CCR inicialmente pela
Classificacao de Mainz, expandida pela Classificagdo de Heideberg/Rochester
e aperfeicoada pela classificagdo da Organizagao Mundial da Saude (OMS) em
2004 trouxe melhor compreensdao da diversidade encontrada nesta

malignidade (Delahunt, 2007) [Tabela 2].

Tabela 2: Classificagéo histolégica dos tumores de rim OMS, 2004

Tumores de células renais

Carcinoma de células claras do rim

Carcinoma de células claras do rim multilocular
Carcinoma papilar de células renais

Carcinoma de células renais cromofobo
Carcinoma dos ductos coletores de Bellini
Carcinoma medular

Carcinoma por translocagao do Xp11
Carcinoma associado com neuroblastoma
Carcinoma tubular mucinoso e carcinoma de células fusiformes
Carcinoma de células renais, ndo classificavel
Adenoma papilar

Oncocitoma

Tumores Metanéfricos

Tumores Nefroblasticos

Tumores Mesenquimais

Tumores Mistos Epiteliais e Mesenquimais
Tumores Neuroendécrinos

Tumores Hematopoiéticos e Linféides
Tumores de Células Germinativas
Tumores Metastaticos

Fonte: Eble J.N et al: World Health Organization Classification of Tumours. Pathology and
Genetics of Tumours of the Urinary System and Male Genital Organs. IARC Press: Lyon 2004.

O tipo mais comum €& o carcinoma de células claras, que recebe esta
denominagéo pelo fato de que durante a técnica histolégica, o grande conteudo

citoplasmatico de lipidios €& dissolvido resultando em citoplasma claro na
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microscopia Optica. A doenca papilar representa uma pequena fracdo dos
tumores renais e é dividida em tumores do tipo 1 e 2, sendo que os ultimos séo
considerados mais agressivos. Existem ainda tipos mais raros, como
cromofobo, medular, de ductos coletores e nao classificavel. Tumores que
apresentam o achado de desdiferenciagao sarcomatoide, a qual consiste em
um padrao de crescimento caracterizado pela presencga de células fusiformes,

possuem curso de doenga mais agressivo (Rini e cols., 2009).

1.4 Fatores prognésticos, preditivos e biomarcadores

Segundo o National Cancer Institute fator prognostico € uma situagéo,
condicdo ou caracteristica do paciente que possa ser utilizada para estimar a
chance de cura ou de recorréncia da doenca. Ja um fator preditivo € uma
condi¢cao ou achado que possa ser usado para prever que um paciente com
determinado tipo de cancer, ira responder a um tratamento especifico(National
Cancer Institute. Dictionary of Cancer Terms. http://www.
cancer.gov/dictionary/). Tradicionalmente as informagdes progndsticas tém
sido obtidas através dos achados anatomopatoldgicos, tais como tamanho do
tumor, grau tumoral, evidéncia de invasdo vascular, associada a avaliagdo dos
linfonodos quanto ao comprometimento tumoral e presenca de metastases
(Vickers e cols., 2010 e Kattan e cols., 2001).

Do ponto de vista funcional sabe-se que células mononucleares
enfraquecidas infiltram os CCRs e que este achado tem sido associado a pior
prognostico (Krambeck e cols., 2007).

Fatores prognosticos tradicionais para o CCR n&o metastatico incluem

fatores anatdmicos, histologicos, clinicos e moleculares. Os anatdémicos s&o
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integrados através da classificagdo TNM que inclui ainda tamanho tumoral,
crescimento através da capsula renal, invaséo da veia renal e/ou invasdo da
veia cava, invasao de linfonodos e metastase em 6rgaos a distancia. Muitos
estudos tém mostrado que o estadiamento tumoral € um importante fator
prognéstico independente (Volpe e cols., 2010).

O sistema TNM foi adaptado pela UICC em 1978, e vem sendo utilizado
para estadiamento dos CCR (Tabela 3). Desde entéo varias revisdes tem sido
feitas pela UICC e pela AJCC. A maior alteragao no sistema ocorreu na edicao
de 1997 na qual o estagio foi definido pelo tamanho, sendo o T1 com tumores
menores de sete centimetros (cm) e o T2 com tumores maiores de sete cm e
limitado ao rim. O sistema TNM utilizado atualmente, foi publicado em 2010 e
ja havia sido modificado em 2002. Neste, para CCR localizados sem
comprometimento de linfonodos ou metastases a distancia, foi subdividido o
estagio T1 em T1a para tumores menores ou iguais a quatro centimetros e T1b
para tumores maiores de quatro centimetros (Chang e cols., 2011). Varios
aspectos do TNM sao controversos, como a separagao do T1 pelo tamanho
tumoral, a ndo distincdo entre os T3 daqueles que apresentam invasido do
tecido adiposo perinéfrico e aqueles que possuem invasao do adiposo do seio
renal. Muitos estudos tém atribuido pior prognostico aos que possuem esta
ultima caracteristica, assim como quanto a invasao da adrenal ipsilateral e da
estratificacdo da veia cava. Ja a invasdo de linfonodos tem sido confirmada
como importante fator progndstico, independente do estadio T tumoral, mas
depende do numero de linfonodos encontrados, devendo ser considerada Nx
quando abaixo de oito, o que causa limitagdes, principalmente em nefrectomias

parciais (Volpe e cols., 2010).
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Tabela 3: Classificagdo TNM 2010 para CCR

Tumor primario (T)
TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
T1 Tumor £ 7 cm na maior dimensao, limitado ao rim
T1a Tumor < 4 cm na maior dimensao, limitado ao rim
T1b Tumor >4 cm, mas < 7 cm na maior dimenséo, limitado ao rim
T2 Tumor > 7 cm na maior dimensao, limitado ao rim
T2a Tumor > 7 cm mas < 10 cm na maior dimensao, limitado ao rim
T2b Tumor > 10 cm, limitado ao rim

T3 Tumor estende-se as grandes veias ou tecido perinéfrico, mas nao
compromete adrenal ipsilateral e ndo ultrapassa fascia de Gerota

T3a Tumor compromete macroscopicamente a veia renal ou seus ramos, ou
tumor invade tecido perirrenal e/ou seio renal, mas nao ultrapassa fascia
de Gerota

T3b Tumor estende-se macroscopicamente na veia cava abaixo do diafragma

T3c Tumor estende-se macroscopicamente na veia cava abaixo do diafragma
ou invade a parede da veia cava

T4 Tumor ultrapassa a fascia de Gerota (incluindo extensao contigua até
adrenal ipsilateral)

Linfonodos regionais (N)
NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastases para linfonodos regionais
N1 Metastases para linfonodos regionais

Metastases a distancia (M)
MO Sem metastases a distancia
M1 Metastases a distancia

Continua
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Estagios anatdbmicos/grupos progndsticos

Estagio T N M
I T1 NO MO
I T2 NO MO
M T1-2 N1 MO
T3 NO-1 MO

vV T4 N2 MO
Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Edge e cols., 2010.

Os achados histolégicos incluem o grau nuclear de Fuhrman, o subtipo
histologico, o componente sarcomatoide, a invas&do microvascular, a necrose
tumoral e a invasao do sistema coletor. Em relagcdo ao sistema de Fuhrman,
utilizado desde 1982, que classifica os CCR em quatro categorias, baseado na
morfologia nuclear considerando o tamanho, a forma e a proeminéncia de
nucléolos, este tem sido amplamente utilizado e tem se mostrado como
importante fator prognéstico para o CCR (Furhman e cols.,1982). Mesmo com
suas variabilidades seu valor tem sido validado de forma consistente em varios
estudos na literatura (Ficarra e cols, 2001).

De acordo com a classificagdo da OMS, existem dois tipos histolégicos
principais de CCR: células claras e papilares, correspondendo a cerca de 80—
90% e 10-15% dos casos, respectivamente. Varios estudos tém mostrado

associagao significativa entre tipo histolégico e sobrevida, sendo que o tumor
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de células claras tem sido considerado o mais agressivo, seguido pelos
papilares (Gudbjartson e cols., 2005; Patard e cols., 2005). Estudos mais
recentes tém confirmado que, com exce¢ao do carcinoma de ductos coletores,
€ pior o prognostico para os pacientes com tumor de células claras, em relagéo

a todos os demais (Leibovich e cols., 2010) [Figura 1].
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Figura 1: Tipos histoldgicos do CCR e sobrevida
Fonte: Adaptado de Leibovich e cols., 2010.

Além disso, também ¢é importante definirmos biomarcadores, que sao
indicadores de eventos clinicos importantes tais como: inicio da doenca,
recorréncia, progressao da doenga ou morte pela mesma. Estes podem ser
usados para avaliagao, rastreamento, diagnéstico, progndstico ou para selegao
dos pacientes para tratamentos especificos além de poderem também ser
utilizados para estudo da recorréncia e/ou progressdo da doenga (Sturgeon e
cols., 2008).

Se considerarmos a caracteristica heterogénea do CCR a identificagéo

de biomarcadores tem potencial para o desenvolvimento de alvos terapéuticos,
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podendo assim beneficiar pacientes de forma individualizada. Para isso os
pesquisadores tém avaliado a expressdo de DNA, RNA e de proteinas nos
tumores e soro de pacientes com CCR. Mesmo que ainda nao haja
marcadores para uso na pratica clinica, multiplos marcadores tém sido

avaliados ao longo do tempo, com este intuito (Vickers e cols., 2010).

1.5 Marcadores bioldgicos

1.5.1 Survivina

A survivina € uma proteina bifuncional inibidora da apoptose (IAP) que
apresenta um papel importante, tanto na regulagao do ciclo celular, como na
inibicdo da apoptose. Foi relatado que, além da acdo sobre a apoptose, ela
também afeta a proliferacdo celular e a angiogénese, sendo que os
mecanismos exatos destas ag¢des ainda sao indefinidos (Wang e cols., 2009).
Embora o papel da survivina como inibidora da apoptose esteja estabelecido,
seu mecanismo exato ainda n&o foi esclarecido (Li e cols., 2005; Altieri e
cols.,2003). Até o momento acredita-se que a fungdo da survivina, como um
inibidor celular primario da apoptose ocorra pela acado de inibicdo do
processamento da procaspase-3 e procaspase-7 (Tamm e cols.,1998). Além da
sua relagdo com a apoptose, demonstrou-se ainda que a survivina
provavelmente apresente um papel relevante na mitose e na estabilidade
microtubular (Li e cols.,2005; Okada e cols.,2004). Ela usualmente ndo é
detectada em tecidos humanos adultos normais, mas a sua expressao tem sido
demonstrada em muitos tumores malignos humanos, como: mama, célon,

ovario, pele, pulmao, linfomas, leucemias, melanomas e rim, tornando-se assim



25

um provavel alvo para os tratamentos especificos contra o cancer (Lei e cols.,
2010; Coutinho-Camillo e cols., 2008; Andersen e cols., 2007; Zhao e cols.,
2000).

A survivina é expressa em todos os tipos histolégicos do CCR
(Zamparese e cols., 2008).

Foi demonstrado em um estudo de perfil génico, comparando CCR
agressivos com CCR ndo agressivos, que o RNA mensageiro da proteina
humana survivina apresenta superexpressao em tumores de maior
agressividade em relagdo aos menos agressivos (Kosari e cols., 2005). Apés
tal estudo, a proteina survivina foi estudada em uma coorte composta por 312
pacientes que realizaram nefrectomia por CCR no periodo de 1990-1994 e que
possuiam tecido estocado em parafina para realizagdo de estudo
imunoistoquimico. Foi utilizado o anticorpo anti-survivina (Dako, Carpenteria,
diluicdo 1:100) e a analise foi realizada de forma digital, sendo considerado
positivo a coloragdo nuclear e o ponto de corte de 2%. Associado a isto
também foram estudados dados anatomo-patoldgicos relevantes e sobrevida.
Como resultado, cerca de 30% dos pacientes apresentaram niveis altos de
survivina (> 2%). Ficou demonstrado que estes casos eram associados a
achados patoldgicos adversos, tais como tumores maiores e em estagios mais
avangados, presenca de necrose tumoral, comprometimento de linfonodos e
presenca de metastases a distadncia. Além disso, estes também apresentavam
cinco vezes mais chance de morte por CCR comparado aos que apresentavam
niveis baixos da proteina, causando uma redugao na sobrevida dos primeiros

em relacao aos ultimos (Parker e cols., 2006) [Figura 2].
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Figura 2: Associagéo da expressao de survivina com morte por CCR.

Nota: A taxa de sobrevida por CCR em 1 ano, 5 anos e 10 anos foi de 77,8%, 43% e 36,2 %,
respectivamente, para pacientes com expressao de survivina alta comparados a 96.6%, 87.2%
e 81.2%, respectivamente, para pacientes com expressao de survivina baixa.

Fonte: Adaptado de Parker e cols., 2006.

Em outra série de 194 pacientes submetidos a nefrectomia por CCR, no
periodo de 1986 a 2004, foi avaliado a expressao por imunoistoquimica de
alguns marcadores, entre eles a survivina. Em 104 pacientes foi encontrado
expressao do marcador em cerca de 23% dos casos, sendo encontrado
relacdo entre esta expressdo com o tipo histolégico e o grau tumoral. Além
disso, foi sugerido que a expressao da survivina esteja relacionada com um
p53 mutante no CCR. Pensa-se que esta expressao simultanea no CCR esteja

ligada, ndo apenas a génese tumoral, através da proliferagdo celular, mas
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provavelmente também ao desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia
(Baytekin e cols., 2009).

Também ha relatos de que a superexpressao deste biomarcador esteja
correlacionada com resisténcia a radioterapia (McGuire e cols., 2011; Lei e

cols., 2010).

1.5.2 B7-H1 (PD-L1)

O B7-H1 (também chamado de PD-L1), descrito por Dong e
colaboradores em 1999, é uma glicoproteina da superficie celular, pertencente
a familia B7 de moléculas co-estimuladoras que participam na ativacdo e na
delecao de células T ativadas em humanos (Vickers e cols., 2010; McGuire e

cols,, 2009; Dong e cols., 1999) [Figura 3].
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Figura 3: Localizagc&o de B7-H1 na célula
Fonte: Adaptado de Vickers e cols, 2010.
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Esta glicoproteina tem como fungéo inibir a imunidade mediada por
células T (Atkins e cols., 2007; Kim e cols., 2004). Acredita-se que o
mecanismo de expressao do marcador em células tumorais esta relacionado a
regulagdo génica no nivel pés-transcricional (Hirano e cols., 2005). Tumores
associados com B7-H1 tem mostrado inibicdo da imunidade tumoral especifica
por células T associados a redugao da apoptose por estas células, aumento da
producdo de citocinas e diminuigdo da citotoxicidade de células T ativadas
(Iwai e cols., 2002).

Em humanos, sua expressao normalmente esta limitada a macrofagos,
porém sua expressao aberrante tem sido demonstrada em diferentes tumores

malignos, incluindo o carcinoma renal (Thompson e cols., 2007) [Tabela 4].

Tabela 4: Tumores humanos com expressao de B7-H1

- Carcinoma de células transicionais da bexiga

- Carcinoma ductal e lobular da mama

- Carcinoma escamocelular de colo uterino e carcinoma endometrial
- Adenocarcinoma de cdlon

- Carcinoma escamocelular da laringe

- Carcinoma hepatocelular

- Carcinoma de pulmé&o (escamocelular e adenocarcinoma)
- Carcinoma ovariano

- Adenocarcinoma gastrico

- Carcinoma de glandulas salivares

- Carcinoma folicular de tiredide

- CCR, tipo células claras

- Carcinoma de eséfago

- Melanoma

- Glioblastoma

Fonte: Thompson e cols., 2007.

Considerando seu estudo nos CCRs, a série inicial da Clinica Mayo foi

constituida por 429 pacientes diagnosticados com CCR esporadico, do tipo
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células claras, no periodo 2000-2002. Foram examinados achados patologicos
como: tipo histolégico, tamanho tumoral, estagio tumoral, envolvimento de
linfonodos e presenca de metastases a distdncia no momento da nefrectomia,
grau nuclear e presengca de necrose. Nestes, também foi analisado por
imunoistoquimica expressao do B7-H1, usando material a fresco congelado,
tendo sido considerado como positivo aqueles que apresentaram 5 a 10% de
células coradas. Apéds, foram feitas comparagdes entre a expressdo do
marcador, os dados patoldgicos e a sobrevida dos pacientes. Como resultado
foi obtida um amostra de 196 pacientes que possuiam tecido fresco congelado
disponivel para o estudo. Nestes demonstrou-se que, os que apresentavam
niveis mais altos do marcador, correspondiam a tumores mais agressivos, nos
quais os pacientes tinham 4,5 vezes mais chance de morte pela doenca em
relagdo aqueles pacientes que tinham baixos niveis do marcador. Sendo assim
foi sugerido que o B7-H1 pudesse ser utilizado como marcador progndstico
para o tratamento dos CCR, tanto no pré-operatério, quanto no pds-operatorio
podendo representar no futuro um possivel alvo para o tratamento
imunoterapico deste tumor (Thompson e cols., 2004).

Na continuidade dos estudos foi feita analise de nova série contendo
CCRs primarios (196 casos) e também CCRs metastaticos (26 casos). Foi
utilizado tecido a fresco congelado, a analise da expressao proteica foi feita por
imunoistoquimica com a utilizagdo do anticorpo monoclonal B7-H1 (clone 5H1),
sendo considerados positivos tumores com 5 a 10% das células positivas para
o marcador. Como resultado este estudo confirmou, que mesmo apos ajustes
por analise multivariada o tumor que apresentava altos niveis do B7-H1 estava

associado de forma significativa a maior risco de morte pelo CCR. Além disso,
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também foi relatado que, mesmo naqueles pacientes que ja haviam realizado
previamente nefrectomia citoredutora, os tumores metastaticos também

apresentavam altos niveis do marcador (Thompson e cols., 2005) [Figura 4].
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Figura 4: Associacao da expressao de B7-H1 e morte por CCR

Nota: A taxa de sobrevida especifica para o CCR no ano 1, 2, e 3 apds a nefrectomia foi de
87.5%, 73.6%, e 64.4%, respectivamente para pacientes que apresentavam expressao de B7-
H1 > 10% quando comparados com taxas de 94.2%, 89.4%, e 85.8%, respectivamente, para
pacientes que apresentavam expressao tumoral de B7-H1 <10%.

Fonte: Adaptado de Thompson e cols, 2005.

Em 2006, foi realizado o primeiro trabalho utilizando material estocado
em parafina, tendo sido analisados pacientes com maior periodo de
acompanhamento. Foram selecionados 306 pacientes com CCR do tipo
células claras, sendo avaliada a expressao do B7-H1 por imunoistoquimica
onde encontrou-se cerca de 25% de positividade. Foi utilizado o ponto de corte

de 5% para quantificar a expressao do B7-H1. Além disso, foi demonstrado
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que pacientes com tumores positivos para o marcador apresentam maior risco
de progressao acelerada da doengca e maiores taxas de mortalidade
(Thompson e cols., 2006).

Também é relevante destacarmos que um dos grandes motivos de
interesse para o estudo de novos marcadores tumorais € o fato de que no
futuro os mesmos possam ser utilizados para o desenvolvimento de novas
drogas especificas para estes tumores, constituindo a chamada terapia de
células alvo. Neste cenario, o B7-H1 poderia tornar-se um bom candidato, pois
somado a sua expressdao nos CCRs primarios também foi demonstrado sua
expressao nos tumores metastaticos podendo assim beneficiar aos pacientes
de forma mais efetiva na utilizagcdo desta nova terapéutica que pode vir a ser

desenvolvida (Thompson e cols., 2005).

1.5.3 Expressao associada de B7-H1 e survivina

A expressao conjunta do B7-H1 e da survivina, também tem sido
associada com menor sobrevida dos pacientes. Os dois marcadores podem
promover, em conjunto, a progressao tumoral utilizando diferentes
mecanismos. Eles atuam visando preservar a viabilidade das células tumorais,
sendo que o B7-H1 o faz, promovendo a evasao do sistema imune enquanto
que a survivina promove a imortalizagao das mesmas (Figura 5). Sendo assim
eles cooperam entre si como fatores preditores de comportamento adverso nos

CCR (Thompson e cols., 2007; Parker e cols., 2006; Thompson e cols., 2005).
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Figura 5. Mecanismo de interagéo proposto entre B7-H1 e survivina no CCR

1. A survivina é apresentada na superficie tumoral para um receptor especifico de antigeno,
influenciando os LTC a produzir infilirado linfocitario; 2. Os LTC sao ativados e produzem IFN-
gama; 3.0 IFN-gama estimula a expressao do B7-H1 pelo tumor; 4. O B7-H1 passa entédo a
interferir na resposta imune antitumoral através da disfungao das células T e apoptose.

Nota: LTC: linfocitos T citotdxicos / IFN-gamma: interferon gama

Fonte: Adaptado de Krambeck e cols., 2007.

Em 2009, foi realizado novo trabalho utilizando painel de biomarcadores
incluindo ki-67, survivina e o B7-H1 em CCR. Neste foram utilizados 634 casos
consecutivos de CCR, no periodo de 1990-1999, sendo estudada a expressao
dos marcadores por imunoistoquimica. Foram encontrados 15,3% de
positividade para B7-H1 e 31,2 % para a survivina (Parker e cols., 2009).

Em estudo da expressao simultdnea dos dois marcadores foi utilizada
uma série inicial de 477 pacientes diagnosticados com CCR esporadico e
tratados com nefrectomia. Deste grupo, 298 casos tinham tecido disponivel em
parafina para avaliagdo dos marcadores. Esta foi feita através da
imunoistoquimica, sendo utilizados os anticorpos anti-survivina (Dako,

Carpinteria, USA, diluicdo 1:100) e anticorpo 5H1, especifico para B7-H1. Para
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quantificar a expressao da survivina foi considerado o ponto de corte de 2%.

Alta

Foram consideradas survivina aquelas que possuiam numero de células

Baxa a5 que possuiam numero

coradas maior ou igual a 2% e como survivina
de células coradas menor ou igual a 2%%. Ja para B7-H1 foi considerado o
ponto de corte de 5%. Tumores positivos passaram a ser denominados B7-H1"
e 0s negativos passaram a se denominar B7-H1. Como resultado foi

Alta & cerca de 25% como B7-H1 *. Ao serem

apresentado 31% como survivina
realizadas comparagdes entre os achados patolégicos e a expressao
combinada dos marcadores foi encontrado que o grupo survivina Ata 4 B7-H1 *
apresentava os tumores com fendtipos mais agressivos. Além disso, também
se demonstrou que estes estavam associados, de forma significativa, a maior

risco de progressao da doenga e maior chance de morte pelo CCR (Finley e

cols., 2011; Krambeck e cols., 2007).
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2. Objetivos:

21  Geral:
- [Estudo dos fatores progndsticos tradicionais e avaliagédo
imunoistoquimica de novos marcadores de agressividade em amostra de CCR

do sul do Brasil.

2.2  Especificos:

- Avaliagdo dos marcadores prognosticos tradicionais, ligados ao exame
anatomo-patologico, nos tipos histoldgicos mais frequentes de carcinoma renal:
células claras e papilar;

- Avaliacdo de novos marcadores imunoistoquimicos, B7-H1 e survivina,
candidatos a novos marcadores progndsticos nos tipos mais frequentes de
carcinoma renal: células claras e papilar;

- Andlise da expressao isolada e conjunta dos marcadores survivina e
B7-H1 em pacientes apresentando os tipos mais frequentes de carcinoma
renal;

- Estudo da relagcédo entre os fatores progndsticos tradicionais e a

expressao imunoistoquimica dos marcadores: survivina e do B7-H1.
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3. Artigo cientifico
Title: Renal cell carcinoma: evaluation of prognostic factors in 98 cases at
reference hospital from Porto Alegre, Brazil.
Authors: Freitas, AMS and Hartmann, AA
ABSTRACT: In hospital of Porto Alegre, Brazil we had done a transversal study
with renal cell carcinoma (RCC) patients between 2006-2009 who had
underwent radical nephrectomy. We selected cases that had diagnostic of more
common histologic subtype: clear cell and papillary. We retrospectively
reviewed pathological data to determine traditional prognostic factors like size,
presence of coagulative necrosis, Fuhrman grade and TNM. Associated we
made an immunohistochemistry study with new promise markers survivin and
B7-H1. As results we had 98 cases, 90% were clear cell histologic subtype,
73% of cases were tumors classified as T1 and T2 in TNM, the majority were
Fuhrman nuclear grade 2 or 3 and 70% had coagulative necrosis. About new
prognostic marker we found 50 cases positives only to survivin and 38 to B7-
H1. For both markers we had 23 cases. In this study we analyse relationship of
traditional prognostic markers and expression of dual markers in RCC and saw
that only coagulative necrosis were significant (p < 0.001).This finding suggest
like others that we had saw upon in literature that necrosis must be consider an
important prognostic factor in RCC.

KEY WORDS: renal cell carcinoma, kidneys neoplasm, tumoral

biomarkers, immunohistochemistry
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Introduction

In the United States, during 2013, over 60.000 new cases of renal cell
carcinoma (RCC) are expected and, approximately 13.000 of them, will die®.
RCC represents the seventh most common malignancy in men and the ninth in
women®. Considering there is a substantial difference in the prognosis and
biological behaviour associated with the different histological types of RCC, the
precise diagnosis becomes essential. The most common histological types are
those of clear cell and papillary types, representing 70-75% and 15-20% of
cases, respectively. The first type behaves more aggressively and is also

responsible for a higher number of deaths"”.

Nowadays, due to the advancements obtained in diagnostic imaging, 50% of
RCCs diagnosed, are detected accidentally®. Nonetheless, the incidence and
the mortality of RCC have remained on the rise in recent times. This data is
probably justified by the fact that almost 30% of RCC cases present
disseminated disease at the time of diagnosis and that around 50% of them will
evolve to death, due to metastases, during the first 5 years after diagnosis. The
progression of the disease causes significant changes in mortality with declining
survival rates ranging from 60% to less than 10%2* This fact seems to be
related to, already, advanced disease at the time of diagnosis or with those
cases that will progress in spite of surgical treatment. For these cases, neither
chemotherapy nor radiotherapy have proved to be efficient. Yet, there are
reports that nearly 20% of RCCs respond to some type of immunotherapy3. It is
known that RCCs are affected by the immune response of the host, which can

modify the progression of cancer'. Due to this, the study of new prognostic
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markers, becomes important for the understanding of the RCC behaviour, and
may improve the selection of the more aggressive cases, that could benefit from
more specific therapy, of the target-cell type. Survinin and B7-H1 are new
markers and have been considered promising prognosis markers %%, Survivin
is a bifunctional inhibitor of the apoptosis protein (IAP) and is involved in cell
cycle regulation and suppression of apoptosezz. It seems to be involved with
resistance to radiotherapy, as well as chemotherapy, in multiple human tumors.
Moreover, it is not detected in normal adult human tissues, but its expression
has been demonstrated in many human malignant tumors, such as kidney,
breast, colon, ovary, skin, lung, lymphoma, leukaemia and melanomas, thus
turning it into a likely candidate to be a therapeutic target for specific treatments
against cancer®. The B7-H1 (PD-L1) is a cellular glycoprotein, of the B7 family,
that participates in the regulation of human cellular immunity and is usually
restricted to macrophages34.The expression of this marker in RCC has been
associated with the worst prognosis'’. From here, the joint expression of B7-H1
and Survinin was studied in RCC, and it was noted that this was associated with
an increased risk of cancer progression and risk of death’. Therefore, we
decided to study the immune-histochemical expression of these markers in a
sample of RCC in Brazil, as well as their associations with traditional prognostic

markers.
Objectives

To study the expression of the new markers, survivin and B7-H1, by immuno

histochemical (IHC) in RCC and, the traditional prognostic factors, as well as
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their correlations. Due to the scarcity of data about RCC in our country, we also

intend to collaborate to increase knowledge regarding this issue in our midst.

Material and methods

After the approval of the Ufcspa Ethics Committee (N° 495/09) the sample was
chosen. The inclusion criteria were: patients who underwent radical
nephrectomy for RCC, of the papillary and clear cell types, in the period 2006-
2009, at the Hospital Santa Casa de Porto Alegre and, who had tumor samples
encased in paraffin blocks, for IHC study. After that, the review of cases by the
pathologist took place, using the classification of the World Health Organization
(WHO). The following data of the RCC were analyzed: size, histological type,
necrosis, sarcomatoid dedifferentiation, lymphocytic infiltration, lymph node and
adrenal compromise. To study the tumor extension, the invasion of the ureter,
vessels of the hilum, the renal pelvis, the renal capsule, renal sinus and peri-
renal adipose tissue were examined. For the IHC study, a block of paraffin with
a tumor sample, was selected at random. The blocks were sectioned at a
thickness of 3um, dewaxed and rehydrated to perform the technique. The
Method used was the ADVANCE ™ HPR, by Dako for the detection of proteins:
CD 274 (B7-H1, PD-L1) and Survivin. Antigenic recovery was performed in
Tris-EDTA (pH 9,0), in a double boiler (95-98°C), for 30 minutes. Endogenous
peroxidase activity was blocked using two baths, 10 minutes each, in 30
volumes hydrogen peroxide (H202), at 5%, in methanol. The blocking of non-
specific reactions was performed with 5% Molico milk, for 1 hour. Incubation
with primary antibodies was carried out overnight at 4°C. Incubation with the

secondary and tertiary antibodies was performed for 40 min at room
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temperature. For negative control of the technique, we used the same tissue,
with the same antibodies, except the primary one, which was replaced by
1%BSA. The antigen-antibody binding was visualized with the DAB chromogen
(diaminobenzidine). Counter staining was performed with Harris haematoxylin;
the slides were dehydrated and mounted with synthetic resin. The antibodies
used were: Survivin Rabbit Polyclonal, Lab. Thermo Scientific (Fremont, USA)
at a 1:50 dilution, and CD274 (B7-H1) Lab. Biolegend (San Diego,USA), Clone
29E.2AE at a 1:75 dilution. As positive controls prostatic carcinoma and palatine
tonsil were used respectively. For the survivin, the analysis of the results was
semi-quantitative. A positive nuclear staining (Figure 1) was considered
quantified by the number of positive tumor cells for five high-power fields (CGA)
with CX 41 Olympus microscope (Olympus, Japan). With the 10/20 eyepiece
and a 40X lens, a view field of 0.20 mm? for the great magnification®. For the
evaluation of B7-H1, staining of the cell membrane was considered positive,
(Figure 2) with a cutting point of 10% *°. According to the results, groups were
formed: GROUP 1: positive cases for both markers, GROUP 2: positive cases
for one marker and negative for the other and GROUP 3: negative cases for
both markers. Then, the associations between the groups - made up by the
IHC results - were analysed and, the pathologic data was studied. For this end,
we used the statistical softwares Sphinx and BioEstat 5.0 using the Chi square

test.
Results

The total number of cases of the sample was 98, and the majority (73%) of

tumors were classified as T1 and T2. Most cases (90%) were of the clear cell
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type and 10% were papillary. As for Fuhrman’s nuclear grade, 93% presented
nuclear grades 2 and 3. In the tumor extension study, invasion of the renal
capsule was found in around 50% of cases, of the renal sinus in 20%, of the
renal pelvis in 30% and of the vessels in around 8% of cases. The invasion of
the peri-renal adipose tissue was positive in 30% of cases while invasion of the
ureter was observed in 1% of cases. As to the adrenal, it was present and
positive in only 7% of cases. The finding of necrosis was present in 70% of
cases and sarcomatoid differentiation in 10%. In the nephrectomies analysed,
lymphadenectomy occurred in 30% of cases. Of these, only 5% were positive.
With respect to the presence of peritumoral lymphocyte infiltrate, it was present
in about 80% of cases and in most cases it was classified as focal. In the results
of the IHC study, 38 positive cases were obtained (38,8%) and 60 negative
cases (61,2%) for B7-H1 while for survivin, 50 positive and 48 negative cases
were found. Regarding survivin, the cases were selected in intervals by the
coloration intensity, being classified by the number of positive cells for the
marker per mm?Z. In the analysis of surviving positive cases, through the staining
intensity, there was no relevance at any interval. When analysing the IHC
results through the groups, we obtained: GROUP 1: 23% of cases, GROUP 2:
43% and GROUP 3: 34%. In the GROUP 2 analysis, we found 15% of positive
cases only for B7-H1 and 28% only for survivin. Concerning associations
between groups formed and prognostic factors, we did not find an association
between the traditional factors and the expression of the new markers. The
exception was the association found between group 1 and the presence of
necrosis, which was significant (with p <0.0007). In the other items studied, the

variables remained independent, with no statistical significance for p.
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Discussion

Our results, in general, confirm the RCC data available in the literature. Data on
RCC in the national literature are scarce. In Brazil, the National Cancer Institute
(INCA) provides information on the most common types of cancer. Due to its
lower prevalence, data about RCC are not included. The number of RCC cases
in Brazil was estimated at 1 to 2% of the total amount of cases, whereas in the
global estimate, this number could reach 3% of all malignancies®?"%. A large
variation in the number of cases can be observed among different geographical
areas, with higher rates foreseen for Europe and North America and lowest for
South America and Asia’. Our sample had a total of 98 cases of RCC during a
4 year period, from a single region of Brazil. There are large variations in the
national data published, regarding the studied period, origin and amount of
cases per sample. For example, there is a report of a national series of 230
cases, over a period of 15 years, originating from a single region or, from
another series of 508 cases, over a period of 1 year, but with data from around
the country. Therefore, our data may contribute to increase knowledge about

the disease in our country®?'

. Demographic data obtained in the study show
similarities with the national and international literature, considering the
information relevant for prognosis and tumor size, histological type and nuclear
grade®. Regarding the classification by size of the primary tumor, had a
balanced division of cases, but with a predominance of smaller tumors: 50% of
the patients had tumors smaller than 7.0 cm, while in other series these values

were approximately 40%'"?. Tumor size is part of the TNM system and

remains important for prognosis, as patients with larger tumors have lower
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survival rates than those with smaller tumors, with rates ranging from 0 to
84%'"°. When RCCs were studied through TNM, there was a concentration in T1
and T2 (73%). Nardi et al. found 62% for the same stages, highlighting that
among the 508 cases in the sample, 86 of them were not classified®’. In
international series, tumors classified as T1 and T2 represent up to 60% to 70%
of cases’". Literature data shows that survival in both the short and long terms,
are markedly higher for early tumors (pT1a and pT1b) than for larger and more
advanced tumors, reaffirming the importance of tumor size for prognosis of
RCC®. With respect to the histological type, clear cell carcinoma was the most
common, followed by papillary type, as observed in the literature, that provides
70 to 80% for the former and 5 to 15% for the latter®®*. When we consider the
Fuhrman nuclear grade, we had 93% of cases in grades 2 and 3, while in the
international data this finding is 80% and in the national about of 75%'"?'. The
presence of necrosis was reported in approximately 70% of cases. In another
Brazilian series, this finding was 50%, while in international data, this finding is
about 40%.

Alongside the traditional prognostic factors, this finding has been investigated,
since it seems that it can be a good indicator of aggressiveness. The results so
far, are still heterogeneous, but there are studies, already reinforcing this

idea17,23.26

. Despite the advances made in diagnosis, one of the striking
features of RCC continues to be high mortality, since the survival rate has
remained unchanged in recent years. It is known that traditional prognostic
factors fail to adequately select the most aggressive cases. For this reason, a

growing interest has been noted in the literature, in search for new prognostic

markers that may be more effective in the selection of cases with a more
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adverse behaviour. Among these we can highlight those that may assist in the
selection of cases that would benefit from specific therapies, such as target-cell
therapy. In recent years, several studies with new markers have been
considered promising, such as survivin and B7-H1 using IHC for their analysis.

In 2005, a study on the gene profile of RCC showed that survivin was a good
marker of tumor aggressiveness, and its expression was associated with

|22

survival““. Furthermore, in a study from the Mayo Clinic with 312 RCC cases,

found 31.1% expressing high levels of survivin and confirmed that these
patients had shorter survival and increased risk of death from cancer®3, In
2010, the association between the marker and other pathological factors was
studied and, it was observed that, the staging and tumor grade, as well as
lymph node involvement, were significantly associated with expression levels of
the same. Thus, survivin was considered an independent prognostic factor for
RCC'™.

In 2004 the study of B7-H1 begins, with a series of 196 RCC cases, using fresh
frozen tissue. Analysis of the expression was the positive staining of the
membrane with a cutting off point of 10% of the cells and conventional
microscopic examination by a pathologist. In this case, 37,2 % positives were
found. It was observed that the expression of this marker in RCCs primary
tumors was associated with shorter survival®. In this work, as in others of the
same group, the primary antibody 5H1 (monoclonal anti-human B7-H1),
developed at the institution, was used. In 2005, a new study on the marker,
then in metastatic tumors, confirms the same findingS. For this work, fresh

frozen tissue samples were still used. The staining of the membrane and a

cutting off point of 5-10% for the positive cases, were considered for this
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analysis, besides using conventional microscope examination by a pathologist.
There were 130 cases in this group and 66,3% positive cases were found®. To
continue, the authors performed a new study in 2006, using material blocked in
paraffin, maintaining all other previous parameters. The series had 306 cases
and obtained 24% positive results. It was also described that, the positive
expression of this marker in clear cell RCC type, was associated with adverse
pathologic findings such as advanced staging, larger tumor size, high nuclear
grade and necrosis. In addition, there was also a relationship between the
positive marker and a higher risk of progression and death from cancer,
emphasizing the hypothesis that this may be a marker of poor prognosis in
RCC?.
After the promising results of isolated analysis, the study of the joint expression
of the RCC markers began. In 298 cases, dual expression in 20% was obtained
and its association with a worse prognosis was perceived, which may be
regarded as a predictor of tumor aggressiveness. The cutting point for the
survivin analysis was 2% and for that of B7-H1 was 5%. The microscopic
analysis was performed using a digital apparatus and the values used had been
defined in a previous study?.
Subsequently, in 2009, a new work describes the development of a normogram
based on markers, called Bioscore, which uses the characteristics linked to the
joint expression of survivin, B7-H1 and Ki-67.

In this occasion, 634 cases were analyzed and it was tested whether the
association of expressions would improve the predictive capacity of the

markers, previously observed in individual analyses.
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The parameters considered for the B7-H1 analysis of expression were:
colouring of the membrane and cutting point of 5 — 10% for the stained cells.
For survivin, the nucleus colouring was taken into account, undergoing a semi-
quantitative analysis, obtaining the number of cells per mm?, attaining, as a
result high or low survivin. The expression analysis was determined by a
pathologist by means of a conventional microscope. As a result we obtained a
total of 15.3% of positive cases for B7-H1 and 31.2% for high survivin®. In our
study we analyzed the two markers separately and together. We obtained
isolated positives for the B7-H1 in 38,8% while in the literature we found results
with great variation, with rates ranging from 24% to 66% '42%°,

In the isolated analysis of survivin we had about 50% of positive cases,
while in other studies these values vary from 30 to 32% '*%*. Regarding the
joint analysis of the markers, we obtained 23% positives while in the literature,
this result was 13,8%'. It is important to report that, although following the
methodology described, we had difficulty working with the antibodies?*. Maybe
one of our limitations was the fact of using a commercially available antibody
while the other group used their own antibody?®2%3°,

After the IHC study, we formed groups, called 1, 2 and 3 considering the
result of the expression for both markers. When investigating the relationship
between groups and pathological data, we found no association between the
groups and histological type. Even with the numerical limitation of our sample,
we obtained this information, unprecedented in the literature. The only
association obtained between pathological data and the expression of markers
was the one found between necrosis and group 1 (positive cases for both

markers), with statistical significance. Recently, the expansion of data on RCC
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necrosis, available in the literature, is noticeable. In a large study of RCC
cases, of the mixed series, positive findings were 28%. Moreover, associations
with high grade tumors, more advanced stages, a greater chance of lymph
node involvement, as well as, distant metastases, have been reported. Thus,
necrosis was considered an independent factor for the survival of the CCR% . In
a new study, modifications were suggested for the analysis of necrosis. The
author suggested that the microscopic assessment of necrosis should be more
detailed instead of just restricting ourselves to report its presence or absence.
With this aim in mind the creation of a score was proposed. In this study,
necrosis was found in 66% of cases and it was concluded that, even though in
this case not having behaved as an independent factor, its presence is a factor
for a bad prognosis, being associated with adverse factors such as higher TNM
stage, high nuclear grade, vascular invasion and sarcomatoid dedifferentiation.
Therefore, the author suggests that the presence of tumor necrosis should be
routinely reported in the report of pathological nephrectomies for RCC™.
Additionally, there are reports of the association between histological type and
necrosis, with repercussions for the prognosis, being more important in the
clear cell type than in the others’. There are controversial data in the literature
on the subject. In a series of 213 cases, necrosis was reported in 63.8% of
them, but not demonstrated that the presence or extent of the same was
relevant for the prognosis'™. In a study of 1526 patients, tumor necrosis was
found in 31.2% of them. Furthermore, it demonstrated that this was important
for mortality, but was not an independent prognostic factor for survival'®.
However, the work that described the creation of the Mayo Clinic’s prognostic

normogram for RCC, necrosis was incorporated as a factor to be assessed®.
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Thus, our data seems to add to those that point at necrosis as important
for the prognosis of RCCs and, as such, we think that this assessment should
be carried out more carefully and that their outcome should routinely be part of

the pathology report.

Conclusion

Considering the data discussed we believe that the markers studied may
be promising in the future, but still need further research using more easily
repeatable methodologies. In our opinion, currently, the data still seem

heterogeneous.

In the study of the relationship between data and the pathological
expression of B7-H1 and survivin markers, no association was found between

the histological type and the expression thereof.

However, we obtained a significant association of the markers joint
positivity with necrosis, reinforcing in this way the importance of this factor.
Necrosis should possibly be assessed with more criteria during the microscopic

study, becoming a routine issue in all RCC reports.

In the current scenario, studies that seek to find markers for the selection of
RCC more aggressive cases are still necessary and, continue having an

important role for a better prognosis of the illness.



Fig. 1 RCC clear cell subtype, H&E. Photomicrograph_ 40X.

Fig. 2 RCC papillary subtype, H&E. Photomicrograph_ 40X.
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Fig. 3 Immunostaining positive for survivin protein expression in RCC.
Photomicrograph_ 40X.

Fig. 4 Immunostaining positive for B7-H1 protein expression in RCC.
Photomicrograph_ 40X.
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Fig. 5 Immunostaining negative for B7-H1 protein expression in RCC.
Photomicrograph_ 40X.
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Table 1: Demographic data (n= 98 cases)
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Variable Cases (%) Variable Cases (%)
Laterality Right 50 (51) Venous Present 8(8,2)
Left 38 (38,8) invasion Absent 90 (91,8)
NA 10 (10,2)
pT1a 29 (29,6)
Size * pT1b 27 (27,0) Renal pelvis ~ Present 23 (23,5)
pT2a 26 (26,5) invasion Absent 75 (76,5)
pT2b 16 (16,3)
Histologic Clear cell 86 (87,8) Ureter Present 1(1,0)
subtype Papillary 12 (12,2) invasion Absent 97 (99,0)
Sarcomatoid Present 10 (10,2) Perinephric Present 24 (24,5)
dedifferentiation Absent 88 (89,8) soft tissue Absent 74 (75,5)
invasion
1 6 (6,1) Present 79 (80,6)
Fuhrman 2 51 (52,0) Lymphocytic ~_Focal 43 (43.9)
nuclear grade 3 40 (40,8) infiltration Ml\ﬁdifa;e 28 (28,6)
4 1(1,0) are 8(8,2)
Absent 21 (19,4)
Necrosis Present 70 (71,4)
Absent 28 (28,6)
Present 27 (27,5)
Lymphnode o Gtive 5 (5.1)
Negative 22 (22,4)
Renal capsule Present 48 (49,0) NA 71 (73,5)
invasion Absent 50 (51,0)
Present 32 (39,8)
Adrenal Positive 7 (21,8)
Sinus fat Present 10 (10,2) Negative 25 (78,2)
involvement Absent 88 (89,8) NA 59 (60,2)

Note: NA = not available
* pT1a:smaller or equal to 4 cm // pT1b: higher than 4 cm and smaller or equal to 7 cm

pT2a: higher than 7 cm and smaller or equal than 10 cm // pT2b: higher than 10 cm
Reference: Organized by authors




Table 2: Association between traditional prognostic factors and results of IHQ
study using Chi-square test.

Immunohistochemistry

Variable markers (B7-H1 and p
Survivin)
GROUP 1 and 0,0923
Fuhrman nuclear GROUP 2
grade
GROUP 1 and 0,2147
GROUP 3
GROUP 1 and 0,7488
GROUP 2
Renal capsule
invasion GROUP 1 and 0.4151
GROUP 3
GROUP 1 and 0,0751
GROUP 2
eringorwtr:fisnu\?asion GROUP 1 and 0,3386
perinep GROUP 3
GROUP 1 and 0,0564
GROUP 2
R?:\f‘;;g'r:’is GROUP 1 and 0,0811
GROUP 3
GROUP 1 and 0,4022
GROUP 2
Sinus fat
involvement
GROUP 1 and 0,2463
GROUP 3
GROUP 1 and 0,4093
Necrosis GROUP 2
GROUP 1 and 0,0001*
GROUP 3

Note: * significative at 1% even after Yates correction.
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Conclusion

Thereafter consider all discussed data we believe that these markers B7-
H1 and survivin could be useful to RCC prognostic. However it was essential
that new studies had been done making more simple and homogeneous
methods. Until now, in our concerning data are insufficient and not entire
reliable. We didn't found association between subtype histologic and
expression of markers but we achieved an important correlation with
coagulative necrosis presence in RCC and group with dual expression of
studied biomarkers. Our notices designate that necrosis possible must be
heedful evaluated in microscopic study as so your presence always be referred
at RCC pathologic report. Further research to find adequate markers to select
aggressive cases have a significant role in RCC prognostic and continue to be

necessary to future changes in natural history of disease.
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4, Consideracoes finais

Este estudo teve entre seus objetivos, o de trazer contribuicdo ao
conhecimento sobre o0 CCR em nosso meio, através do estudo de uma série de
casos provenientes de um hospital de referéncia em Porto Alegre. Além disso,
também se propb6s ao estudo da expressdao imunoistoquimica de novos
marcadores, que tém sido considerados promissores como futuros marcadores
prognésticos no CCR. Apesar de termos encontrado associagédo significativa
apenas entre um dos fatores tradicionais e a expressao dos novos marcadores,
este achado ocorreu, de forma interessante, com um dos achados patoldgicos
que mais vem sendo estudado na literatura, sugerindo talvez que sua
importancia seja maior do que se pensava anteriormente.

Estudamos também, de forma inédita até o momento, a relacéo entre
a expressao dos marcadores survivina e B7-H1 com os tipos histolégicos mais
frequentes do CCR, nao encontrando associagao entre estes.

O aperfeicoamento do conhecimento sobre os tumores, como feito em
relacdo ao CCR, através do estudo de suas particularidades permite
aperfeicoarmos nosso entendimento sobre a doenca. Este persiste como
necessidade premente, sugerindo que deva ser realizado de forma continuada

possibilitando, no futuro, melhora no prognéstico dos pacientes.
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5. Anexos

51 Material e Métodos

Delineamento e amostra

O estudo tem um delineamento do tipo transversal. Apds a aprovagao do
projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), conforme parecer 495/09, em anexo, foi
selecionada a amostra do estudo. Esta teve como critérios de inclusdo e
exclusado os itens descritos abaixo (Tabela 8). Esta foi composta por todos os
casos diagnosticados como carcinoma de células renais, provenientes de
pecas cirurgicas de nefrectomia total, por via tradicional, realizados no
Laboratério de Patologia e Micologia da Santa Casa de Porto Alegre, no
periodo de 2006 a 2009. Nosso grupo foi composto pelos tipos histoldgicos
mais frequentes, ou seja, pelos casos de carcinoma de células claras do rim e
carcinoma papilar do rim.

Neste periodo foram inicialmente obtidos 102 casos com o diagnéstico
de CCR. Apds a selecgao inicial, foi feita uma revisdo dos laudos e blocos,
sendo obtido entdo um total de 98 casos que possuiam blocos de parafina
viaveis para realizacdo de imunoistoquimica. Apds foram selecionadas todas
as laminas dos casos para revisao, sendo entdo analisadas de acordo com a

classificagao de tumores renais da OMS.
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Tabela 5 — Critérios de inclusdo e de exclusdo dos casos da amostra de
carcinoma de células renais

Critérios de inclusao Critérios de exclusao

CCR diagnosticados no Laboratorio CCR diagnosticados em  outros
de Patologia da Santa Casa. laboratérios de Patologia, fora da
CCR diagnosticados no periodo de Santa Casa.

2006-2009 CCR diagnosticados fora do periodo
estudado.

Casos de CCR em que os pacientes Casos de CCR em que os pacientes
concordaram em participar através nao concordaram em participar
do Termo de Consentimento Livre e através do Termo de Consentimento
Informado (TCLE). Livre e Informado (TCLE).

CCR provenientes de tratamento Casos de CCR provenientes de
cirargico por nefrectomia total (via bidpsia ou outro tipo de cirurgia

aberta tradicional)
CCR que possuam blocos de CCR que nao possuam blocos de
parafina em bom estado. parafina em boas condigdes.

CCR diagnosticados como CCR diagnosticados como outros

carcinoma de células claras do rim e tipos de carcinoma renal, que nao

carcinoma papilar do rim. células claras e o papilar.

Fonte: Elaborado pela autora.

Simultaneamente a revisdo dos casos realizaram-se levantamentos sobre
os dados patologicos relevantes, conforme as diretrizes para o Céncer da
Uniao Internacional contra o Cancer (UICC) e o Sistema AJCC (American Joint
Committee on Cancer), sendo considerado além do tipo histolégico, dados
como: tamanho do tumor, invasdao do tecido adiposo perinéfrico,
comprometimento da capsula pelo tumor, comprometimento da adrenal pelo
tumor, comprometimento da veia renal, comprometimento do ureter,

comprometimento do tecido adiposo do seio renal, envolvimento de linfonodos,
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comprometimento da pelve pelo tumor, presenca de metastases a distancia,
estadiamento TNM (2002), presenca de necrose tumoral (de coagulagéo), grau
nuclear, diferenciacdo sarcomatoide e infiltrado linfocitico, que foi quantificado
como ausente, focal, moderado ou marcadamente presente (Frank e cols.,
2002; Zisman e cols., 2001; Storkel e cols., 1997).

Reacodes imunoistoquimicas para estudo da expressdo dos marcadores B7-H1

e survivina

Para a realizacdo do estudo imunoistoquimico foi selecionado de forma
aleatoria, um bloco de amostra tumoral, tendo sido utilizado o tecido fixado em
formalina e incluido em parafina. Os blocos foram seccionados na espessura
de 3um, desparafinados e reidratados para a realizacdo da técnica. Foi
utilizado o método ADVANCE ™ HPR, da DAKO para detecgdo das proteinas:
CD 274(B7-H1, PD-L1) e Survivin, a recuperagao antigénica foi realizada em
Tris-EDTA (pH 9,0) aquecido em banho-maria (95-98°C), por 30 minutos. A
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada, utilizando-se dois banhos de
10 minutos em peroxido de hidrogénio (H20O2) 30 volumes, a 5%, em metanol.
O bloqueio das proteinas inespecificas foi realizado com leite desnatado Molico
a 5%, por 1 hora. A incubagdo com os anticorpos primarios realizou-se durante
a noite, a temperatura de 4°C. A incubagcdo com anticorpo secundario e
terciario foi realizada por 40min a temperatura ambiente. Para controle
negativo da técnica, foram utilizados os mesmos tecidos, incubados com os
mesmos anticorpos, exceto o primario, que foi substituido por BSA 1%. A
ligacdo antigeno-anticorpo foi visualizada com o cromégeno DAB

(diaminobenzidina).
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A contra coloracdo foi feita com hematoxilina de Harris; as laminas foram
desidratadas e montadas com resina sintética. Apds a revisdo de todos os casos
da amostra, realizou-se o estudo imunoistoquimico utilizando a técnica descrita
acima. Obteve-se duas seccbes de 5-10 ym de espessura, que fossem
representativas da amostra tumoral presente no bloco de parafina de cada caso
selecionado. Uma lamina foi corada com anticorpo policlonal anti-survivina
(Survivin Rabbit Polyclonal — Lab. Thermo Scientific ,Fremont, USA.; diluicdo 1:50)
e a segunda lamina foi corada com CD274 (B7-H1, PD-L1), anticorpo monoclonal

CD-274/B7-H1/PD-L1 (BioLegend, San Diego, USA; Clone29E.2AE, diluigdo 1:75).

Como controle negativo foi omitido o anticorpo primario e utilizado o BSA 1% e
como controle positivo para o primeiro anticorpo foi utilizado carcinoma prostatico e

para o segundo marcador a tonsila palatina.

Analise da expressao

A expressdo imunoistoquimica da survivina foi analisada por método
semiquantitativo. Foi considerado como positiva a coloracdo nuclear, que foi
quantificada como o numero de células tumorais positivas em cinco campos de
grande aumento (CGA), usando o microscépio Olympus CX 41 (Olympus,
Japao). Com uma ocular de 10/20 e uma objetiva de 40 X, tem-se um campo
de visao de 0,5 mm, resultando em um campo de grande aumento de 0,20
mm?, sendo o resultado final indicado pela média dos cinco campos de grande
aumento®. Através do calculo do campo visual do grande aumento podemos
expressar este resultado em numero de células tumorais positivas por mm

quadrado.
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Para analise do B7-H1 considerou-se a coloracdo de membrana celular,
sendo marcado como ponto de corte 10 %. Os tumores foram classificados
como (B7-H1 +), quando positivos para o marcador ou como (B7-H1 -) B7-H1
negativos (Andersen e cols., 2007; Krambeck e cols., 2007; Thompson e cols.,
2005).

Apresentacio dos resultados e métodos estatisticos

ApOs a obtencdo de todos os dados obtidos, os resultados foram
tabulados e analisados com a utilizacdo de softwares estatisticos, como o
Sphinx e BioEstat 5.0. Todos os dados levantados foram compilados para toda
a amostra, obtendo assim dados demograficos sobre o carcinoma renal em
nossa populacao.

A expressdao protéica dos novos marcadores estudados foi feita
inicialmente de forma descritiva, sendo comparados os achados entre os dois
tipos histolégicos selecionados. Na continuidade, foi estudado o resultado
encontrado no estudo IMQ em nossa amostra, sendo obtida a expressao de
cada marcador de forma isolada e posteriormente a expressdo dos dois
marcadores de forma associada. Apds a obtengdo destes resultados,
formaram-se trés grupos. Estes foram criados a fim de agruparmos os
pacientes com as mesmas caracteristicas, isto €, GRUPO 1 = casos positivos
para os dois marcadores, GRUPO 2 = casos positivos para um dos
marcadores e negativo para outro e GRUPO 3 = casos negativos para os dois
marcadores. A partir destes comegamos a estudar a ocorréncia ou nao de
associagao entre cada dado estudado para a amostra e os grupos formados
pelos resultados da IMQ. Para verificarmos a possibilidade de associacéo entre

estes foi utilizado o teste do Qui-quadrado e o Teste Exato de Fisher.



5.2  Protocolo de avaliagdo do carcinoma renal

68

NOME:
INICIAIS:
ENDERECO E TELEFONE DE CONTATO:

CASO N°/ANO: REGISTRO SANTA CASA N°:

RESULTADO DO AP:

DATA DO DIAGNOSTICO: / /

ESTADIAMENTO PATOLOGICO NO DIAGNOSTICO: ( ) SIM ( YNAO

RESULTADOS MARCADORES IMQ:
A) B7-H1 B) SURVIVINA

CARACTERISTICAS TUMORAIS:
A. Tamanho do tumor:
. Invaséo do tecido adiposo perinéfrico: ()SIM () NAO
. Envolvimento de linfonodos: ()SIM () NAO
. Se SIM, especificar quais: numero LFN / local dos LFN

Grau nuclear de FURHMAN: ()1 ()2 ()3 ()4
. Diferenciagéo sarcomatéide: ( ) SIM () NAO

B
C
D
E. Presencga de necrose tumoral (de coagulagéo): ( )SIM () NAO
F.
G
H. Infiltrado linfocitico: ( ) SIM () NAO

() ausente ()focal () moderado () marcadamente presente

Presenca de invasao:
DE VASOSRENAIS:  ()SIM () NAO
DE PELVE RENAL: () SIM () NAO
DE CAPSULA RENAL: () SIM () NAO

DE TECIDO ADIPOSO PERINEFRICO: ()SIM  NAO ()
DE SEIO RENAL: SIM()  NAO()
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53 Termo de Consentimento Informado

O céncer de rim é um tipo de doenca que geralmente é diagnosticado em fase
avancgada. Devido a este fato os casos deste cancer geralmente trazem grandes dificuldades
para o seu manejo. Esta doenca frequentemente causa sofrimento pessoal e familiar intenso,
além dos altos custos envolvidos com o seu diagnostico e tratamento. Levando em conta esta
questdo, casos deste tipo de cancer estdo sendo estudados em centros de pesquisa, com a
intencdo de ampliarmos o conhecimento da doenga para que no futuro possam ser
desenvolvidos métodos diagndsticos e de tratamento mais adequados a ele. No momento esta
sendo realizado um estudo que visa estudar as caracteristicas do cancer renal diagnosticado na
Santa Casa de Porto Alegre. Vocé estd sendo convidada a participar deste estudo, que sera
realizado com a utilizagdo do material proveniente da retirada cirurgica do tumor, que se
encontra armazenado em bloco de parafina e guardado no Laboratério de Patologia da Santa

Casa, sob o numero . Através deste material serdo realizados todos os

estudos previstos nesta pesquisa, ndo sendo necessario nenhum outro exame adicional. Este
trabalho ndo trard nenhum custo extra para vocé e os pesquisadores se comprometem com a
confidencialidade dos dados.

A participagao neste trabalho é totalmente voluntaria. Vocé tem o direito de néo fazer
parte, ou mesmo de desistir da participagdo nesta pesquisa sem que isso represente qualquer
forma de prejuizo para vocé e/ou seu atendimento dentro desta Instituicdo. Sendo assim
solicitamos o seu consentimento para a utilizagdo de sua amostra nesta pesquisa.

“Pelo presente Consentimento Informado, eu declaro que fui informado, livre de
qualquer constrangimento, dos objetivos, da justificativa e dos procedimentos a que meu
material armazenado sera submetido, bem como dos beneficios futuros do presente
trabalho. Tive também a oportunidade de fazer perguntas sobre o trabalho, além de
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Resumo

Introdugéo: O carcinoma de células renais
(CCR) é doencga de comportamento
agressivo em todo o mundo. Objetivo:
Estudar os fatores progndsticos
tradicionais identificados no exame
anatomo-patoldgico e sua correlagdo com
a expressao imunoistoquimica dos novos
marcadores survivina e B7-H1. Método:
Em um hospital de referéncia de Porto
Alegre, Brasil foi realizado um estudo
transversal de CCR, com pacientes que
realizaram nefrectomia total, no periodo
2006-2009. Foram selecionados aqueles
com os tipos histoldgicos mais comuns:
células claras e papilares. Através de
revisdo de dados patolégicos relevantes
dos casos foram obtidos fatores
progndsticos tradicionais, como tamanho,
necrose, tipo histologico, grau nuclear e
sistema TNM. Também se realizou estudo
imunoistoquimico (IMQ) da amostra, com
0 uso dos marcadores survivina e B7-H1.
Resultados: Como resultados obtivemos
98 casos, com 90% deles do tipo células
claras, 73% classificados como T1 e T2, a
maioria com grau nuclear de Fuhrman 2 e
3 e cerca de 70% da amostra positivos

Keywords

Renal cell carcinoma, Tumoral biomarkers,
B7-H1, Survivin, Immunohistochemistry,
Prognostic factors

Abstract

Introduction: Renal cell carcinoma (RCC)
are agressive disease worldwide.
Objective: Study traditional prognostic
factors associated with pathological report
and new markers survivin and B7-H1 by
immunohistochemistry. Methods: In
reference hospital of Porto Alegre, Brazil
we done a transversal study with RCC
who underwent radical nephrectomy
between 2006-2009.We selected cases
who had diagnostic of more common
histologic subtype: clear cell and papillary.
We retrospectively reviewed pathological
data to determine traditional prognostic
factor like size, presence of coagulative
necrosis, Fuhrman grade and TNM.
Beside this we had done an
immunohistochemistry study with survivin
and B7-H1. Results: As results our sample
had 98 cases, 90% of cases were
composed by clear cell histologic subtype,
73% of cases were tumors classified as
T1 and T2 in TNM, the majority were
Fuhrman nuclear grade 2 or 3 and 70% of
group were positive for necrosis. In
relation to new prognostic marker we
found 50 positives cases to survivin and



para necrose. Ja no estudo IMQ foi
encontrado positividade em 38 casos para
o B7-H1 e em 50 para survivina. Ao
considerarmos a associacao entre os
fatores progndsticos tradicionais e a
expressao dos marcadores encontramos
associagao somente entre o grupo
positivo para os marcadores e necrose (p
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38 to B7-H1, respectively. In this
investigation we analysis the results of
traditional prognostic markers and new
markers and observed that only necrosis
were associated with positive results of
biomarkers (p < 0,001). Conclusion: This
finding confirms previous studies that
necrosis is an important factor to consider

< 0,001). Conclusdes: Tal achado vai de in the prognosis of RCC.
encontro aos dados da literatura que vem
realcando a importancia da necrose no

prognostico dos CCR.

Introdugao

Em 2013 nos Estados Unidos (EUA), sao esperados mais de 60.000 novos casos de
carcinoma de células renais (CCR), e aproximadamente 13.000 mortes??>. O CCR
representa a sétima malignidade mais comum em homens e a nona em mulheres?.
Considerando que existe marcada diferenga no prognostico e comportamento bioldgico
associado aos diferentes tipos histologicos de CCR, o diagndstico preciso torna-se
essencial. Os tipos histolégicos mais comuns sdo o tipo células claras e o papilar,
representando 70-75% e 15-20% dos casos, respectivamente. O primeiro tipo se
comporta de forma mais agressiva e é também o responsavel pelo maior numero de
mortes'’. Atualmente, devido aos avancos obtidos no diagndstico por imagem 50% dos
CCR diagnosticados sao detectados de forma acidental*.Mesmo assim a incidéncia e a
mortalidade do CCR tem se mantido em elevagdo nos ultimos tempos. Este dado
provavelmente se justifique pelo fato de que quase 30% dos CCR apresentem doencga
disseminada no momento do diagndstico e que cerca de 50% deles evoluirdo para ébito
por doenga metastatica nos primeiros cinco anos apds diagndstico. A progressdo da
doenca causa alteracdo importante na mortalidade, com declinio das taxas de sobrevida,
variando de 60% até menos de 10%2*. Este fato parece estar relacionado com doenca
avangada no diagndstico ou com aqueles que irdo apresentar progressdo mesmo apos
tratamento cirurgico. Para estes casos, tanto a quimioterapia como a radioterapia ndo se
mostram eficientes. Mesmo assim existem relatos de que quase 20% dos CCR
respondem a algum tipo de imunoterapia®. Sabe-se que os CCRs sdo afetados pela
resposta imune do hospedeiro, a qual pode modificar a progresséo do cancer'. Devido a
isto, o estudo de novos marcadores prognosticos faz-se importante para a compreensao
do comportamento dos CCRs, podendo aperfeigoar a selecdo dos casos mais agressivos
que poderiam se beneficiar com terapéutica mais especifica, tipo célula-alvo. A survivina e
o B7-H1 sdo novos marcadores e tem sido considerados promissores marcadores
progndsticos®*'°. A survivina é uma proteina bifuncional inibidora da apoptose (IAP) e
esta envolvida na regulagdo do ciclo celular e na supressdo da apoptose??. Ela parece
estar envolvida com a resisténcia a radioterapia assim como a quimioterapia em varios
tumores humanos. Além disso, ela ndo é detectada em tecidos humanos adultos normais,
porém sua expressdo tem sido demonstrada em muitos tumores malignos humanos,
como: rim, mama, colon, ovario, pele, pulmdo, linfomas, leucemias e melanomas,
tornando-a assim uma candidata provavel a alvo terapéutico em tratamentos especificos
contra o cancer®®. O B7-H1 (PD-L1) é uma glicoproteina celular, da familia B7 que
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participa na regulagdo da imunidade humana celular e geralmente esta restrita a
macréfagos®. A expressdo deste marcador no CCR tem sido associada com pior
prognéstico”. A partir disto foi estudada a expresséao conjunta do B7-H1 e da survivina no
CCR e notou-se que esta estava associada com maior risco de progressao do cancer e
com risco de morte’. Sendo assim, decidiu-se estudar a expressdo imunoistoquimica
destes marcadores em uma amostra de CCR do Brasil assim como suas associacdes com
0s marcadores prognosticos tradicionais.

Objetivos

Estudar a expressdo dos novos marcadores survivina e B7-H1, por imunoistoquimica no
CCR e os fatores progndsticos tradicionais, assim como suas correlagbes. Devido a
escassez de dados sobre o CCR em nosso pais, pretendemos também colaborar para
aumentar o conhecimento sobre 0 assunto em nosso meio.

Material e métodos

Apods a aprovacdo pelo Comité de Etica da Ufcspa (parecer 495/09) foi selecionada a
amostra. Os critérios de inclusdo foram: pacientes que realizaram nefrectomia total por
CCR, tipo células clara e papilar, no periodo 2006-2009, no Hospital Santa Casa de Porto
Alegre e que possuiam blocos de parafina para estudo IQ. Apds realizou-se revisdo dos
casos pelo patologista, utilizando-se a classificagdo da Organizagcdo Mundial da Saude
(OMS). Foram analisados os seguintes dados dos CCRs: tamanho, tipo histoldgico,
necrose, diferenciacao sarcomatoide, infiltrado linfocitario, comprometimento de linfonodos
e adrenal. Para estudo da extensdo tumoral foi revisada a invaséo de ureter, de vasos do
hilo, da pelve renal, da capsula renal, do seio renal e do tecido adiposo perirrenal. Para o
estudo IMQ foi selecionado, de forma aleatéria, um bloco de parafina com amostra
tumoral. Os blocos foram seccionados na espessura de 3um, desparafinados e
reidratados para a realizacdo da técnica. Foi utilizado o método ADVANCE™ HPR, da
DAKO para detecgao das proteinas: CD 274 (B7-H1, PD-L1) e survivina. A recuperagao
antigénica foi realizada em Tris-EDTA (pH 9,0) em banho-maria (95-98°C), por 30
minutos. A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada, utilizando-se dois banhos de
10 minutos em peréxido de hidrogénio (H202) 30 volumes, a 5%, em metanol. O bloqueio
das reacdes inespecificas foi realizado com leite Molico a 5%, por 1 hora. A incubagao
com os anticorpos primarios realizou-se durante a noite a 4°C. A incubacdo com
anticorpos secundario e terciario foi realizada por 40 min a temperatura ambiente. Para
controle negativo da técnica, foram utilizados os mesmos tecidos com os mesmos
anticorpos, exceto o primario, que foi substituido por BSA 1%. A ligacdo antigeno-
anticorpo foi visualizada com o cromégeno DAB (diaminobenzidina). A contra coloracgéo foi
feita com hematoxilina de Harris; as |aminas foram desidratadas e montadas com resina
sintética. Os anticorpos utilizados foram: Survivin Rabbit Polyclonal, Lab. Thermo
Scientific (Fremont, USA) na diluigdo 1:50, e CD274 (B7-H1)Lab. Biolegend (San
Diego,USA), Clone 29E.2AE na diluicdo 1:75. Foram utilizados como controles positivos
carcinoma prostatico e tonsila palatina, respectivamente. Para a survivina a analise dos
resultados foi semiquantitativa. Foi considerada positiva a coloragao nuclear (Figura 1),
quantificada como o numero de células tumorais positivas por cinco campos de grande
aumento (CGA), com microscopio Olympus CX 41 (Olympus, Japao). Com a ocular de
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10/20 e uma objetiva de 40X, tem-se campo de visdo de 0,20 mm? para o grande
aumento®. Para a avaliagdo do B7-H1 foi considerada positiva a coloracdo de membrana
celular (Figura 2), com ponto de corte de 10%. De acordo com os resultados, formaram-
se grupos: GRUPO 1 casos positivos para os dois marcadores, GRUPO 2 casos positivos
para um marcador e negativo para o outro e GRUPO 3 casos negativos para os dois
marcadores. Foram entdo analisadas as associagcbes entre os grupos formados pelo
resultado da IMQ e os dados anatomopatolégicos estudados. Para isto foram utilizados os
softwares estatisticos Sphinx e BioEstat 5.0, com a utilizag&do do teste Chi-quadrado.

Resultados

O numero total de casos da amostra foi de 98, sendo que a maioria (73%) era de tumores
classificados como T1 e T2. A maioria dos casos (90%) era tipo células claras e 10%
papilar. Quanto ao grau nuclear de Fuhrman, 93% apresentavam graus nucleares 2 e 3.
No estudo da extensdo tumoral, encontrou-se invasédo da capsula renal em cerca de 50%,
de seio renal em 20%, da pelve renal em 30% e dos vasos em cerca de 8% deles. A
invasao do tecido adiposo perirrenal foi positiva em 30% deles enquanto que a invasao do
ureter foi observada em 1% dos casos. Sobre a adrenal, a mesma estava presente e
positiva em somente 7% dos casos. A presencga de necrose foi observada em 70% dos
casos e a diferenciacdo sarcomatdide em 10%. Nas nefrectomias analisadas a
linfadenectomia ocorreu em 30% dos casos. Destes somente 5% foram positivos. Com
relacdo a presenca do infiltrado linfocitario peritumoral, em cerca de 80% dos casos ele
estava presente sendo na maioria das vezes classificado como focal (Tabela 1).

No resultado do estudo IMQ obteve-se 38 casos positivos (38,8%) e 60 negativos (61,2%)
para B7-H1 enquanto que para survivina foram encontrados 50 positivos e 48 negativos.
Quanto a survivina, os casos foram selecionados em intervalos pela intensidade de
coloragdo, sendo classificados pelo numero de células positivas para o marcador por
mm?.Na analise dos casos positivos para a survivina, pela intensidade de coloragdo, nao
houve relevancia em nenhum intervalo. Ao analisarmos os resultados IMQ pelos grupos
formados, obtivemos GRUPO 1 com 23% dos casos, GRUPO 2 com 43% e GRUPO 3
34%. Na analise do GRUPO 2, encontramos 15% dos casos positivos somente para B7-
H1 e 28% somente para survivina. No tocante as associagdes entre os grupos formados e
os fatores prognosticos ndo encontramos associagdo entre os fatores tradicionais e a
expressado dos novos marcadores. A excegao foi a associagado encontrada entre GRUPO
1 e presenga de necrose, que foi significativa (com p < 0,0001). Nos demais itens
estudados, as variaveis mostraram-se independentes, com p sem significancia estatistica
(Tabela 2).

Discussao

Nossos resultados, de forma geral, ratificam os dados sobre CCR disponiveis na literatura.
Os dados sobre CCR na literatura nacional sdo escassos. No Brasil, o Instituto Nacional
do Cancer (INCA) disponibiliza informag¢des sobre os tipos mais comuns de céncer. Por
sua menor prevaléncia os dados sobre o CCR nao estao incluidos entre estes. O numero
de casos de CCR para o Brasil foi estimado em 1 a 2% do total de casos, enquanto na
estimativa mundial este nimero pode chegar a 3% do total das malignidades®®%".
Observa-se grande variagdo no numero de casos entre os diferentes locais, sendo
previstas taxas maiores para a Europa e América do Norte e menores para a América do
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Sul e Asia’. Nossa amostra teve um total de 98 casos de CCR em um periodo de quatro
anos, vindos de uma unica regidao do Brasil. Existe grande variagdo entre os dados
nacionais publicados em relagdo ao periodo estudado, origem e numero de casos
compondo as amostras. Por exemplo, existe o relato de uma série nacional com 230
casos em um periodo de 15 anos, com origem de uma unica regido ou ainda de outra
série de 508 casos em um periodo de 01 ano, porém com dados vindos de todo o pais,
sendo assim nossos dados podem contribuir para aumentar o conhecimento da doencga
em nosso pais®?'.

Os dados demograficos obtidos no estudo apresentam similaridade com os da
literatura nacional e internacional, considerando as informacdes relevantes para
progndstico como tamanho tumoral, tipo histoldgico e grau nuclear®'.

Quanto a classificagdo pelo tamanho do tumor primario tivemos uma diviséo
equilibrada dos casos, porém com predominio dos tumores menores, 50% dos casos
apresentavam tumores menores que 7,0 cm, enquanto em outras séries estes valores
eram de cerca de 40% '"%. O tamanho tumoral faz parte do sistema TNM e continua
sendo importante para o progndstico, pois pacientes com tumores maiores tem sobrevida
men?sr do que aqueles que possuem tumores menores, com taxas que variam de 0 até
84% .

Quando os CCRs foram estudados pelo TNM, houve uma concentragédo em T1 e T2
(73%). Nardi e cols. encontram 62% para os mesmos esté%gios, ressaltando que entre os
508 casos da amostra, 86 deles ndo foram classificados?'. Em séries internacionais os
tumores classificados como T1 e T2 chegam a representar 60% a 70% dos casos'.
Dados da literatura mostram que a sobrevida, tanto no curto quanto no longo prazo, é
marcadamente maior para tumores iniciais (pT1a e pT1b) do que para maiores e mais
avancgados, reafirmando a importancia do tamanho tumoral para o prognéstico dos CCRE.

A respeito do tipo histolégico, o carcinoma de células claras foi o mais frequente,
seguido pelo papilar, conforme o que se observa na literatura que prevé 70 a 80% para o
primeiro e 5 a 15% para o ultimo?*2,

Ao considerarmos o grau nuclear de Fuhrman tivemos 93% dos casos nos graus 2 e
3, enquanto gue nos dados internacionais este achado chega a 80% e nos nacionais a
cerca de75%""?".

A presencga de necrose foi relatada em cerca de 70% de nossos casos. Em outra série
brasileira, este achado foi de 50%, enquanto que nos dados internacionais, este achado &
de cerca de 40%. Ao lado dos fatores progndsticos tradicionais, este achado tem sido
investigado por parecer que a mesma possa ser um bom indicador de agressividade. Os
resultados encontrados até o momento ainda sdo heterogéneos, mas ja existem estudos
reforcando esta ideia'"%*?°.

Apesar dos avangos observados no diagndéstico, uma das caracteristicas marcantes
do CCR continua sendo a alta mortalidade, pois a sobrevida tem se mantido inalterada
nos ultimos anos. Sabe-se que os fatores progndsticos tradicionais ndo conseguem
selecionar adequadamente os casos mais agressivos. Por isto tem-se observado na
literatura crescente interesse pela busca de novos marcadores prognosticos, que possam
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ser mais eficazes na selegcdo dos casos de comportamento mais adverso. Entre estes se
destacam aqueles que possam auxiliar na selegao dos casos que se beneficiariam com
terapéuticas especificas, como a terapia de células-alvo. Nos ultimos anos, existem varios
estudos com novos marcadores, considerados promissores como a survivina e o B7-H1
utilizando a IMQ para analise destes. Em 2005, um estudo sobre o perfil génico dos
CCR demonstrou que a survivina era um bom marcador de agressividade tumoral, sendo
que sua expressdo estava relacionada com sobrevida®’. Na sequéncia, em estudo da
Clinica Mayo com 312 CCR encontrou-se 31,1% dos casos expressando altos niveis de
survivina e confirmou-se que estes pacientes tiveram menor sobrevida e maior risco de
morte por cancer®®>%, Em 2010, foi estudada a associagao entre o marcador e outros
fatores patoldgicos e observou-se que o estadiamento e o grau tumoral, assim como o
comprometimento de linfonodos estavam associados de forma significativa com os niveis
de expressdo do mesmo. Sendo assim, a survivina foi considerada fator progndstico
independente para o CCR'®.

Em 2004 inicia-se o estudo do B7-H1, em série de 196 casos de CCR, com tecido
fresco congelado. Foi utilizada para analise da expressdo a coloragdo positiva de
membrana, com ponto de corte de 10% das células e analise microscopica convencional
feita por patologista. Neste encontraram 37,2 % de positividade. Observou-se que a
expressao deste marcador em CCRs primarios estava associada com tumores de menor
sobrevida®. Neste trabalho, assim como em outros do mesmo grupo, foi utilizado o
anticorpo primario 5H1 (anticorpo monoclonal anti-humano B7-H1), desenvolvido naquela
instituigéos. Em 2005, novo estudo sobre o marcador entdo em tumores metastaticos
confirma o mesmo achado. Neste trabalho ainda foram utilizadas amostras de tecido
fresco congelado. Para analise foi considerada a coloragdo de membrana e o ponto de
corte de 5-10% para os casos positivos, utilizando-se ainda analise microscopica
convencional por patologista. Havia 130 casos neste grupo e foi encontrada positividade
em 66,3% deles®. Em continuidade, os mesmos autores realizam em 2006, novo estudo
usando material emblocado em parafina com manuteng¢ao de todos os outros parametros
prévios. A série possuia 306 casos e obteve positividade de 24%. Foi descrito também
que a expressao positiva deste marcador no CCR tipo células claras, estava associada a
achados patologicos adversos tais como estadiamento avangado, maior tamanho tumoral,
grau nuclear alto e necrose. Além disso, também foi observada relagdo entre a
positividade do marcador e maior risco de progressao e morte por cancer, enfatizando a
hipétese de que este possa ser um marcador de pior progndstico no CCR%,

ApoOs os resultados promissores das analises isoladas foi iniciado o estudo da
expressdo conjunta dos marcadores no CCR. Em 298 casos obtiveram-se dupla
expressdo em 20% deles e notou-se ainda sua associagdo com pior prognostico, podendo
assim ser considerado como preditor de agressividade tumoral. O ponto de corte para
analise da survivina foi de 2% e o de B7-H1 de 5%. A analise microscépica foi digital e os
valores utilizados foram definidos em estudo prévio®®. Na sequéncia, em 2009 um novo
trabalho relata o desenvolvimento de um normograma baseado em marcadores, chamado
Bioescore, que utiliza as caracteristicas ligadas a expressao conjunta da survivina, B7-H1
e Ki-67. Neste foram analisados 634 casos e foi testado se a associagao das expressoes
melhoraria a capacidade preditiva dos marcadores, observadas previamente em analises
individuais. Os parametros considerados para a analise de expressao de B7-H1 foram:
coloragdo de membrana e ponto de corte de 5 a 10% para as células coradas. Para a
survivina foi considerada a coloragdo nuclear, sendo feita analise semiquantitativa
obtendo-se numero de células por mm?, tendo como resultado survivina alta ou baixa. A
anadlise da expressao foi determinada por meédico patologista com a utilizagcdo da
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microscopia convencional. Como resultados obteve-se um total de 15,3 % dos casos
positivos para B7-H1 e 31,2 % para survivina alta?*. Em nosso estudo analisamos os dois
marcadores de forma isolada e em conjunto. Obtivemos positividade isolada para o B7-H1
de 38,8 % enquanto na literatura encontramos resultados de positividade com grande
variacdo, com taxas entre 24% até 66% '*?**°. Na analise isolada da survivina tivemos
cerca de 50% dos casos positivos, enquanto em outros estudos estes valores variam de
30 a 32%"?*. Quanto a analise conjunta dos marcadores, obtivemos 23% de positividade
enquanto na literatura este resultado foi de 13,8% 4. E importante relatarmos que, mesmo
seguindo a metodologia descrita, tivemos dificuldade em trabalhar com os anticorpos®.
Talvez uma de nossas limitagdes seja o fato de utilizarmos o anticorpo disponivel
comercialmente enquanto o outro grupo utilizou um anticorpo proprio?2°%

Apés o estudo IMQ formamos grupos, chamados 1,2 e 3 considerando o resultado
da expressao para ambos marcadores. Ao investigamos a relagdo entre os grupos e 0s
dados patoldgicos, ndo encontramos associagdao entre os grupos e o tipo histoldgico.
Mesmo com a limitagdo numérica de nossa amostra, obtivemos essa informacéo inédita
na literatura. A Unica associagao obtida entre os dados patolégicos e a expressao dos
marcadores foi a encontrada entre a necrose e o grupo 1 (casos positivos para ambos os
marcadores), apresentando significancia estatistica. Nota-se nos Uultimos tempos a
ampliagdo dos dados sobre a necrose no CCR disponiveis na literatura. Em um grande
estudo de casos de CCR, de série mista, encontrou-se positividade em 28% deles. Além
disso, foi relatado também associagcdo com tumores de alto grau, estagios mais
avangados, maior chance de comprometimento de linfonodos assim como metastases a
distancia. Sendo assim, a necrose foi considerada fator independente para a sobrevida do
CCR?. Em novo estudo foram sugeridas modificacdes na andlise da necrose. O autor
sugeriu que a avaliagdo microscopica da necrose deveria ser mais detalhada ao invés de
somente nos atermos em relatar sua presenca ou auséncia. Com este objetivo foi
proposto a criacdo de um escore para a mesma. Neste estudo foi encontrado necrose em
66% dos casos e concluiu-se que, ainda que a mesma nao tenha se comportado como
fator independente, sua presenca € um fator de mau progndstico, estando associada a
fatores adversos como maior estadiamento TNM, alto grau nuclear, invasdo vascular e
diferenciacdo sarcomatoide. Consequentemente o autor sugere que a presenga de
necrose tumoral deveria ser relatada rotineiramente no laudo patolégico das nefrectomias
por CCR'2. Associado a isto, ha relato da associagdo entre o tipo histologico e a necrose
com repercussao para o prognostico, sendo mais importantes no tipo células claras do
que nos outros’. Também ha dados controversos na literatura sobre o assunto. Em série
de 213 casos a necrose foi relatada em 63,8 % deles, mas ndo se demonstrou que a
presenca ou a extensdo da mesma fosse relevante para o prognéstico19. Em estudo de
1526 pacientes, foi encontrada necrose tumoral em 31,2% deles. Além disso, se
demonstrou que esta era importante para a mortalidade, mas nao era um fator
progndstico independente para sobrevida'®. Porém, no trabalho que descreveu a criacao
do normograma prognéstico da Clinica Mayo para CCR, a necrose foi incorporada como
um fator a ser avaliado®. Logo, nossos dados parecem somar-se aqueles que apontam a
necrose como importante para o prognoéstico dos CCR e como tal nos parece que sua
avaliagcdo deveria ser realizada de forma mais cuidadosa e que seu resultado
rotineiramente devia fazer parte do laudo patoldgico.

Conclusao
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Considerando os dados discutidos acreditamos que os marcadores estudados
possam ser promissores no futuro, mas continua sendo necessario novas pesquisas com
metodologias mais facilmente replicaveis. Em nossa opinido, atualmente, os dados ainda
nos parecem heterogéneos.

No estudo das relagdes entre os dados patoldgicos e a expressao dos marcadores B7-
H1 e survivina ndo foram encontradas associagado entre o tipo histologico e a expressao
destes. Obtivemos, porém, associagcado significativa da positividade conjunta dos
marcadores com a necrose reforgcando assim a importancia deste fator. Possivelmente, a
necrose, deveria ser avaliada mais criteriosamente no estudo microscopico tornando-se
parte rotineira dos laudos de CCR.

No atual cenario, estudos que buscam encontrar marcadores para a sele¢cao dos casos
mais agressivos de CCR continuam necessarios e persistem tendo papel importante para
melhora do progndéstico da doenca.

Tabela 1: Aspectos anatomopatologicos gerais de 98 casos de carcinoma de células renais
submetidos a nefrectomia no Hospital Santa Casa de Porto Alegre, no periodo de 2006 a 2009.

Variavel (?;/S(;s Variavel Casos (%)
(1]
Direita 50 (51) Invasdo dos Presente 8(8.2)
Lateralidade Esquerda vasos Ausente
g 38 (38,8) ; 90 (91,8)
hilares
NR 10 (10,2)
pT1a 29 (29,6)
pT1b 27 (27,0) Invasdo da Presente 23 (23,5)
Tamanho tumor *
pT2a 26 (26,5) pelve renal Ausente 75 (76,5)
pT2b 16 (16,3)
Células 86 (87,8) Invasdo de Presente 1(1,0)
Tipo histoldgico claras
12 (12,2) ureter Ausente 97 (99,0)
Papilar
leerenC|a,gao Invaséo do Presente 24 (24,5)
sarcomatoide




Grau nuclear de

Fuhrman

Necrose de
coagulacao

Invasao de

capsula renal

Presente

Ausente

Presente

Ausente

10 (10,2)

88 (89,8)

70 (71,4)

28 (28,6)

48 (49,0)

adiposo

perirrenal

Presenca
de

infiltrado

linfocitario

Linfonodos

Suprarrenal

Ausente

Presente

Focal

Moderado

Intenso

Ausente

Presentes

Positivos

Negativos

NR

Presente
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74 (75,5)

79 (80,6)

43 (43.9)

28 (28,6)

8 (8,2)

21 (19,4)

27 (27,5)

5 (5,1)

22 (22,4)

71 (73,5)

32 (39,8)
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50 (51,0)
Presente Positiva 7 (21,8)

Ausente Negativa 25 (78,2)

NR 59 (60,2)

~ . Presente 10 (10,2)
Invasao do seio

adiposo renal Ausente 88 (89,8)

Nota: NR = informagao indisponivel
* pT1a:menorouigual a4 cm // pT1b: maior que 4 cm e menor ou igual a 7 cm
pT2a: maior que 7 cm e menor ou igual a 10 cm //  pT2b: maior que 10 cm

Fonte : Elaborado pelos autores

Tabela 2: Associacdo entre os fatores progndsticos tradicionais identificados no exame anatomo-
patolégico e sua correlagdo com os trés grupos formados de acordo com a expressdo
imunoistoquimica dos novos marcadores survivina ¢ B7-H1 em uma amostra de 98 casos de
carcinoma de células renais, por meio do teste Chi-quadrado.

Variavel B7-H1 e Survivina P
GRUPO 1 com 0,0923
GRUPO 2
Grau nuclear de
Fuhrman GRUPO 1 com 0,2147
GRUPO 3
Invasao de capsula GRUPO 1 com 0,7488

renal GRUPO 2



GRUPO 1 com 0.4151

GRUPO 3
GRUPO 1 com 0,0564
GRUPO 2
Invasao de pelve
renal GRUPO 1 com
GRUPO 3 0,0811
GRUPO 1 com 0,4022
GRUPO 2
Invasao do seio
adiposo renal
GRUPO 1 com 0,2463
GRUPO 3-
GRUPO 1 com 0,4093
GRUPO 2
Necrose
GRUPO 1 COM 0,0001*
GRUPO 3

Notas: 1. * significativa ao nivel de 1%, inclusive com o uso da corregdo de Yates.
2. GRUPO 1 = casos positivos para os dois marcadores
GRUPO 2 =casos positivos para um dos marcadores e negativo para outro
GRUPO 3 = casos negativos para os dois marcadores

Fonte: Elaborado pelos autores
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Figura 2:RCC tipo células claras positivo para B7-H1 por imunoistoquimica, 40x.



