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RESUMO

O Tumor de Wilms (TW) € o tumor sélido renal mais comum na criangca. Apesar do bom
prognéstico na maioria dos casos, muitos pacientes com doenga de histologia favordvel
apresentam recidiva e evoluem para dbito. Tem-se buscado na biologia molecular a identificacao
de fatores de progndstico mais efetivos para estas criangas. O fator tecidual (FT), uma proteina de
membrana celular ligada ao desencadeamento da cascata da coagulagdo parece ser fundamental
para a progressdo de neoplasias malignas através da ativacdo do processo de angiogé€nese. A
expressdo do FT foi associada ao desenvolvimento de metdstases € a um pior progndstico em
varios tipos tumorais. Descrevemos pela primeira vez a expressdo do FT em espécimes fixados em
parafina de tumores de Wilms obtidos de 41 pacientes operados no Hospital Sdo Lucas da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul e no Hospital da Crianga Conceicdo de
Porto Alegre e comparamos a intensidade da sua expressdo com a densidade microvascular
(DMV), critérios de prognéstico estabelecidos (idade, estagiamento e histologia), recidivas
tumorais e sobrevida geral. Encontramos correlagdo positiva entre a expressao do FT e a recidiva
dos tumores e entre a expressdo do FT e o 6bito. Ndao encontramos correlagdo significativa entre a
expressdo de FT e os outros fatores de progndstico estabelecidos, bem como com a DMV.

Na anélise multivariada o FT permanece como um fator independente de progndstico para

uma maior mortalidade.
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ABSTRACT

Wilms tumor is the most common solid renal malignancy in childhood. Even among patients
with favorable histology and staging, some recur and eventually die from the disease. Novel
prognostic factors could be especially useful in the management of these children. Tissue factor
(TF), a protein linked to the extrinsic coagulation pathway, is highly expressed in various tumors,
and has been associated to the development of metastases and to a poor prognosis. Our study
describes, for the first time, the expression of TF in paraffin-fixed specimens of Willms tumors
from 41 patients treated at Hospital Sdo Lucas da PUCRS and Hospital da Crianga Conceicao,
Porto Alegre. The immunohistochemical expression of TF was compared to microvascular density
(MVD) and to other established prognostic criteria, such as age, staging, histology, tumor
recurrence, overall and cancer-specific mortality. Increased TF expression was correlated to a
higher risk of tumor recurrence and death. However, there was no significant correlation between
TF expression and other established prognostic factors. Likewise, TF expression was not
correlated to an increased MVD.

In multivariate analysis TF expression remain as a independent prognostic factor to a higher

risk of death.



1 INTRODUCAO

Apesar da importante melhora na taxa de sobrevida dos pacientes com tumor de Wilms
(TW) com o uso de quimioterapia intensiva e radioterapia, persistem os efeitos colaterais
agudos e tardios advindos destas terapias (pancitopenia, enterite, cistite, hemorragias e
septicemia, infertilidade, retardo do desenvolvimento mental, insuficiéncia renal e/ou cardiaca
e neoplasias secunddrias). Por estas razdes, o desenvolvimento de novas terapéuticas para os

12,3
TW se torna relevante. ™

O TW necessita ainda da identificac@o de fatores progndsticos que
permitissem uma maior individualizacdo do tratamento dos pacientes para monitorizar a

atividade tumoral e reduzir o emprego da radioterapia e quimioterapia nos casos favoraveis.

O estagiamento e a histologia sdo os fatores prognésticos mais importantes nos TW,
sendo utilizados para a definicdo do tratamento. Contudo, um subgrupo de pacientes com
histologia favordvel (HF) apresenta recidivas e doenga agressiva resistente as terapias

. . o a1 45
conhecidas, evoluindo para progressdo e 6bito.”

A base bioldgica desta md evolucdo eventual em criangas com tumores de HF ainda ndo
foi bem esclarecida, mas estes pacientes t€ém sido investigados intensamente pelos grupos de
estudos cooperativos internacionais, principalmente pelo “National Wilms Tumor Study”

(NWTS) e pela Sociedade Internacional de Oncologia Pediatrica (SIOP).

O NWTS-5 incorporou varios fatores adicionais de mau progndstico. Uma das alteracdes
moleculares que t€m sido sugeridas como importante indicativa de evolu¢do adversa em
pacientes com TW de histologia favordvel é a perda do alelo 1q e 16q°; entretanto, a perda do
alelo no NWTS-5 estd presente em apenas um terco dos pacientes que recidivaram.” A
expressao do gene supressor WT blastematoso (WT1) é considerada um marcador prognéstico
independente para a progressdo da doenca,’ enquanto que outros estudos tém associado um

. s ~ 8
pior progndstico a super-expressdo do gene supressor tumoral p53.%°

Estd bem estabelecido que o crescimento e as metdstases dos tumores solidos sdo
dependentes da angiogénese, mas que os fatores reguladores da angiogénese podem diferir

entre os tumores. Em um estudo experimental, Kim'® e cols. mostraram que a angiogénese €



regulada de maneira distinta em neuroblastoma e em TW. Estes tumores apresentam diferentes
padroes de metdstases, invasdo e respostas a terapéutica, e apesar de ambos tumores
expressarem o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) o neuroblastoma ¢
efetivamente menos bloqueado pelo anti-VEGF do que o TW. O padrdao da rede vascular
mostrou-se diferente entre estes dois tumores, provavelmente porque o recrutamento de vasos
sangiiineos tumorais utilizou mecanismos alternativos. O neuroblastoma influenciado pelo
anti-VEGF mostrou que os vasos sofriam alteragdes, denominadas por Kim de corpos
vasculares terminais e que estas alteragdes desapareciam apds o término do agente
antiangiogénico. Tratado com o anti-VEGF, o TW mantinha sua arquitetura vascular, porém
com reducdo do nimero de vasos. Estes achados apdiam o conceito de que a regulacdo da
angiogénese varia de um tumor para o outro e sugere que as mesmas terapias antiangiogénicas
podem ndo ser efetivas para todos os tumores.'’ Alguns tumores agregam inicialmente os
vasos sangiiineos locais para formagdo da rede neovascular a qual depende de um complexo
relacionamento entre fatores associados ao tumor e células circundantes normais. Como a
angiogénese tem sido reconhecida como um indicador de mau prognéstico em TW,'!!
correlacionando-se com a presenca de metdstases, a neovascularizagdo parece ser um processo

importante na transformacao de um resto nefrogénico (potenciais precursores do TW) em um

tumor maligno.

O fator tecidual (FT) apresenta um papel bem definido no mecanismo hemostético, mas
parece estar envolvido ainda em uma série de outros processos celulares, tais como a

. ~ A 12,13
proliferacdo celular e a angiogénese.

Atualmente, acredita-se que o FT desempenha uma
funcdo essencial no processo de tumorigénese sendo regulador da angiogénese em vérios
. e . 14 2 .
tumores, como foi demonstrado inicialmente em sarcomas ~ e apds em carcinomas de
. 15,16 A 17 on 18 ~ . ~ c 19 A 20
prostata, de célon, * estobmago, = pulmio do tipo ndo pequenas células, = pancreas™ e
21 ~ e
melanoma.” Aparentemente, a expressdo do FT possibilita um aumento da taxa de

crescimento tumoral e da neovascularizacdo mediada parcialmente pela produgdo

concomitante do VEGF e pela reducdo da trombospondina 21422

O estudo sobre a expressdao do FT em TW poderia fornecer dados importantes sobre sua

aplicabilidade como um potencial marcador de progndstico, com vistas a uma maior

individualizaca auti . 16,23.24,252627.28
individualizagdo das terap€uticas atuais.” =77



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tumor de Wilms

Em 1814, Rance descreveu a presenga de tumores renais na crianga referindo-se aos
mesmos como uma neoplasia renal,”” mas a descricdo patolégica cldssica foi feita por Eberth
em 1872.%° Trés anos ap6s, Cohnheim descreveu um tumor renal pedidtrico, chamando-o de
sarcoma congénito do rim. Em 1879, William Osler reconheceu que Eberth, Cohnheim e
outros médicos haviam descrito os mesmos tumores renais, apenas com diferentes
denominagdes, como sarcoma embriondrio, sarcoma renal, sarcoma muscular entre outras. Em
1899, Carl Max Wilhelm Wilms, um cirurgido alemao, escreveu uma monografia detalhada
sobre os tumores sélidos renais da infancia, adicionando a literatura existente sete casos. Sua
descricdo do quadro clinico foi tdo precisa que se passou a utilizar o eponimo “fumor de
Wilms”, em voga até o momento.>>03!

A excisdo cirdrgica era o unico tratamento disponivel para estes tumores até 1915,
quando Friedlander passou a adicionar a radioterapia ao tratamento. Nesta época, com a alta
mortalidade cirurgica, a sobrevida variava em cerca de 5-6%. A mortalidade trans-operatéria
diminuiu quando Ladd refinou a técnica cirtirgica na década de 40, elevando a sobrevida
destes tumores para 20%. O uso de quimioterapia citotoxica no tratamento do TW iniciou em
1954, com actinomicina D. Em 1956, Farber introduziu a era do tratamento moderno do TW,
combinando cirurgia, radioterapia pds-operatéria e quimioterapia, conseguindo uma sobrevida
em 2 anos de 81%.°"*' Em 1969, vérios grupos de estudo da oncologia nos Estados Unidos,
reuniram-se para formar o “National Wilms Tumor Study” (NWTS), que visava a obtencao de
uma casuistica maior que permitisse criar recomendagdes que auxiliassem no manejo destas

criangas.

Os avancos no tratamento do Tumor de Wilms devem-se especialmente a formacao
destes grupos cooperativos multi-institucionais: nos Estados Unidos, o NWTS, na Europa o
grupo da “Sociedade Internacional de Oncologia Pediatrica” (SIOP), na Inglaterra o “United

Kingdom Childrens’ Cancer Study Group” (UKCCSG) e no Brasil o “Grupo Cooperativo



Brasileiro para o Tratamento do Tumor de Wilms” (GCBTTW), iniciado em 1986. Os grupos
cooperativos t€ém contribuido para a padronizacdo do tratamento e para a melhoria da
sobrevida.******* A maioria dos TW sido tratados usando os protocolos criados pela SIOP ou

NWTS.

Em 2000, os quatro maiores grupos cooperativos para o estudo dos tumores pedidtricos
dos Estados Unidos (0 NWTS, o Intergrupo para estudo do Rabdomiossarcoma, o Grupo de
Oncologia Pediatrica e o Grupo de Cancer Pedidtrico) juntaram-se e formaram um grande
grupo cooperativo, chamado de Grupo de Oncologia Pediétrica (“Children’s Oncology Group”

- COG) para um tratamento mais racional e centralizado dos tumores da crianca.”

2.1.1 Caracterizacao da Doenca

O TW, também conhecido como nefroblastoma ou embrioma renal, é o segundo tumor
abdominal s6lido da infancia em freqii€ncia e afeta principalmente criangas com idades entre
um e quatro anos, com uma média de trés anos.’®*” No GCBTTW a idade variou de 15 dias a
22 anos, com uma mediana de 36 meses, média de 44,9 meses e desvio padrio de 36,6
meses.”** Setenta e cinco por cento dos pacientes estdo abaixo de cinco anos e 90% abaixo de
sete anos ao diagnostico, sendo o TW raro no recém-nascido e no adulto.’**” No GCBTTW
os sexos foram igualmente afetados e a raca predominante foi a branca com 66,6%.**%**
Atualmente tem-se dado mais valor as variacOes de idade entre os sexos, a associagdo com
outras anomalias congénitas e a presenca de lesdes precursoras do nefroblastoma (p.ex.,
nefroblastomatose). Dados obtidos da SIOP e do NWTS mostram que pacientes do sexo
feminino sdo em média seis meses mais velhos do que os do sexo masculino e que os de raca
negra sao significativamente mais velhos do que os da raca branca e os asidticos. A associagcao
com anomalias congénitas, como hemihipertrofia, aniridia, sindrome de Beckwith-Wiedmann
e outras, € util para identificar formas hereditarias do TW, sendo que o aparecimento do tumor
nestes casos é mais precoce do que nos pacientes com tumores isolados.*®’

As sobrevidas globais apds um, dois e quatro anos para todos os pacientes admitidos no

primeiro GCBTTW (1986-94) foram respectivamente, de 88%, 80% e 73% e os resultados do
estudo do SIOP-9 aparecem na Tabela 1.



Tabela 1. Sobrevida do tumor de Wilms do SIOP-9.

Estagiamento Histologia Sobrevida livre de doenca Sobrevida
(2 anos) (5 anos)
| Favoravel 100% 100%
| Favordvel, anaplasia 88% 93%
II NO Favoravel 84% 88%
IIN1elll Favoravel 71% 85%
M elll Anaplasia 71% 1%

NO= sem envolvimento de linfonodo, N1= com envolvimento de linfonodo
Fonte: Graf N, Tournade MF, Kraker J. Urol Clin N Am 27(3): p 443-54, 2000

Existe uma diferenca filos6fica no tratamento do Tumor de Wilms entre os dois maiores
grupos cooperativos internacionais (NWTS e SIOP). O NWTS recomenda cirurgia primdria
antes de quimioterapia adjuvante ou radioterapia, enquanto a SIOP baseia-se no uso de
quimioterapia neoadjuvante. Ambos os grupos usam a quimioterapia neoadjuvante para
pacientes com tumores bilaterais, tumores em rim unico, tumores com invasdo da veia cava
inferior acima das veias hepaticas e tumores irressecdveis durante a exploragio cirdrgica.'
Existe controvérsia em manejar um tumor irressecdvel com diagndstico apenas em imagem,
sendo que o NWTS recomenda exploragdo cirtirgica deste tumor para definir a ressecabilidade
do mesmo. A SIOP recomenda rotineiramente o uso de quimioterapia neoadjuvante, sem
biopsia, seguida de nefrectomia e, apds, quimioterapia pds-operatdria e/ou radioterapia
dependendo do estagiamento do tumor. Existem relatos de maior risco de ruptura do tumor,
independentemente do tamanho do mesmo, com piora do estagiamento em criancas

. N . sz 3
submetidas a nefrectomia primaria.

A exclusdo da bidpsia pré-quimioterapia deve-se ao relato de recorréncia tumoral no
local da bidpsia, o que ndo foi ratificado em uma revisdo de 78 pacientes diagnosticados por

bidpsia percutanea (com “trucut”), nos quais ndo houve nenhuma recorréncia no local da



puncdo. Atualmente indica-se bidpsia com agulha fina para confirmacdo da histologia em
criangas com apresentacao clinica nio habitual, maiores de cinco anos, com infec¢@o urindria,
septicemia ou inflamag¢do do psoas junto ao tumor ou achados de imagem nao habitual como
calcificacdo abundante, volumosas adenopatias, massa extra-renal ou parénquima renal nao
identificado."*?

Apesar dos protocolos da SIOP e NWTS serem diferentes na abordagem e tratamento, os

resultados sdo similares.

2.1.2 Histologia

Os TW sdo unicéntricos na sua maioria, entretanto massas multicéntricas em um rim e
lesdes primdrias bilaterais sdo observadas em 7% dos casos. Os TW sdo usualmente massas
arredondadas bem demarcadas do parénquima renal adjacente através de uma pseudocdpsula
fibrosa peritumoral. Apresentam cor que varia de um cinza claro até intenso e com
consisténcia eléstica, tornando-se mais firme nas lesdes compostas em sua maioria por
elementos estromais maduros.*® O cldssico tumor de Wilms é composto de blastema, estroma
e elementos epiteliais (trifdsico), podendo ainda apresentar dois componentes (bifdsico) ou
apenas um deles, com ou sem anaplasia.®® As células do blastema sio pequenas,
indiferenciadas e com atividade mitética. Estas células podem ocorrer de modo difuso com
perda da aderéncia celular e um padrao agressivo com invasdo adjacente dos vasos e tecido
conectivo, em contraste com as caracteristicas tipicas bem circunscritas, encapsuladas e bordo
delimitado da maioria dos TW. O padrao blastematoso nodular ou em serpentina ¢é
caracterizado por corddes de um estroma frouxo envolvendo as células de blastema. O
componente epitelial de diferenciacdo estd presente na maioria dos TW. Este padrao
manifesta-se por estruturas primitivas que sdo reconhecidas como formas dos tibulos precoces
ou células de elementos papilares ou tubulares em vdrios estdgios da nefrogénese normal. O
padrio estromal pode ocorrer e dificulta sua identificagdo quando a diferenciacdo epitelial ou

- 35,38
blastematosa estdao ausentes.”™



O padrao histolégico prevalente é de histologia favordvel (HF) em aproximadamente
89% dos casos, sendo que a histologia desfavordvel (HD) estd presente em 11% dos casos,

conforme a classificagdo do NWTS.

Histologia favoravel: Mimetiza o desenvolvimento de um rim normal, consistindo dos
trés componentes: blastema, epitélio (tibulos) e estroma. Nao apresenta anaplasia. O tipo
blastematoso apresenta um pior progndstico em relacdo ao epitelial, com uma recidiva mais

freqijente.zg’37

Figura 1. Tumor de Wilms trifasico (blastema, estroma e elementos epiteliais).

Histologia desfavoravel: Contém células anapldsicas, focais ou difusas, e nucleos
hipercrométicos, sendo que muitas vezes apresentam mitoses multipolares. Anaplasia focal
parece conferir um melhor progndstico do que a anaplasia difusa. A anaplasia (pleomorfismo
celular e atipia difusa) estd associada mais com resisténcia a quimioterapia, que pode ser

detectada ap6s a quimioterapia pré-operatéria sem resposta,” = do que com agressividade.™



Figura 2. Tumor de Wilms com anaplasia.

Classificacdo dos Tumores Renais (revisada pela SIOP-9 - 2001)

As mudangas apds quimioterapia incluem necrose, fibrose, depdsitos de hemosiderina,
maturagdo dos componentes do blastema, epiteliais e estromais, com musculo estriado
aparecendo com maior freqiiéncia. Uma resposta excelente a quimioterapia pode levar a
necrose completa em alguns tumores, enquanto que outros tumores sem resposta ao tratamento
tém um pior progn(’)stico.35 % A SIOP baseou-se na correlagdo entre os achados histoldgicos e
a sobrevida dos pacientes, classificando os tumores renais como: de baixo risco, risco
intermedidrio e alto risco.(Tabela 2)7’33’34 O nefroma mesoblastico, o sarcoma de células claras
e o tumor rabdoéide representam entidades a parte do TW, mas foram incluidos na classificagdao
da SIOP por serem tumores tipicos da infancia. Como nao sdo mais considerados como uma
variante do tumor de Wilms devido as suas caracteristicas clinicas e histopatolégicas
diferentes, foram excluidos desta pesquisa.”’ Ao lado da anaplasia trés outros tipos foram
incluidos devido ao resultado do tratamento, sdo eles: o nefroblastoma completamente
necrdtico (baixo risco), o nefroblastoma com predominio blastematoso (alto risco) e outros de

. . . . 2
risco intermediario (como o nefroblastoma regresswo).3 38



Tabela 2. Classificacao dos tumores renais SIOP-9.

Baixo Risco

Risco Intermediario

Alto Risco

Quimioterapia

neoadjuvante

Nefroma mesobldstico

Nefroblastoma cistico p diferenciado

Nefroblastoma completamente

necrético

Nefrectomia

primaria

Nefroma mesoblastico

Nefroblastoma cistico p diferenciado

Nefroblastoma tipo epitelial
Nefroblastoma tipo estromal
Nefroblastoma tipo misto
Nefroblastoma tipo regressivo
Nefroblastoma com anaplasia focal
Nefroblastoma nao-anapldsico e suas
variantes

Nefroblastoma com anaplasia focal

Nefroblastoma tipo blastematoso
Nefroblastoma com anaplasia difusa
Sarcoma de células claras

Tumor rabdéide renal

Nefroblastoma com anaplasia difusa
Sarcoma de células claras

Tumor rabdéide renal

Fonte: Graf N, Tournade MF, Kraker J. Urol Clin N Am 27(3): p 443-54, 2000

Para avaliagdo das pecas histoldgicas pela classificacdo da SIOP-9 necessitamos utilizar

o percentual de necrose e o elemento predominante, sendo o tumor considerado como misto

quando ndo houver predominéncia de nenhum dos tipos, conforme organograma abaixo.

Avaliagdo da histologia apds quimioterapia

Pegas histoldgicas pds-quimioterapia

% de necrose
[
| | |
<66% 66%-99% 100%
Subtipos histologicos Tipo Regressivo Tipo completamente necrético
[ [ l |
Tipo Epitelial Tipo Estromal | [Tipo Blastematoso Tipo Misto

Figura 3. Organograma utilizado pela SIOP- 2001.
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2.1.3 Estagiamento

O prognéstico do TW depende essencialmente do estagiamento e da histologia do tumor.
O estagiamento do TW € um dos critérios mais importantes para o tratamento e para o
prognoéstico, mas sua acurdcia ainda é um grande problema. O estagiamento clinico €
determinado pelo cirurgido pedidtrico durante a cirurgia e deve ser confirmado pelo

patologista.

O estagiamento que € baseado no grau de extensdo macro ou microscopico € o mesmo
para tumores com histologia favoravel ou desfavordvel; por este motivo, os pacientes devem
ser caracterizados por ambos os critérios (por exemplo: estdgio II, histologia favordvel ou

estdgio II, histologia desfavordvel).

Os estagiamentos descritos pelo NWTS-3*"*! ¢ SIOP-9* sio os mais utilizados e
diferem muito pouco, mas o descrito pela SIOP acrescenta os dados que podem ser

encontrados com o uso da quimioterapia pré-operatoria.



Tabela 3. Estagiamento do tumor de Wilms.

11

SIOP-9 NWTS-3

ESTAGIOI A. Tumor restrito ao rim ou envolto por pseudocépsula Tumor limitado ao rim e completamente excisado. A
fibrosa, quando fora dos contornos normais do rim. A capsula renal deve estar intacta.
capsula renal pode estar infiltrada, mas nao ultrapassada Margens cirtdrgicas livres. Nao pode ter havido ruptura
pelo tumor. Margens cirtrgicas livres. do tumor antes ou durante a excisdo cirtrgica.

B. O tumor pode fazer protusdo na pélvis ou no ureter, mas
sem invadir suas paredes.
C. Os vasos do seio renal ndo podem estar invadidos.
D. Vasos intra-renais podem estar invadidos. Os vasos do seio renal ndo podem estar envolvidos.
Bidpsia por agulha fina ndo muda o estagiamento do
tumor.
Presenca de tumor necrético ou de transformagoes
induzidas pela quimioterapia no seio renal ou gordura
peri-renal ndo elevam o estdgio do tumor, desde que
completamente ressecados.

ESTAGIO IT A. O tumor se estende além do rim ou ultrapassa a cdpsula Tumor se extende além do rim, mas é completamente
renal, infiltrando gordura peri-renal, mas foi excisado. Nenhum tumor residual pode estar aparente.
completamente ressecado. Margens livres. Nao pode existir:

B. O tumor infiltra seio renal e/ou invade vasos sangiiineos e
linfaticos fora do parénquima renal, mas foi 1. Extensdo regional do tumor (penetracdo através da
completamente ressecado. superficie externa da cdpsula renal dentro do tecido
C. O tumor infiltra 6rgdos adjacentes ou veia cava, mas foi peri-renal ou mais do que 1-2 mm de invasio do
completamente ressecado. tumor no seio renal.
2. Vasos fora do rim estdo infiltrados ou contém
trombo tumoral.
3. O tumor foi biopsiado ou existe spillage local do
tumor confinada ao flanco.

ESTAGIO III A.  Resseccdo incompleta do tumor que se estende além das ~ Tumor residual confinado ao abdémen. Um ou mais dos

margens seguintes pode existir:
B.  Qualquer envolvimento de linfonodos abdominais
C.  Ruptura tumoral pré ou intra-operatéria 1. Linfonodos no hilo renal, cadeias peri-adrticas ou
D. Infiltragdo tumoral na cavidade peritonial outra localizagdo abdominal contém tumor na
E.  Implantes tumorais no periténio bidpsia.
F.  Trombo tumoral presente na margem de ressec¢ao das
veias ou ureter seccionado. 2. Contaminagdo peritonial difusa pelo tumor, tal como
G. Tumor foi submetido a biépsia em cunha antes da contaminacdo abdominal pelo tumor além do flanco,
quimioterapia pré-operatéria ou cirurgia. antes ou durante a cirurgia ou pelo crescimento do
A presenca de tumor necrético ou transformagoes tumor que penetra através do peritonio.
induzidas por quimioterapia em um linfonodo ou nas
margens cirdrgicas sdo consideradas como prova de 3. Implantes peritoniais.
neoplasia prévia.
4. Tumor extende-se além das margens cirtrgicas
micro ou macroscopicamente.
5. Tumor ndo é completamente ressecdvel devido a
infiltracdo local em estruturas vitais.
ESTAGIO IV Metéstases hematogénicas a distancia (pulmao, figado, ossos, Metdstases hematogénicas a distancia (pulmao, figado,
cérebro) ou metdstases para linfonodos além da regiao 08508, cérebro).
abdomino-peritonial.

ESTAGIO V Tumores bilaterais ao diagndstico. Pode ser reclassificado Tumores bilaterais ao diagndstico.

separadamente de acordo com os achados cirtrgicos.

Fonte: Metzger ML, Dome JS. Current therapy for Wilms’ tumor. Oncologist. 2005;10(10):815-28.
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2.1.4 Aspectos da Biologia Molecular no Tumor de Wilms

Virias neoplasias malignas representam alteracdes genéticas, sendo que a compreensao
da biologia molecular destas é fundamental para que o cirurgido pedidtrico possa avaliar
algumas doencas da crianga, como a doenc¢a de Hirschsprung, sindromes polipoides intestinais
e alguns tumores da infancia, entre eles 0 TW. O TW cresce devido a modificacdes genéticas
que levam a proliferacdo anormal das células tronco renais (blastema metanéfrico), havendo
perda do controle do desenvolvimento com aumento no potencial tumorigénico.**

Do ponto de vista da biologia molecular, o fator mais surpreendente € a existéncia de
formas esporddicas e familiares de TW, assim como no retinoblastoma, e o fato da
bilateralidade ocorrer em 5 a 10% dos casos sugere uma predilecdo genética subjacente.
Knudson postulou a presenca de genes supressores tumorais em um modelo de retinoblastoma,
sendo este modelo utilizado posteriormente para o TW.**#%

Aproximadamente 10% dos TW desenvolvem-se em associagdo com sindromes
dismorficas bem caracteristicas. Estas formas familiares do TW sdo associadas com a
sindrome de aniridia, malformacdes genitourindrias e retardo mental (WAGR) e sindrome de
Beckwith-Weidemann (BW). Analisando o caridtipo das criangas com a sindrome WAGR
encontrou-se a dele¢do do brago curto do cromossoma 11 banda 13 (1 1p13)45, mostrando que
nesta regido situa-se o gene WT1, que foi confirmado em andlises genéticas como um gene
supressor tumoral, pois na presenga dele existe variacdo no tamanho de algumas proteinas
através da juncdo alternativa do 4cido ribonucléico mensageiro (RNAm).*® Anormalidades
envolvendo o WT1 sdo encontradas consistentemente em tumores da sindrome WAGR e
também em tumores da sindrome Denys-Drash (pseudohermafroditismo, esclerose mesangial
e 90% de risco de TW). Enquanto alteragdes do WT1 estdo fortemente relacionadas ao
desenvolvimento do TW em casos sindromicos, seu papel em casos esporadicos é limitado,
com somente um ter¢co de todos TW mostrando delecdo neste loco e apenas 10% com

38,47

mutagdes do WTI. O WTI1 também forma um complexo com outro gene supressor

tumoral, o p53, também aceito por muitos como envolvido na patogénese do TW.*
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Na sindrome de Beckwith-Weidemann a alteracdo encontrada esti no cromossoma
11p15 e foi designado de WT2 embora um gene especifico ndo tenha sido identificado para o
desenvolvimento do TW.*® Embora a relacdo entre BW e TW seja desconhecida, o fator de

crescimento epidérmico (IGF2), que € um gene indutor de crescimento embriondrio, pode

estar envolvido, pois sua super-expressdo foi encontrada em alguns TW e no BW.*

A definicdo de um evento genético preciso como responsadvel pelo risco aumentado de
desenvolvimento do TW permanece desconhecido, mas 1% dos pacientes com TW tem uma
histéria familiar positiva para o mesmo tumor, sugerindo uma transmissdo autossdmica

. A . o . ., . 38
dominante com penetrincia e expressividade varidveis.

2.2 Angiogénese

A angiogénese constitui um importante ponto de controle na progressdo das neoplasias,
havendo se tornado um foco de investigacdo. Sua inibi¢do estd surgindo como um instrumento
racional para a terapia do cancer. Durante o desenvolvimento embriondrio normal os vasos sdo
formados através de tecido mesenquimal em um processo chamado vasculogénese. O processo
da criacdo de novos vasos a partir de vasos ja formados € chamado de angiogénese, a qual
pode ser vista fisiologicamente no desenvolvimento fetal, na cicatrizacdo de feridas, no ciclo
menstrual com a proliferacdo do endométrio’® e em situacdes patolégicas como inflamacio e
isquemia.5 !

Foi Folkman,”* em 1971, quem considerou a angiogénese como um pré-requisito para o
crescimento de tumores sdlidos e de metdstases. Nas primeiras etapas do desenvolvimento
tumoral ndao had envolvimento dos vasos neoformados, sendo que as divisdes celulares
patolégicas que ocorrem permitem ao tumor atingir um tamanho de 2-3 mm. Quando a
atividade angiogénica estd ausente ou insuficiente, durante a fase pré-vascular, os tumores
permanecem pequenos, porque existe um estado de equilibrio constante onde a geracdo de
novas células tumorais estd equiparada ao alto indice de morte celular (apoptose). Em uma
segunda fase, estes pequenos tumores adquirem uma capacidade de recrutar células endoteliais

de vasos sangiiineos normais do tecido hospedeiro, formando novos capilares que circundam e
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20,53
Para o seu

posteriormente permeiam a lesdo, possibilitando o seu crescimento ilimitado.
crescimento os tumores necessitam mutagdes que possibilitem o recrutamento de nutrientes e
de oxigénio a partir da neovascularizacao (angiogénese).15’54 A angiogénese pode ser induzida
nos tecidos pela reducdo na tensdo residual de oxigénio devido a um suprimento vascular
insuficiente, tendo entdo o inicio do processo de hipoxia. A hipdxia tecidual induz a liberagao
de fatores de crescimento e desequilibra o processo normal de ajuste entre os fatores pré e
antiangiogénicos, formando novos capilares no tumor, a partir de células endoteliais pré-

: 52,55,56
existentes.”

A hipéxia pode induzir a uma selecdo natural, na qual células que sdo
resistentes a estimulos apoptéticos (por exemplo, células com mutagdo do p53) sobrevivam,
como também levar a ocorréncia de alteracOes cromossOmicas em sitios geneticamente
instdveis, ocasionando a delecdo de genes supressores tumorais e a amplificacdo de outros
genes."”

A angiogénese € um pré-requisito para o desenvolvimento do estdgio pré-maligno até o
cancer invasivo, ja que a neovasculariza¢do fornece nutrientes para o crescimento do tumor e
facilita a circulac@o das células tumorais através dos vasos, possibilitando a disseminacdo. A

angiogénese secunddria € necessdria para que o crescimento das micrometastases avasculares

) 57
se transformem em metastases.

A angiogénese associada a neoplasia € um processo cadtico e irregular, resultando em
vasos funcionalmente anormais, de diametros variados, com excessivas ramificacoes,
distor¢des estruturais e alteracOes de parede, tais como fenestracdes endoteliais, ampliacdo das
juncdes interendoteliais e defeitos de membrana basal.”’ Tumores incapazes de induzir a
angiogénese permanecem microscopicos ou de pequenas dimensodes, sendo que tais lesdes sdao
indetectdveis a menos que estejam em locais visiveis como a pele, mucosa oral ou cérvice

uterina.’>>
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Stages at which angiogenesis plays a role in tumor progression

Figura 4. Angiogénese no desenvolvimento, crescimento e metastatizacao.

Fonte: Poon RT, Fan S,Wong J. Clinical Implications of Circulating Angeogenic Factors in Cancer Patients.
J Clin Onc 2001; vol 19 (4): 1207-25

Muiltiplos fatores que regulam o processo de angiogénese, em sinergia com outros ou
sozinhos, foram identificados, sendo reconhecido que a neovasculariza¢do ndao depende apenas
da perfusdo, mas também do efeito pardcrino, que resulta em producdo de fatores de
crescimento pelas células endoteliais, estimulando a proliferacdo e migracdo das células
tumorais. A liberagdo destes fatores de crescimento ndo € suficiente para o inicio da atividade
angiogénica tumoral, devendo ser acompanhada simultaneamente pela supressdo dos
inibidores locais da angiogénese os quais protegem o endotélio vascular do estimulo
proliferativo.”® As proteinas que regulam a angiogénese positivamente sdo conhecidas como
fatores de crescimento angiogénico ou promotoras de angiogénese e as que regulam
negativamente sdo as inibidoras da angiogénese. Tais proteinas sdo liberadas pelo tumor nos
tecidos circundantes, estimulando novos vasos sangiiineos a crescerem intensamente a partir

dos vasos sauddveis pré-existentes. Uma vez que 0s novos vasos sangiiineos atingem o tumor,
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este pode crescer rapidamente e invadir 6érgaos adjacentes. As células tumorais podem entdao
atingir a circulagdo através destes vasos e, se estas células fixarem-se em outros Orgaos,

surgirdo metdstases a distincia (Tabela 4).55’59

Tabela 4. Estimuladores e inibidores endégenos da angiogénese.

Fatores pro-angiogénese Fatores antiangiogénese
Angiopoetina-1 Angiopoetina-2
Angiogenina Angiostatina

Fator de ativacdo plaquetdria Endostatina

Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) Inibidores metaloproteinases
Fator de crescimento epidérmico (EGF) Interferon alpha (IFNe<)
Fatores de crescimento dos fibroblastos (FGF) Interleucina-12

Fator estimulador do granulécito/macréfago Trombospondina-1

Fator de necrose tumoral (TNF-o<) Vasostatina

Fator tecidual (FT) Fator plaquetério 4 (PF4)
Interleucina-8 Fator derivado da cartilagem
Prostaglandinas E; e E; Fragmento 16 kd da prolactina

Fatores transformadores de crescimento

Fonte: Toneto MG. Tese Doutorado. Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul; Porto Alegre, 2006.
88 p.

Estas proteinas tém o poder de “ligar ou desligar” o processo de angiogénese

(“angiogenesis switch”)™

“Angiogenic switch OFF”: Quando as moléculas pré-angiogénicas estdo em equilibrio

com as moléculas anti-angiogénicas
“Angiogenic switch ON”: Quando o balanco estd compensado em favor da angiogénese.

Virios gatilhos podem acionar o inicio da angiogénese: metabdlicos, mecénicos,

~ Lot -~ . . . . 55
mutacoes geneticas e reacoes imuno-inflamatérias.
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Folkmann,” descreveu um fator responsavel pela angiogénese, o qual chamou de fator
angiogénico. Apds a compreensdo sobre a necessidade da angiogénese para a progressao
tumoral, tornou-se muito atraente a possibilidade de se criar uma substancia com fun¢do
bloqueadora deste fator angiogénico como forma de tratamento dos tumores malignos. O
tumor ndo seria erradicado, mas teria uma regressdo sustentada enquanto o bloqueio

C A .16l
angiogénico fosse mantido.

Shing, Folkman e cols.”® identificaram em 1984 o fator basico de crescimento do
fibroblasto (FGF) em amostras de condrossarcoma, sendo o primeiro agente angiogénico
descrito. Em modelos experimentais nos quais se empregou o FGF houve crescimento dos
capilares sangiiineos, sendo que o FGF € hoje aceito como um fator pr6é-angiogénese. Foi com
a descoberta de um novo agente associado a permeabilidade vascular e a angiogénese,
inicialmente chamado de fator de permeabilidade vascular e, posteriormente, de fator de
crescimento do endotélio vascular (“vascular endothelial growth factor-VEGF”), que se

obteve uma substancia com representatividade clinica significativa para uso terapéutico.

O VEGF ¢ possivelmente o mais potente agente angiogénico conhecido,” havendo
aumento da permeabilidade vascular em sua presenca e constituindo importante estimulo para
a mitose das células endoteliais. Em situacdes de hipdxia, € possivel observar um aumento
significativo dos niveis do RNAm para VEGF, bem como da proteina resultante.”>*>** Outros
agentes bioldgicos parecem interferir na producdo de VEGF: as interleucinas 1, 6 e 8; o fator
de crescimento derivado de plaquetas; o fator de crescimento do hepatdcito; o fator beta de
crescimento de fibroblastos; e os fatores de crescimento transformadores (TGFs -

“transforming growth factors”).64

A angiogénese pode ser quantificada pela contagem dos vasos sangiiineos em tumores
excisados, conforme descrito por Weidner e cols.” A vascularizagdo tumoral, segundo este
autor, é quantificada através da aplicacdo de método imunoistoquimico para antigenos
presentes em células endoteliais como o CD31, CD34 e o fator VIII (fator de von Willebrand).
Os vasos corados pelo método sdo entdo contados com microscopia de grande aumento nas
dreas de maior intensidade de vasos, sendo estas chamadas de ‘“hot-spots”. Usando esta

. . 33 . . .
metodologia, Weidner e cols.”™ analisaram dados de 49 pacientes com carcinoma de mama
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invasor e os resultados demonstraram que a contagem de microvasos foi significativamente
maior no grupo de pacientes que desenvolveram doenca metastitica, seja sistémica ou axilar,
sugerindo que a densidade microvascular poderia ser um fator preditivo independente para
desenvolvimento de metdstases a partir de neoplasias malignas de mama. Os microvasos
comegaram entdo, a partir de Weidner, a ser quantificados por diferentes métodos, incluindo a
contagem das estruturas por campo de visdo (densidade microvascular - DMV), métodos de

. Los . ~ ) 11,65,66
1magetica e estimacgao estereologlca. T

Existem controvérsias sobre a melhor metodologia
para avaliar a DMV, pois a contagem dos “hot spots” tem um cardter subjetivo, podendo
existir variagdes entre os observadores. O uso da imagética com a captura digital das imagens
e sua leitura no computador pode reduzir o cardter subjetivo da avaliacdo. Outro problema

z

existente ¢ o uso de diferentes anticorpos para a avaliagdo da angiogénese, ocasionando

confusio entre os diversos autores.®

Existem vdrios estudos que relacionam a densidade microvascular (DMV) com inimeros
tumores de diversos sistemas, mostrando uma ampla variacdo quanto ao significado clinico

deste parametro e sua importancia progndstica.

Alguns trabalhos foram realizados para avaliacdo da angiogénese em TW. Os estudos
europeus tendem a empregar o protocolo da SIOP, que contempla quimioterapia neoadjuvante
previamente ao tratamento cirurgico. Dentre estes, um dos mais importantes foi o de
Skoldenberg e cols.'" que utilizaram quatro marcadores de células endoteliais (CD31, CD34,
vWEF - fator de von Willebrand e UEA-1/Ulex europaeaus agglutinin-1 lecitin) e utilizaram
trés procedimentos diferentes (DMV no “hot-spot”, conforme descricdo de Weidner e cols.” e
avaliacdo estereoldgica no “hot-spot” e em toda a 1amina, conforme descricao de Gundersen e
cols.®®) para quantificacio da angiogénese tumoral em 33 pacientes. As laminas foram
avaliadas, sendo que os marcadores mais sensiveis foram o CD34 com 99% e o CD31 com
96%, enquanto a sensibilidade no vWF foi de 70% e UEA-1 de 71%. Foram avaliadas
também as concentracdes dos fatores de crescimento angiogénico, como o VEGF, TNFe<, b-
FGF, TGFe, HGF e angiogenina no soro de 14 pacientes, comparando-os com controles. A
angiogenina estava levemente elevada, mas o VEGF e HGF estavam aumentados em trés
vezes. O b-FGF nao estava elevado neste estudo, mas em um estudo®” onde a medi¢do do

mesmo fol na urina encontrava-se elevado e podia ser correlacionado com o estagiamento € o
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risco de recidiva, acreditando-se que este fator fique mais concentrado na urina do que no
11 . A . )

soro. Os autores avaliaram a angiogénese em 33 pacientes com tumor de Wilms tratados de

acordo com o protocolo da SIOPY, com quimioterapia neoadjuvante, e encontraram que a

densidade microvascular aumentada estava correlacionada com maior mortalidade.

Ghanen e cols.®® avaliaram a expressao do VEGF, de seu receptor Flt-1 e a DMV através
de imunoistoquimica em 62 pacientes com TW, os quais haviam sido tratados com
quimioterapia pré-operatéria. Eles encontraram 52% de expressdo do VEGF e 47% do Flt-1
nas células do blastema, e mostraram que a expressao de VEGF e Flt-1 em células do blastema
esté correlacionada com pior progndstico. A correlacdo significativa entre DMV e VEGF vista
neste estudo sugere que o VEGF seja uma das moléculas responsdveis pela neoangiogénese

em TW.®

Os estudos norte-americanos tendem a seguir os protocolos da NWTS, nos quais a
cirurgia € a primeira etapa da terapéutica na maioria das situagdes clinicas. Dentre estes,
Abramson e cols.* avaliaram a relacdo entre DMV e recidiva em TW e mostraram que a
menor DMV foi relacionada a maior sobrevida em pacientes portadores de TW, sendo que
Kayton e col® realizaram uma pesquisa em ratos mostrando que o VEGF foi encontrado em
quantidades aumentadas com o crescimento do tumor e que havia uma relacio estatisticamente

significativa entre a sintese de VEGF e o desenvolvimento de metdstases.

Rowe e cols.”” avaliaram a arquitetura vascular do TW em ratos. Eles introduziram o
TW humano nos rins direitos dos ratos e apOs 4,5 semanas avaliaram a diferenca entre os rins
com tumores inoculados e os rins normais a esquerda. A angiografia tumoral demonstrou um
padrdo vascular diferente marcado por vasos ordenados ao acaso e de tamanhos irregulares
nos rins inoculados com tumor. Esta arquitetura vascular ja havia sido descrita em doencas da
retina nas quais os vasos eram direcionados pela liberagdo do VEGF, sugerindo que a

neoangiogénese em TW também é guiada por VEGF.

Rowe e cols.”' e Kim e cols.'” avaliaram o uso do anticorpo anti-VEGF num modelo
experimental em ratos e encontraram supressdo do crescimento do tumor primdrio e das
metdstases em TW anaplésico, havendo diminui¢do da rede vascular em ratos durante o

estimulo antiangiogénico.
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Huang e cols.” concluiram que a terapia com anti-VEGF 165 foi efetiva em tumores de
Wilms experimentais inoculados em ratos, sem apresentar efeitos adversos. Esta terapéutica
altamente especifica onde a apoptose ocorreu apenas na neovascularizagdo, mas ndo nas

células normais pode ser importante num futuro préximo.

Huang e cols.’ sugeriram que a disfuncdo do gene supressor tumoral p53 pode contribuir
para o crescimento dos TW, principalmente aqueles de histologia favordvel e que sdo
clinicamente agressivos. Tal disfuncdo estaria relacionada com a aceleracio da
neovascularizacio pela deplecdo do inibidor da angiogénese, denominado trombospondina—1 e

pela super-regulacao da expressao do VEGF.

Karth e cols.”” avaliaram a expressdo do VEGF e de um importante fator responsivel
pela regulacdo do VEGF que € o fator indutor de hipdxia alfa-1 (HIF-1o) em espécimes de
TW, por imunoistoquimica e concluiram que ambos s@o expressos simultaneamente, chegando

a conclusdo de que a hipoxia intratumoral estimula a produgdo de VEGF.

A literatura em relagdo a angiogénese em outros tumores € extensa, uma vez que o
estudo da angiogénese tumoral tem sido aplicado em praticamente todos 0s tumores nos

diversos 6rgaos.

Chung e cols.” estudaram o valor progndstico da angiogénese em tumores do trato
gastrintestinal e concluiram que a DMV e a expressdao de VEGF podem ser bons indicadores

progndsticos e de recidiva em pacientes com cancer gastrico e colo-retal.

74 . . . . L.

Nakagawa e cols.'”, analisando dados de 103 esofagectomias por carcinoma epiderméide

do esdfago, observaram que a DMV guardava relacdo com a profundidade da penetragdo do
tumor na parede do Orgdo, ocorréncia de metdstases intra-murais, indices elevados de

recorréncia pds-operatoria e pior sobrevida geral.

75 . A
Du e cols.”” observaram que 81% dos carcinomas de esdfago e que 67,5% dos
adenocarcinomas de estdmago expressavam VEGF, resultando em indices aumentados de

DMYV, sendo maior nas lesdes malignas do que em patologias benignas. Na avaliacdo destes
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autores, a DMV foi significativamente maior em tumores avangados quando comparados a

lesdes precoces.

.. . 76 ~

Tsujitani e cols.” encontraram relacdo entre a DMV, o tamanho dos tumores e a
presenca de metdstases linfaticas em adenocarcinomas de estomago, sendo que a DMV foi
maior nos tumores que também expressavam o VEGF. Estes autores consideraram a DMV

como um fator preditivo independente do progndstico.

Tarta’” observou que a proliferacio vascular acompanha o desenvolvimento dos tumores
colo-retais, com niimeros progressivamente maiores de microvasos em adenomas de baixo grau,

alto grau e adenocarcinomas precoces.

. 78 . . N L . .
Saclarides e cols."” relataram que a DMV aumentada foi relacionada a estdgios andtomo-
patoldgicos mais avangados, maior tamanho dos tumores e maior recorréncia metastitica em

portadores de adenocarcinoma do reto.

Tanigawa e cols.””, em 133 casos de cncer colo-retal, observaram que a contagem
microvascular foi significativamente maior no grupo de pacientes que foram a ébito em
decorréncia de recidiva da neoplasia quando comparados com os individuos livres de doenca.
A DMV elevada apresentou correlacdo estatisticamente significativa com a ocorréncia de
metdstases por via hematogénica, tumores pouco diferenciados e maior profundidade de

penetracdo na parede intestinal pela lesao.

Yao e cols.*® observaram que 90,9% dos casos metastiticos de hepatocarcinomas
expressavam VEGF, contra 63,9% das lesdes localizadas e a DMV acompanhou a taxa de
expressao do VEGF, sendo ambas maiores nas lesdes ndo encapsuladas, pouco diferenciadas e
que apresentavam metdstases. Tanto a DMV quanto os indices de expressdo do VEGF se
correlacionaram com a intensidade de invasdo vascular e com a disseminacdo sistémica em

tumores primarios de figado.

Em neoplasias ginecolégicas, Nayha e cols.®' avaliaram a intensidade da
neovascularizacdo em endométrios normais, hiperpldsicos e no adenocarcinoma. Os autores

observaram que alteracdoes na DMV se correlacionavam com estdgios progressivamente mais
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graves da doenc¢a endometrial, com DMV inferior em endométrios proliferativos e hiperplasias

simples, e mais elevada em hiperplasias com atipias significativas e adenocarcinomas.

Nos tumores cervicais uterinos, Cantu de Leon e cols.®? avaliando 118 pacientes
portadores de carcinomas, encontraram correlacdo entre DMV elevada e recorréncia tumoral
nos casos identificados como estdgio II e em pacientes com idade inferior a 40 anos. Em
lesdes de estdgio clinico mais avangado, entretanto, os autores nao encontraram relacdo entre a

DMV e o progndstico.

Mas existem trabalhos controversos, Banner e cols.83, estudando 22 pacientes com
carcinomas do célon e reto com invasdo trans-mural da parede intestinal e sem metastases
linféticas, relataram que os pacientes com sobrevida mais longa apresentavam indices de
DMYV maiores quando comparados aos casos de recorréncia precoce da neoplasia, sendo que
Lindmark® j4 havia observado resultados semelhantes dois anos antes. Sua série de 227
pacientes com adenocarcinoma colo-retal demonstrou uma maior sobrevida nos casos com
DMV elevada, sendo que ndo se observou relacdo entre a contagem dos vasos sangiiineos

tumorais e o grau de diferenciacdo celular dos tumores ou o estigio clinico da doenga.

Cianchi e cols.® relataram também uma associacdo entre DMV elevada e melhor
comportamento clinico de tumores do reto sem metdstases para a cadeia linfética regional. Os
autores observaram ainda que contagens elevadas de vasos sangiiineos tumorais eram
acompanhadas de um aumento na infiltracdo linfocitdria das lesdes, o que poderia indicar uma
melhor resposta imune celular, a qual se correlacionaria com um melhor progndstico. Estes
mesmos linfocitos seriam os responsdveis pelo estimulo angiogénico aumentado através da

liberacdo de agentes pré-angiogénicos.

Abdalla e cols.*® descreveram uma série de pacientes tratados por adenocarcinoma do
colon e reto em que a DMV mais elevada foi associada com melhor progndstico e sobrevida.
Estes autores também descrevem a importancia da reacao inflamatdria tumoral como agente
estimulante da producdo de vasos sangiiineos, devendo-se levar em consideragdo outros
fatores como expressdo de oncogenes, composi¢cdo da matriz extracelular, moléculas de
adesdo intercelular, fatores de crescimento tumoral e grau de apoptose, que poderiam interferir

na interpretacdo dos resultados.
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Boxer e cols.”’, da mesma maneira, observaram um pior progndstico nos pacientes com
indices de DMV baixos em casos de carcinoma colo-retal sem invasdo linfatica. Estes mesmos
autores descreveram que a expressdo do VEGF na extremidade invasora da lesdo maligna
guardava importante relacdo com a recorréncia tumoral sistémica, mesmo com contagens
microvasculares reduzidas nesta mesma regido. A deficiéncia de vascularizacdo dos tumores
nas margens invasoras que conduziria a hipéxia, um importante estimulo a produ¢do do
VEGTF, poderia explicar estes achados. Tal fato teria importancia clinica significativa uma vez

que justificaria o uso de agentes anti-angiogénicos bloqueadores de VEGF mesmo em casos

com contagens vasculares tumorais reduzidas.

Tan e cols.*® demonstraram que tumores neuroenddcrinos ndo apresentavam
comportamento desfavordvel mesmo com contagem elevada de microvasos, mas observou um

melhor prognodstico para adenocarcinomas do pancreas que se mostravam hipovascularizados.

Brieger e cols.gg, estudando neurinomas de nervo acustico, observaram que, nos 34 casos
avaliados, a contagem microvascular ndo se correlacionava com o tamanho dos tumores, a

duracdo dos sintomas ou a idade dos pacientes.

Sonmezer e cols.%, nao encontraram correlagdo entre a DMV, a sobrevida ou parametros
andtomo-patolégicos em neoplasias de ovario. Os niveis de VEGF também ndo mostraram
importancia significativa, ocorrendo correlacio estatistica somente com o volume de ascite.
Nao se observou também relacdo entre a intensidade de marcacdo imunoistoquimica para

VEGF e a DMV nestes tumores.
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2.3 Fator Tecidual

O FT € uma glicoproteina trans-membrana formada por 263 aminodcidos € que em sua
forma madura, apresenta 219 aminodcidos em sua por¢do extracelular, 23 aminoécidos na
cadeia trans-membrana e 21 na sua por¢do citoplasmatica. Tém sido descritas duas formas de
FT, a livre (soluvel no plasma) ou ligada 2 membrana celular (como as produzidas por
macrofagos e células endoteliais) e a vesicula lipidica (como as encontradas na urina ou no
sémen). O FT apresenta funcdes no processo da via extrinseca da coagulacdo sangiiinea ao
combinar-se com o fator VII, resultando na ativagdo dos fatores IX e X e desencadeando as
reacdes que terminam por converter fibrinogénio em fibrina, levando a formagao final de um

3 2 ) e
19293 Ble ¢ classificado como um membro da familia dos receptores de

codgulo sangiiineo.
fatores de crescimento hematopoiético que também incluem os receptores do interferon alfa e
da interleucina 10.°" Estudos datados do final do século XIX demonstraram que o mecanismo
de coagulacdo sangiiinea resulta da interacdo entre protrombina, cdlcio, fibrinogénio e um

quarto fator conhecido como tromboplastina ou fator tecidual.”’

A expressdao do FT foi identificada em diversas células de tecidos embriondrios como
epitélios, células do endoderma visceral, cardiomidcitos, musculo liso vascular e tecido neural,
especialmente durante periodos de desenvolvimento embriondrio nos quais os fatores de
coagulacdo ndo estdo presentes ou sdo incapazes de cruzar a barreira placenteiria.91 Mais
recentemente, estudos com inativagdo de genes em camundongos para ndo expressarem o FT
revelaram que a deficiéncia do FT € letal para os embrides em fun¢do de um desenvolvimento
incompleto da camada sub-endotelial dos vasos sangih’neos.lz’gl’g4

O FT ¢€ expresso em vdrios tecidos, em pequenas quantidades, entretanto estd presente
em concentracdes maiores na adventicia dos vasos e nos tecidos que circundam a maioria dos
orgdos internos, funcionando como uma barreira hemostética. O aumento de atividade do FT
também foi associado a citocinas inflamatérias (como o fator de necrose tumoral), mitégenos
(como o VEGF, FGF e insulina), hormonios, endotoxinas, hipdxia e trauma mecanico.
Normalmente o FT estd presente nos fibroblastos da adventicia de vasos sangiiineos, capsulas

de o6rgios, células epiteliais de pele e mucosas, células do estroma endometrial e astrécitos no
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sistema nervoso central, mas nao foi detectada sua presenca em células intravasculares, como
o endotélio normal, sugerindo que ele constitui um envelope hemostitico no caso de ruptura
da integridade vascular ou tecidual. Em cé€lulas epiteliais e em fibroblastos, o FT se comporta
como um gene de resposta imediata cuja indug@o por mitdgenos nao requer sintese protéica de

novo, sugerindo que o FT possa estar envolvido na regulacdo da proliferacdo celular.”’

Acredita-se também que o FT apresente efeitos morfogénicos sobre células de musculo

. - . 91
liso e na placa aterosclerdtica, onde os macréfagos e a muscular do vaso expressam o FT.

Toschi e cols.” demonstraram que o FT estd presente nas placas aterosclerdticas ricas
em lipidios e sugeriram que ele representa um forte estimulo trombogénico sobre estas lesdes,
principalmente apds a ruptura espontanea da placa. Por outro lado, apds lesdo mecanica
arterial, como na angioplastia ou dilatacdo com baldo, ocorre migracao de células de musculo
liso que participam da reparacdo do trauma. Este efeito benéfico, mediado em parte pelo FT,
representa uma contrapartida vantajosa ao risco de trombose associada a exposicao do FT. De
fato, estudos demonstraram que a neutralizacdo do complexo FT/Fator VII ativado (FT/FVIla)
resulta em diminuicdo da espessura da intima arterial.”®

Armand Trousseau,97 descreve a chamada “sindrome de Trousseau”, onde observou que
pacientes que se apresentavam com trombo-embolismo sintomdtico freqiientemente eram
também portadores de uma neoplasia maligna oculta, como notou que individuos portadores
de um tumor maligno apresentavam uma tendéncia aumentada para a trombose. Pesquisas
mais recentes mostraram que esta observagdo € bastante precisa. Em pacientes com neoplasia
de mama, a incidéncia de trombose e embolia € de 0,1% no estdgio clinico I, chegando a 18%
nos estagios Il e IV.”® De modo inverso, individuos com trombo-embolismo sem uma
condi¢do clinica que o justifique apresentam um risco significativamente aumentado, em até
nove vezes, de terem uma neoplasia maligna nos seis meses a um ano subseqﬁentes.99

Além destas funcdes reconhecidas, o FT pode apresentar outras fun¢des nao relacionadas
a coagulacdo sangiiinea. Sua expressdo se encontra aumentada em varios tipos celulares
tumorais que apresentam atividade pré-coagulante. Atualmente, o FT também foi relacionado
ao desenvolvimento de metdstases através de mecanismos de sinalizacdo intracelular, bem

como através da atividade proteolitica do complexo FT/Fator VII ativado.”'”
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A associacdo entre a expressdo do FT e TW € o foco central de nossa pesquisa.

2.3.1 Fator Tecidual e Angiogénese

A expressdao do FT por células endoteliais vasculares em tumores sugere uma relacao
entre a regulacdo da angiogénese e o sistema hemostatico, sendo reconhecido hd muito tempo
que o FT € um dos agentes associados aos estados de hipercoagulabilidade relacionados aos
tumores malignos.97’99 Estudos experimentais mostraram a possibilidade que sua expressdo
aumentada demonstre uma aceleracdo do crescimento tumoral através da regulacdo da
angiogénese. Em células de sarcoma, o crescimento tumoral e a angiogénese foram
promovidas por “super-expressdo” do FT e inibidas por supressao da expressio do FT. O
tratamento com coumarinicos neste experimento ndo afetou o crescimento tumoral,
demonstrando que o efeito do FT parece ser independente de seu papel na cascata da
coagulacdo.'” Fischer e cols.'”" relacionaram o aumento das metéstases de melanoma com a

funcdo pré-coagulante do FT.

O estimulo angiogénico do FT € explicado por duas vias fisiolc’)gicas.97 Uma delas €
dependente do mecanismo de coagulacdo e a outra ndo. A rota angiogénica dependente da
coagulacdo resulta da ligacdo do FT ao fator de coagulacdo VII, ativando a trombina. A
presenca de trombina resulta em lise dos fibrinopeptideos A e B a partir da molécula do
fibrinogénio, convertendo-o em fibrina. Além disto, a presenca de trombina ativa as plaquetas,
que se unirdo a fibrina formando o codgulo. As plaquetas ativadas liberam fatores pro-
angiogénicos, dentre eles o VEGF, que contribuem para a migracdo e a proliferacdo de células
endoteliais. O VEGF, por sua vez, induz um aumento de permeabilidade vascular que
determina um escape de proteinas plasmadticas, especialmente fibrina, as quais irdo formar uma
matriz ao redor das células tumorais. Esta matriz serve como base para migracdo de células
endoteliais e para a angiogénese justa-tumoral. Por fim, a degradacdo da matriz de fibrina
libera novos agentes estimulantes da proliferacdo vascular, o que contribui para a manutengdo

97,102,103

e para o incremento do estimulo angiogénico. Um mecanismo ndo diretamente

N

relacionado a cascata da coagulacdo, mas ainda assim envolvendo a expressao do FT por

2 . . . A - . 7
células tumorais representa uma fonte de estimulo angiogénico para as neoplasias’’. A
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fosforilagdo da porcdo citoplasmdtica do FT induz a formagdo de uma seqii€ncia de sinais
intracelulares que resultam na transcricdo de vdrios genes. O VEGF tem sua transcri¢dao

o . A 97,103,104
aumentada pela ativacdo do FT, levando a um potente estimulo angiogénico,

contrario da trombospondina que € inibida pelo FT, reduzindo a sua capacidade anti-
angiogénica. O aumento da atividade do VEGF, como descrito anteriormente, por acao do FT
resulta na permeabilidade vascular exagerada com deposi¢do de fibrina junto as células
tumorais formando a matriz que serd um estimulo a proliferacdo de vasos sangiiineos, pois
apresenta altas concentragdes de agentes pré-angiogénicos como o FGF, o préprio VEGF e o
fator de crescimento associado a insulina tipol (IGF—1)97. Da mesma forma, o extravasamento
de proteinas plasmdticas aumenta o indice de ligacdo entre o fator VII e o FT. O fator VII
ativado produz um aumento de célcio intracelular que, por sua vez, estimula a fosforilagao da
porcao intracitoplasmética do FT, completando um ciclo de retro-alimentag@o positiva através
de um novo incremento na transcricio do VEGE.”” Ainda ndo se conhece a real parcela de

responsabilidade de cada um destes mecanismos na fisiopatologia do fator tecidual com

relagdo ao desenvolvimento do céncer.

O VEGEF € considerado, entre os fatores pro-angiogénicos conhecidos, como o principal
iniciador da angiogénese e o FT apresenta capacidade de estimular a expressdao genética do
VEGEF, estimulando a proliferacido vascular, fundamental para o desenvolvimento do tumor e

97,104,105

sua habilidade de produzir metéstases. A atividade pré-angiogénica do FT ¢

confirmada pela associagdo entre o aumento de sua expressdo e o aumento da DMV,

- . . 53,54,106
demonstrada em vdrios estudos em neoplasias malignas.”™ ™

A alteracdo na homeostase

angiogénica requer um desequilibrio no balango entre os fatores estimuladores e inibidores da
. A . 2 . ~ P .. 7

angiogénese, os quais mantém a proliferacio de células endoteliais sob controle.”” O FT

97,107
F

parece interferir neste equilibrio através de um estimulo a expressio do VEG e na

~ . . . A 7
supressdo da trombospondina 1, um peptideo anti-angiogénico.’

Além disto, tanto o FT quanto o VEGF t€m expressdo aumentada na hipoxia, fendmeno
freqlientemente observado na neoplasia maligna. Amirkhosravi e cols.'"”™ avaliaram a
importancia da hipéxia pelo aumento da express@ao do FT em tecidos tumorais. Cultivaram
células de vérios tipos de neoplasias em meios com baixa tensdo de oxigénio e encontraram

um aumento da atividade pré-coagulante bem como da expressdo do FT. Ao injetarem estas
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culturas em cobaias, notaram que as cobaias expostas a baixa tensdo de oxigénio (O»)
produziram mais trombocitopenia e metdstases pulmonares do que células cultivadas com
niveis normais de O,. Os autores concluiram, entdo, que a hipéxia aumenta a expressao do FT
em neoplasias malignas, fato que estimula a adesdo plaquetdria, facilitando o desenvolvimento
de metdstases hematogénicas através de um mecanismo associado a atividade coagulante do

FT, relacionado ao fator VII ativado.

Parece claro que a expressdo do FT estd associada com processos oncogénicos, pois
metdstases expressam o FI e a maioria das células ndo malignas ndo expressam.
Adicionalmente, alguns estudos mostram que a expressdo do FT estd relacionada a um risco
significativo de metdstases hepaticas no carcinoma de c6lon e € essencial para metastases
pulmonares em um modelo experimental. O FT também se encontra super-regulado em
células tumorais primdrias e muitos tumores mostram um aumento da atividade pro-

coagulante.

Rickles e cols.'” inocularam células neoplésicas em ratos imunossuprimidos observando
o desenvolvimento de tumores com alta densidade microvascular e encontraram uma forte
correlagdo entre a expressdo do FT e a sintese de VEGF. Ao se transferir uma seqiiéncia
codificante completa do FT em uma linhagem tumoral com baixa expressao de FT/VEGEF,
estas células se tornaram produtoras destes dois elementos. Por outro lado, quando se
inoculava uma seqiiéncia de FT com alteracdes na porcao intracitoplasmatica que impediam a
fosforilagdo, o que se observava era uma intensa producdo do fator tecidual, mas ndo do
VEGEF. Estes resultados sugeriam que a porc¢do citoplasmatica do FT € necessdria para o

estimulo 4 producido do VEGF. Tais achados se somam aos de Abe e col''’

que descreveram,
através de metodologia semelhante, o comportamento de varias linhagens de melanoma em
relacdo a expressdo do FT e a angiogénese. Tumores com altas taxas de FI/VEGF quando
inoculados em camundongos imunossuprimidos produziam lesdes soOlidas altamente
vascularizadas, enquanto que melanomas com baixa expressdo destes dois elementos

produziam tumores relativamente avasculares.

Hembrough e cols.''!, em uma tentativa de avaliar o papel da coagulacdo no crescimento

de tumores, testaram, in vivo, inibidores especificos para o complexo FT-FVIla e para o fator
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X ativado (FXa). Estes autores demonstraram que dois inibidores do complexo FT/FVIla
conseguiram diminuir a progressao de lesdes primdrias e metastiticas em cobaias, mas o uso
de inibidores especificos do FXa ndo demonstrou atividade anti-tumoral. Uma vez que o FXa
constitui o elemento final da rota pré-coagulante do FT-FVIla, estes dados sugerem que a agcao
proteolitica deste udltimo promove a proliferacio tumoral e a angiogénese por um outro
mecanismo além daquele observado através da cascata de coagulag¢do sangiiinea. Zhang e
cols.'™ descreveram mais recentemente resultados semelhantes aos descritos anteriormente, s

que utilizando linhagens celulares de tumores géstricos.

Carvalhal’® e Abdulkhadir e cols.’* demonstraram, em casos de adenocarcinoma de
prostata, que a atividade do fator tecidual na membrana celular teve associacdo direta com
niveis mais elevados de PSA. A afericdo da DMV nestas lesdes mostrou que os indices mais
elevados foram observados nos casos positivos para FT, levando os autores a concluirem que a
sua expressao pode servir como um marcador da agressividade dos tumores prostaticos, assim

113 ‘
também

. g A . 112 .

como um indicador de angiogé€nese aumentada. Weidner ~ e Akashi e cols.
encontraram correlacdo progndstica na expressao do fator tecidual em neoplasias de prostata.
Em casos de doenca metastdtica, 75,3% dos tumores expressavam o FT, sendo que estes

individuos apresentaram pior desempenho clinico no tratamento com supressao hormonal.

Contrino e cols.'" relataram que a expressdo do FT pode ser encontrada em carcinomas
de mama, mas ndo em doenga fibrocistica mamadria. Os autores concluiram que células
tumorais podem ativar células endoteliais adjacentes a lesdo e estimular a proliferagdo de
vasos sangiiineos justa-tumorais através de um importante estimulo angiogénico mediado pelo
fator tecidual. Vrana e cols.'”® avaliaram a expressao do fator tecidual em células do estroma
peritumoral de neoplasias de mama e encontraram uma relagdo significativa entre a presenca
do FT e a progressdo para o carcinoma invasor. Em lesdes infiltrativas havia células positivas
para o FT, sendo constituidas principalmente por macrofagos e miofibroblastos. Para os
autores, estes dados indicaram que o recrutamento ou ativacdo de c€lulas positivas para FT é

um evento precoce na progressdo para um carcinoma localmente invasor.

Seto e cols.'® avaliaram a expressio do fator tecidual em 67 pacientes com

adenocarcinoma colo-retal, correlacionando-a com a ocorréncia de metdstases hepaticas. Os
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autores observaram que neoplasias com altas taxas de atividade do fator tecidual apresentaram
um risco significativamente maior de desenvolvimento de lesdes no figado, bem como um pior
prognoéstico apds trés anos de acompanhamento. Da mesma maneira, Nakasaki e cols.'
avaliaram a expressdo de FT em tumores malignos colo-retais e mostraram que o FT estava
presente em 57% da amostra e a intensidade de sua expressdo se correlacionou com a
classificacdo de Dukes. Além disto, observou-se uma relacio significativa entre a expressao
do FT e a do VEGF, sugerindo que a expressao do FT se relaciona com o grau de progressao
da doencga avaliado pelos critérios de Dukes, sendo o VEGF um elemento significativo na
determinacio do prognéstico destes pacientes. Fillmann,'” em sua tese, mostrou correlacio
entre o grau de expressdo do FT e a angiogénese tumoral, com DMV significativamente mais
elevada em lesdes onde a atividade do FT € mais alta, mas ndo houve correlacio com outros

fatores progndsticos.

Nitori e cols.'"” avaliaram a fregiiéncia da expressio do FT no adenocarcinoma
pancredtico e a sua expressdo aumentada, considerada como a presenca de mais de 25% das
células positivas para o FT, foi relacionada a uma maior extensdo do tumor primdrio, a
ocorréncia de metdstases linfonodais e a tumores pouco diferenciados. O FT se mostrou como
uma varidvel prognéstica de valor independente para recorréncia e 6bito por este tipo de

8

neoplasia. Kakkar e cols.''® observaram que carcinomas ductais pancreiticos pouco

diferenciados expressavam o FT e que ndo estava presente em tecidos pancredticos nao

? a expressdo fregiiente do FT pelas células malignas

neoplésicos. Para Khorana e Fine''
pancredticas representa a principal razdo para ocorréncia de fendmenos tipicos de
coagulopatia, como trombo-embolismo, trombose de veia porta, coagula¢do intravascular
disseminada e trombose venosa profunda, que aparecem como complicadores em até 57% dos

individuos afetados por este tipo de neoplasia.

Koomagi e cols.'® estudaram a expressio do fator tecidual em 191 neoplasias malignas
pulmonares do tipo ndo pequenas células, sendo que a expressao do FT se correlacionou com a
intensidade da expressdo do VEGF e com a DMV. A positividade das células tumorais para o
FT foi também associada a um pior progndstico, com reducio significativa da sobrevida apos

0 tratamento.
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Poon e cols.'®, estudando casos de carcinoma hepatocelular, avaliaram a relagdo entre a
expressdo do FT, a DMV e fatores prognésticos. A atividade do FT foi associada a uma maior
densidade de vasos sangiiineos bem como a uma elevada presenca de VEGF. Além disso,
tumores positivos para FT demonstraram maior ocorréncia de invasdo venosa, estiagios
clinicos mais avangados e lesdes ndo encapsuladas. De fato, o FT se mostrou como fator
prognéstico negativo independente nestas lesdes. Kaido e cols.'?!, encontraram importincia
progndstica em relagdo ao FT em casos de carcinoma hepatocelular. Individuos com tumores
que expressavam o FT apresentaram uma maior freqiiéncia de trombose neopldsica da veia
porta, metdstases intra-hepdticas, hipoalbuminemia, e invasao capsular. A sobrevida livre de
doenca foi1 significativamente maior em pacientes com lesdes negativas para atividade do FT o

que, nesta amostra, demonstrou que o mesmo € um fator prognéstico negativo independente.

18 ~ . .

Toneto, ° em sua tese, demonstrou que ocorreu expressao do FT nas células tumorais dos
pacientes portadores de adenocarcinoma géstrico, mas ndo houve correlagdo entre o FT e a
DMV e entre o FT e os fatores progndsticos conhecidos para o adenocarcinoma géstrico.

Também ndo encontrou correlacio entre o FT e a sobrevida dos pacientes.

Até novembro de 2007, nao foi encontrado nenhum trabalho na literatura relacionando a

expressao do FT e o TW, sendo este o foco central de nossa pesquisa.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a importancia de fatores prognosticos reconhecidos (idade, estagiamento e tipo

histolégico) para a recidiva e dbito de pacientes com TW;

Quantificar o grau de densidade microvascular em TW;

Descrever a expressdo imunoistoquimica do FT em TW;

Correlacionar a expressao do FT com o grau de densidade microvascular em TW;

Correlacionar a DMV com fatores de progndstico, recidiva tumoral e sobrevida em

TW;

Correlacionar a expressao do FT com fatores de progndstico, recidivas tumorais e

sobrevida em TW.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamento, Populacio e Amostra

O trabalho de pesquisa realizado foi um estudo de coorte histérico, com componentes
contemporaneos, que incluiu pacientes submetidos a nefrectomias totais ou parciais realizadas
no Hospital Sdo Lucas da PUCRS e Hospital da Crianga Concei¢do com diagndstico de tumor
de Wilms desde julho de 1993 a julho de 2003, com N=45 pacientes. Todos os pacientes
foram operados e acompanhados independentemente de receberem tratamentos
complementares, com seguimento até o 6bito ou até o momento da andlise dos dados (junho

de 2007).

Para andlise das principais varidveis (expressio do fator tecidual e densidade
microvascular) foram utilizados os blocos fixados em formalina a 10% e embebidos em
parafina dos pacientes arrolados no estudo e armazenados no laboratério de Patologia do HSL-
PUCRS e Hospital da Crianga Conceicdo. As laminas foram cortadas e fixadas com
hematoxilina e eosina para confirmacdo da histologia, sendo o material avaliado por um
patologista e pela pesquisadora quanto a representatividade e presenca do tumor. As
informacgdes referentes aos dados clinicos foram coletadas a partir do protocolo (anexo B),
tendo sido criado um banco de dados para correlacionar os fatores progndsticos conhecidos
(histologia, estagiamento, idade) e o desfecho final (recidiva, 6bito) com a expressdo do fator

tecidual e o grau de angiogénese tumoral.

4.1.1 Imunoistoquimica

Foram realizados cortes com espessura de 3 Wm nas laminas incluidas em parafina
imediatamente subseqiientes a identificagdo do tumor de Wilms. Estas foram submetidas a
recuperagdo antigénica em banho-maria por 30 minutos a 99°C, utilizando tamp@o Tris/EDTA,

pH 9 20mM Tris/0,65 mM EDTA). O bloqueio da peroxidase endégena foi feito com
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solucdo de peridrol a 3% (H>O, em dlcool metilico) por 30 minutos. Os cortes foram imersos
em solucdo salina a 5% em tampao PBS (“phosphate-binding saline”) por 30 minutos para
diminuir a coloracdo de fundo (background). As secgdes foram entdo incubadas com
anticorpo monoclonal de rato anti-Fator Tecidual humano tipo I (Mouse anti-human tissue
factor, type 1 U.S. Biological — type Mab, IgG1 clone 2K1) com diluicdo de 1:30 e anticorpo
monoclonal de rato anti-CD34 (CD34 classe II, Clone QBEnd 10 Dakocytomation) com
diluicdo de 1:400. O sistema de detecg¢do utilizado foi o kit Dako LSAB + peroxidase
(Streptoavidina). Os cortes foram revelados utilizando-se cromdgeno
3,3’diaminoazobenzidina (DAB) e tampdo PBS em solucdo a 0,002% de peréxido de
hidrogénio e contra-corados com hematoxilina, sendo desidratados, clarificados e montados

com balsamo e laminula.

4.1.2 Andlise Digital das Imagens

As laminas foram analisadas sem o conhecimento prévio da evolucdo clinica dos
pacientes e da classificacdo histopatolégica anterior. Foi utilizado um sistema de andlise
digital composto por microscopio optico Zeiss Axioskop 40 (Oberkohen, Alemanha), com
lentes neofluares, conectado através de uma video-camera Roper Scientific (Media
Cybernetics , Silver Spring, EUA) a um microcomputador Pentium 1V 2.2 GHz com 512 MB
de memoria RAM, disco rigido de 160 GB e placa de captura Image Pro Capture kit (Media
Cybernetics , Silver Spring, EUA). Para a andlise digital das imagens foi utilizado o programa
Image Pro Plus versdo 4.5, que permite a captura digital da imagem e ap0s a insercdo de grade
de correcdo, marcacdo e contagem da drea de interesse. Somente foram contados os
microvasos incluidos completamente dentro da grade nas margens com traco continuo e os
que tocavam ou ultrapassavam a linha interrompida. (Figura 5) As imagens foram capturadas

no formato TIFF (True Image Format File).

A captura das imagens foi realizada no Laboratério de Anatomia Patoldgica do Hospital

Sao Lucas da PUCRS.
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Figura 5. Imagem do software de captura do Laboratério de Anatomia Patologica do
Hospital Sao Lucas da PUCRS.

4.2 Fatores de Exclusao

1. Inexisténcia de tumor vidvel no bloco de parafina que possibilitasse a realizacido dos

estudos histoldgicos;

2. Pacientes sem acompanhamento adequado até o momento da andlise.
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4.3 Variaveis Principais

A. Variaveis preditoras:

1. Idade;

2. Histologia;

3. Estagiamento.

4. Expressdo imunoistoquimica da angiogénese;
5. Expressao imunoistoquimica do FT;

B. Desfechos:
1. Recidiva tumoral (recorréncia local e/ou metastases a distancia);

2. Obito.

4.3.1 Idade

A idade dos pacientes foi tabulada em meses e anos. Para a andlise estatistica,
considerou-se que trés meses equivaleriam a 0,25, seis meses a 0,5 anos, e nove meses a 0,75

anos.

4.3.2 Histologia

Os critérios de histologia utilizados na andlise foram os propostos pelo “National Wilms
Tumor Studies V”’ (NWTS-5): tumor favordvel ou desfavoravel, na dependéncia da presenca
de anaplasia focal ou difusa. A classificacdo por riscos da SIOP-9 (Tabela 2) foi realizada de
forma retrospectiva para a correlacdo com a expressdo do fator tecidual e com o grau de

angiogénese tumoral.
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4.3.3 Estagiamento

O estagiamento utilizado foi o da SIOP-9 nas diferentes categorias mostradas na Tabela
3, pois a maioria dos pacientes (n=34) foi submetida a ressecc¢ao cirtirgica apds quimioterapia
neo-adjuvante, conforme preconizado pela SIOP, sendo que apenas sete pacientes foram
submetidas a resseccdo primdria do tumor sem quimioterapia neo-adjuvante. A abordagem
cirdrgica do tumor foi determinada pelo cirurgido, independentemente do tamanho tumoral ou
da gravidade da doencga. Para efeito de andlise, os pacientes com quimioterapia neo-adjuvante
e os com cirurgia primdria foram estudados quanto a fatores pré-operatorios (idade, sexo,
estagiamento, histologia), demonstrando-se a equiparacio dos mesmos quanto a estas

variaveis.

4.3.4 Expressao imunoistoquimica da angiogénese

A contagem dos microvasos foi realizada em sec¢des dos cortes nos blocos de parafina
imediatamente adjacentes aos utilizados para a identificacdo da drea tumoral e para a avaliacdo
do fator tecidual. Foram realizados controles negativos em tecido renal ndo neopldsico, que
ndo expressaram os antigenos em estudo e controles positivos em tecido de carcinoma
prostético para confirmar a reatividade dos mesmos. A identificacdo da microvascularizacio
foi feita através dos pontos mais vascularizados da lamina (“hot spots”) encontradas com
magnificacdo baixa (50x). Sempre que possivel foram identificados trés pontos de
vasculariza¢do mais intensa. ApoOs a sua identificacdo, foi realizada a captura da imagem em
dez campos diferentes de cada “hot spot” com magnificacdo de 400x (1312x1040 pixels)
correspondendo a drea de 0,76 mm2. Apds a contagem microvascular foi utilizada uma média
aritmética das dreas identificadas para fins de anélise estatistica. Os vasos foram identificados

pela coloracdo marrom, em contraste com o fundo azul claro do tumor.
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. 2

Figura 6. Expressao imunohistoquimica da angiogénese no tumor de Wilms(‘hot spot”).
Magnificacao de 50x.

Figura 7. Expressao imunohistoquimica da angiogénese no tumor de Wilms.
Magnificacao de 400x.
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4.3.5 Expressao imunoistoquimica do fator tecidual

A quantificag@o da expressao do FT foi avaliada através da reatividade para o anticorpo,
utilizando-se para afericdo uma lente objetiva com magnificacdo de 100x, sendo avaliada a
superficie das células coradas em relacdo ao tecido examinado. Foram utilizados para
controles negativos e positivos do anticorpo anti-FT amostras de tecido de neoplasias malignas
da prostata, que sabidamente apresentam alta expressdo imunoistoquimica de FT."” A
expressao do FT foi classificada em quatro categorias: I (0 a 25% das células com tumor de
Wilms coradas), II (26 a 50%), III (51 a 75%) e IV (76 a 100%). A expressdo do FT foi
avaliada globalmente no tumor, e ainda considerando-se as diferentes histologias do tumor
independentemente (FT expresso no blastema, no estroma e epitélio). A expressao do FT foi

aferida por dois observadores independentes, sendo uma a pesquisadora e outro o orientador.

Figura 8. Expressao do fator tecidual no tumor de Wilms (Categoria IV).
Observar o estroma pouco corado, enquanto mais do que 75% das células
do blastema e do componente epitelial expressam FT.
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Figura 9. Expressao do fator tecidual no tumor de Wilms (Categoria I).
Menos do que 25% das células com tumor de Wilms expressam o FT.

4.3.6 Recidivas (recorréncia local e/ou metastases a distancia)

As recorréncias locais e a ocorréncia de metastases a distancia foram qualificadas como
recidivas tumorais. As metdstases foram discriminadas quanto a serem Unicas ou multiplas e
foram computados os 6rgaos comprometidos.

4.3.7 Obitos
Os pacientes foram acompanhados até o 6bito ou até o momento da andlise (Junho de

2007). A causa dos o6bitos foi computada em todos os casos obtidos.

4.4 Analise Estatistica

As varidveis quantitativas foram descritas por mediana e valores minimo e maximo,

enquanto que as categdricas por freqiiéncias e percentuais. Optou-se por utilizar as medianas
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na analise dos dados, para reduzir o efeito de dispersdo gerado por valores muito discrepantes
da média (“outliers”) observados nas estatisticas descritivas de algumas das varidveis (p.ex.,
idade e niimero de vasos). A comparacdo dos dados quantitativos foi feita utilizando-se o teste
nao-paramétrico U de Wilcoxon-Mann-Whitney e nos dados categdricos usou-se o teste de

qui-quadrado (xz) ou o teste exato de Fisher, quando necessdrio.

A avaliacao dos desfechos que envolvem seguimento foi realizada por curvas de Kaplan-
Meier, com a significincia estatistica determinada pelo teste de log rank. A avalia¢do do grau
de correlagdo entre a densidade microvascular e a expressao do FT foi feita com o auxilio de
gréificos de dispersdo de pontos e graficos de “boxplot” e cdlculo do coeficiente de correlagao

de Spearman.

Para a consideragdo do efeito combinado de diversos fatores foi utilizada a regressdo de
azares proporcionais de Cox (regressao multivaridvel) com expressdo da for¢a de associagdo
pelo “hazard ratio”, aqui denominado risco relativo com seu respectivo intervalo de confianca

de 95%.

Os dados foram analisados com o auxilio do programa SPSS versdo 12.0 para Windows.

O nivel de significancia adotado foi de ot a 5% (P<0,05).

4.5 Etica

A pesquisa estd em conformidade com as normas internas do Comité de Etica em
Pesquisa da PUCRS e Hospital da Crianga Conceicdo e com os itens III.3.i e IIl.t das
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolugao
CNS 196/96), bem como a diretriz 12 das Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas

Biomédicas envolvendo Seres Humanos (CIOMS 1993).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul — Protocolo n® 490/05 e pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Grupo Hospitalar Conceigdo — Protocolo n® 157/06 (anexos C, D e E).
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Como as andlises imunoistoquimicas ndo terdo influéncia no tratamento e evolucio dos
pacientes vivos, foi dispensado o Termo de Consentimento e preenchido o Termo de
Compromisso para Utilizacdo de Dados em Prontuérios e de Bases de Dados em Projetos de

Pesquisa (anexo A).
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S RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da Amostra

No periodo de julho de 1993 a julho de 2003, tratamos no Hospital Sdo Lucas da PUCRS
e no Hospital da Criangca Conceicdo 45 criancas com diagnostico de tumor de Wilms, sendo
que 41 destas preencheram os critérios de inclusdo deste trabalho. Vinte e trés criangas eram
do sexo feminino (56,1%) e 18 eram do sexo masculino (43,9%). Os tumores acometeram o
rim esquerdo em 22 casos (53,7%), o rim direito em 17 casos (41,5%), e houve acometimento
bilateral dos rins ao diagndstico em dois casos (4,9%). Quatro criancas foram excluidas da
andlise, trés delas pela impossibilidade da localizagdo dos blocos de parafina para realizagdo
do estudo imunoistoquimico e uma delas pela transferéncia para tratamento quimioterdpico na

cidade de origem, o que ocasionou a perda do seguimento da mesma.

Dezoito 18 pacientes (43,9%) apresentaram recidivas (recorréncia local da doenca e/ou
metdstases a distancia) durante o seguimento, sendo que 14 (34,1%) foram a 6bito. O sitio de
recidiva mais freqiiente foi o pulmao, seguido pela recorréncia local. Em 50% das recidivas (9
casos) as metdstases foram multiplas, sendo que o acometimento hepdtico (presente em 5
casos) s6 ocorreu neste cendrio de metdstases multiplas. As metédstases foram diagnosticadas
em 11 casos durante o tratamento quimioterdpico e/ou radioterdpico e entre quatro meses €
dois anos do término do tratamento em sete pacientes. Nao houve recidiva apds dois anos da

conclusdo do tratamento.

As principais caracteristicas clinicas e anatomo-patoldgicas dos pacientes estdo

detalhadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas e anatomo-patologicas da amostra (N=41).

Mediana da idade 2,6 (0,33 a 7,25)

Sexo (Feminino:Masculino) 1,3:1

Localizaciao Rim esquerdo 22 (53,7%)
Rim direito 17 (41,5%)
Bilateral 2 (4,9%)

. e e v s . Favoravel 38 (92,7%)
Diferenciacao histolégica Desfavordvel 3(7.3%)
Estagiamento (SIOP-9) I 8 (19,5%)

II 15 (36,6%)
I 12 (29,3%)
v 4 (9,7%)
\% 2 (4,9%)
Recidivas tumorais Com recorréncia 18 (43,9%)
Pulmio 6 (33,3%)
Recorréncia local 3(16,7%)
Multiplas 9 (50,0%)
Sobrevida (histologia NWTS)  Favoravel 27 (71,1%)
Desfavoravel 0 (0%)

Os pacientes foram seguidos desde o diagndstico até o momento da andlise ou do 6bito.

Houve 14 o&bitos relacionados a doenga, sendo um deles decorrente de complicagdes
cirirgicas, mas que se encontrava no estagio III ao diagndstico e o restante secunddrio a
recidiva tumoral. O tempo mediano de acompanhamento dos pacientes foi de 4,4 anos, com
um minimo de zero anos € um maximo de 12 anos. A sobrevida ao final de dois anos foi de

78% e ao final de cinco anos foi de 66%, permanecendo inalterada ao final de 10 anos (66%).
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A curva de sobrevida global dos pacientes estd demonstrada na Figura 10.

Proporcao de Sobrevida

0,0

0 2 4 6 8 10 12
Seguimento (anos)

Figura 10. Curva de sobrevida geral dos pacientes.

5.1.1. Idade

A mediana das idades ao diagnéstico foi de 2,58 anos, sendo a idade minima de 0,33
anos (4 meses) e a maxima de 7,25 anos. A mediana das idades dos pacientes masculinos foi
de 2,71 anos (minimo de 0,50 anos ¢ maximo de 4,91 anos) e dos femininos foi de 2,58 anos
(minimo de 0,33 anos e maximo de 7,25 anos) ndo havendo diferenca estatisticamente

significativa entre a idade e o género dos pacientes (P= 0,32).

A mediana das idades entre o grupo de histologia favordvel foi de 2,71 anos (minimo de
0,33 anos e maximo de 7,25 anos) e o de histologia desfavordvel foi de 2,50 anos (minimo de
1,33 e maximo de 6,91 anos) com um P=0,87. Também ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a idade dos pacientes e a inclusdo nos grupos de risco estabelecidos pela
SIOP-9; a mediana de idade entre os pacientes dos grupos de risco intermedidrio/baixo foi de

2,71 anos (minima de 0,33 anos e mdxima de 7,25 anos), enquanto que a mediana das idades
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dos pacientes do grupo de alto risco foi de 2,58 anos (minima de 0,67 anos e mdxima de 6,91
anos) com P=0,63. A mediana das idades também ndo variou significativamente entre os
diferentes estdgios, sendo que nos estagios I+II a mediana das idades foi de 2,58 anos (minimo
de 0,33 anos e maximo de 7,25 anos) e nos estdgios III+IV a mediana das idades foi de 2,91

anos (minimo de 1,0 ano e maximo de 6,91 anos) com P=0,64.

Nao houve diferenga significativa entre as medianas das idades dos pacientes que
apresentaram recidivas (mediana de 2,71 anos; sendo a idade minima de 1,33 e a méxima de
7,25 anos) e dos que ficaram livres da doenca (mediana de 2,58 anos; com a minima de 0,33 e
a idade mdxima de 7,0 anos) com P=0,58. A idade dos pacientes ao diagnéstico ndo foi fator
determinante do 6bito; a mediana das idades dos 27 pacientes que sobreviveram foi de 2,83
anos (minima de 0,33 e maxima de 7,25 anos) e a mediana das idades dos 14 pacientes que

foram a ébito foi de 2,58 anos com a minima de 1,33 e maxima de 6,91 anos ¢ P=0,92.

81 P=10,92

Idade (anos)
S

1 T L

Sim Nao
Obito
Figura 11. Grafico de “boxplot” representando a diferenca da idade (anos) entre os

grupos que sobreviveram (n=27) e que foram ao ébito (n=14).
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.
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Quando comparamos a idade dos pacientes com a propor¢do de sobrevida dos mesmos

vimos que nio existe diferenca significativa com P=0,68, conforme Figura 12.
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Figura 12. Curvas de sobrevida em relacao a mediana das idades (2,58 anos).

5.1.2 Histologia

Dentre os 41 tumores estudados, em 26 havia a coexisténcia dos trés tipos histoldgicos
caracteristicos dos TW (componentes epitelial, estromal e blastematoso), conforme Figura 1.
Em 14 casos havia a presenca de somente dois tipos, sendo que um caso apresentava
exclusivamente blastema. Considerando-se todas as possibilidades de associagdes, o tipo
histolégico predominante foi o estroma (presente em 40 pacientes), secundado pelo blastema
(presente em 36 casos) e pelo componente epitelial (presente em 31 das laminas). Na Tabela 6
correlacionamos a presenga de determinado tipo histoldgico com a recidiva tumoral e 6bito,

sem encontrarmos significancia estatistica.
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Tabela 6. Correlacao entre a presenca de tipos histolégicos e 6bito / recidiva tumoral.

Tipo Histolégico Presente Obito P Recidiva P
Blastematoso (presenca de) 36 13 (36,1%) 0,65 16 (44,4%) 0,99
Epitelial 31 10 (32,3%) 0,71 14 (45,2%) 0,99
Estromal 40 13 (32,5%) 0,34 17 (42,5%) 0,44
Misto (3 componentes) 26 9 (34,6%) 0,99 12 (46,2%) 0,75

Considerando o grau de diferenciacdo histologica proposta pelo NTWS, os tumores com

histologia favordvel foram a grande maioria. Trinta e oito pacientes (92,7%) apresentaram

histologia favordvel e somente trés (7,3%) apresentaram histologia desfavoravel. Todos os

pacientes com histologia desfavordvel apresentaram recidiva tumoral, enquanto que esta

ocorreu em apenas 39,5% dos pacientes com histologia favordvel (P=0,08). Esta classificagdo

foi fator determinante de mortalidade; todos os pacientes com histologia desfavordvel

morreram, enquanto que apenas 28,9% dos pacientes com histologia favordvel faleceram

(P=0,03).

100% ~
80% -
60% -

40% - 28,90%

Mortalidade

20% A

0%

P=0,03

Histologia favoravel

100%

Histologia desfavoravel

Histologia

Figura 13. Comparacao entre mortalidade e histologia favoravel e desfavoravel (NWTS).
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Considerando a classificacdo histologica proposta pela SIOP-9, 11 pacientes eram de
alto risco e 30 pacientes eram de risco intermedidrio/baixo. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre a taxa de recidiva tumoral nos dois grupos P=0,49. A
sobrevida também ndo foi significativamente diferente entre os dois grupos, conforme a

Figura 14.
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Figura 14. Curvas de sobrevida em relaciao a categoria de risco (SIOP-9)

5.1.3 Estagiamento

Quanto ao estagiamento foram considerados os estdgios I a IV, sendo que os dois
pacientes em estagiamento V (acometimento renal bilateral) foram reclassificados de acordo
com a classificacdo do lado mais comprometido, como a SIOP recomenda. O estagiamento foi
um determinante para a recidiva tumoral, sendo que dos 18 pacientes que apresentaram
recidiva tumoral, 12 pacientes encontravam-se nos estagios III e IV (8 no estdgio IIl e 4 no IV)
ao diagnostico e 6 encontravam-se nos estagios I e Il (um no estigio I e 5 no II) (P=0,003);

Figura 15.
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Figura 15. Grafico de barras representando o percentual da recidiva tumoral em cada
um dos estagios.
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.
Com relacdo ao 6bito, quanto mais avancado o estagiamento maior a probabilidade de

morte, com 9 6bitos nos estagios Il e IV (7 no estdgio IIl e 2 no IV), 5 dbitos no estdgio Il e

nenhum 6bito no estdgio I (P=0,02).

P =0,025

Obito (%)

I Il T v
Estagiamento

Figura 16. Representacao grafica do percentual de 6bitos em cada um dos estagios.
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.



51

Ao estudarmos a categoria de risco do paciente com o estagiamento ndo encontramos
correlagdo (P=0,07), assim como nao houve correlagdo entre a categoria de risco e a expressao

de FT (P=0,13) e entre a categoria de risco e a DMV (P=0,40).

A sobrevida dos pacientes foi diretamente relacionada ao estdgio da doenca como

representado na Figura 17.
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Figura 17. Curvas de sobrevida por estagiamento da SIOP-9 do tumor de Wilms.

5.2 Densidade Microvascular

O nimero de microvasos por campo variou de 3 até 176, sendo que a mediana foi de
47,5 microvasos por campo. Nao houve correlacdo entre a DMV e a categoria de risco do

paciente (P=0,5) (Figura 18), bem como entre a DMV e o estagiamento (P=0,4) (Figura 19).
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Figura 18. Grafico de ‘“boxplot” representando a diferenca entre a DMV nas categorias
de risco da SIOP-9 (risco alto e intermediario/baixo).
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.
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Figura 19. Grafico de “boxplot” representando a diferenca entre a DMV nos estagios
(foram agrupados os estagios I e II e os estagios I11 e IV).
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.
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A densidade microvascular diminuida apresentou correlacio com a recidiva tumoral
(P=0,05) e obito (P=0,05). O niimero de vasos contados foi maior entre os pacientes que nao
apresentaram metdstases e que sobreviveram, apresentando-se como fator protetor na nossa

casuistica.
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Figura 20. Grafico de ‘“boxplot” representando a diferenca entre a DMV nas recidivas

tumorais.
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.
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Figura 21. Grafico de “boxplot” representando a diferenca entre a DMV e o ébito.
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.
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Os pacientes do grupo de maior densidade microvascular (= 47,5 microvasos)
apresentaram sobrevida significativamente maior do que os pacientes com DMV < a 47,5

microvasos. A curva abaixo demonstra isto.
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Figura 22. Curvas de sobrevida para pacientes com alta (>47,5 microvasos/campo) e
baixa (<47,5 microvasos/campo) densidade microvascular em relacao a mediana.

5.3 Expressao do Fator Tecidual

A expressdo do fator tecidual em tumores de nossa amostra foi importante. Vinte casos
(48,8%) expressaram o FT intensamente (graus III e IV) e vinte e um (51,2%) tiveram

expressao negativa ou fraca (I e II).

Tabela 7. Expressao do fator tecidual total em espécimes de Tumor de Wilms.

Escore Fator Tecidual total Nuamero de amostras (%)
I (0-25%) 8 (19,5%)
II (26-50%) 13 (31,7%)
III (51-75%) 17 (41,5%)

IV (76-100%) 3 (7,3%)
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A expressio do FT foi observada principalmente no citoplasma do componente
histolégico blastematoso e na membrana celular e no citoplasma do componente epitelial,
sendo que o componente estromal ndo apresentou uma expressdo significativa (apenas seis
pacientes expressaram o FT no componente estromal e apenas em niveis I ou II). A expressao
do FT total foi correlacionada ao FT encontrado no componente blastematoso com (p<0,001),

pelo teste de Pearson.

Figura 23. A expressao intensa do fator tecidual no componente blastematoso e
expressao fraca no componente estromal.

Nao houve diferenca estatistica entre expressao imunoistoquimica do FT e idade dos
pacientes (P=0,64), do FT com a histologia (favordvel/desfavoravel) com um P=0,21 e do FT

e estagiamento (P=0,13).
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Tabela 8. Comparacao dos grupos de estagiamento I+II vs III+IV quanto a idade, fator
tecidual e nimero de microvasos no ‘hotspot” de pacientes com tumor de
Wilms, Porto Alegre, RS, 2007.

I+11 I +1v

Varidvel N Mediana n mediana P
Idade, anos 25 2,6(0,3a7,3) 16 29(1,0a6,9) 0,64
FT total 25 2(1a4d) 16 3(la4) 0,13
FT no blastema 21 2(la4d) 15 2({a3) 0,61
FT epitelial 19 2({a4) 12 31 a4 0,19
FT estromal 25 1(la4d) 15 1({a3) 0,89
N° médio de microvasos 25 54 (3a176) 16 33(17a157) 0,40

Os dados sdo apresentados como mediana (minimo a maximo)

FT: fator tecidual mensurado em escore arbitrario (1: 0 a 25%; 2: 26 a 50%; 3: 51 a 75% e 4: >76%); P: significancia
estatistica obtida pelo teste U de Mann-Whitney.
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Figura 24. Graifico de “boxplot” representando a diferenca entre o fator tecidual nos
diferentes estagiamentos da SIOP-9 (foram agrupados os estagios I e II e os estagios I1I e

IVv).

O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.

Também ndo encontramos diferenca significativa entre a expressao do FT e a categoria

de risco do paciente (P=0,31), conforme Tabela 9 e Figura 25.



57

Tabela 9. Comparacio dos grupos de patologia de alto risco e risco baixo+intermediario
quanto a idade, fator tecidual e nimero de microvasos no ‘hotspot” de
pacientes com tumor de Wilms, Porto Alegre, RS, 2007.

Alto Baixo + intermedidrio

Varidvel N Mediana n mediana P
Idade, anos 11 2,6 (0,7a6,9) 30 2,7(0,3a7,3) 0,63
FT total 11 3(lad) 30 2(1a4d) 0.31
FT no blastema 11 3(2a4) 25 2(laéd) 0.16
FT epitelial 7 2(lad) 24 2(la4) 0.72
FT estromal 11 1(la2) 29 1(la4) 0,55
N° médio de microvasos 11 35(12a176) 30 53 @3als7) 0,50

Os dados sdo apresentados como mediana (minimo a maximo)

FT: fator tecidual mensurado em escore arbitrario (1: 0 a 24.9%; 2: 25 a 49.9%; 3: 50 a 74.9% e 4: >75%); P:
significancia estatistica obtida pelo teste U de Mann-Whitney.
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Figura 25. Grafico de “boxplot” representando a diferenca entre o fator tecidual nas
categorias de risco da SIOP-9 (risco alto e intermediario/baixo).
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O valor P representa a significincia estatistica ao teste de Mann-Whitney
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Houve uma correlagdo positiva entre a expressdao imunoistoquimica do FT e recidiva

tumoral (P=0,01) como vemos na Tabela 10 e Figura 26.

Tabela 10. Comparacao dos grupos com e sem recidiva quanto a idade, fator tecidual e
nimero de microvasos no “hotspot” de pacientes com tumor de Wilms, Porto

Alegre, RS, 2007.
Com Recidiva Tumoral Sem Recidiva Tumoral

Varidvel N Mediana N Mediana p
Idade, anos 18 2.7(1,3a73) 23 2,6 (0,3a7,0) 0,58
FT total 18 3(lad) 23 2(la4) 0.01
FT no blastema 16 3(la3) 20 2(lad) 0.06
FT epitelial 14 3(ad) 17 2(la4) 0.97
FT estromal 17 1(a4d) 23 1(la2) 0.23
N° médio de microvasos 18 31(9als)) 23 66 (3 a176) 0.05

Os dados sdo apresentados como mediana (minimo a maximo)

FT: fator tecidual mensurado em escore arbitrario (1: 0 a 24.9%; 2: 25 a 49.9%; 3: 50 a 74.9% e 4: >75%);
P: significancia estatistica obtida pelo teste U de Mann-Whitney.
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Figura 26. Grafico de “boxplot” representando a diferenca entre o fator tecidual nas

recidivas tumorais.
O valor P representa a significincia estatistica ao teste de Mann-Whitney
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A expressdo do FT apresentou correlacao significativa (P=0,02) com 6bito, bem como o

FT medido isoladamente no blastema (p<0,01), Tabela 11.

Tabela 11. Comparacao dos grupos 6bito e sobrevivéncia quanto a idade, FT e nimero
de microvasos no ‘“hotspot” de pacientes com tumor de Wilms, Porto Alegre,

RS, 2007.
Obito Sobrevivéncia

Varidvel Mediana mediana P
Idade, anos 14 2.6 (1,3a6,9) 27 2,8(0,3a7,3) 0,92
FT total 14 3(1a4) 27 2(lad) 0,02
FT no blastema 13 3(2a3) 23 2(1a4) <0,01
FT epitelial 10 2(lad) 21 2(lad) 0,11
FT estromal 13 1(1a4) 27 1(la2) 0,20
N° médio de microvasos 14 31 (9als57) 27 56 (3a176) 0,05

Os dados sdo apresentados como mediana (minimo a maximo)

FT: fator tecidual mensurado em escore arbitrario (1: 0 a 24.9%; 2: 25 a 49.9%; 3: 50 a 74.9% e 4: >75%); P:
significancia estatistica obtida pelo teste U de Mann-Whitney.

Os gréficos abaixo (Figuras 27 e 28) demonstram a diferenca significativa existente entre

o FT total e 6bito e o FT expresso no blastema e o 6bito.
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Figura 27. Grafico de “boxplot” representando a diferenca entre o fator tecidual e o

O valor P representa a significincia estatistica ao teste de Mann-Whitney.

obito.
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Figura 28. Grafico de “boxplot” representando a diferenca entre o fator tecidual
expresso no blastema e 6bito.
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.

A andlise comparativa entre a categoria do FT e nimero de microvasos ndo se mostrou

estatisticamente significativa, com p=0,07.
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Figura 29. Grafico de “boxplot” representando a diferenca entre o FT expresso nos
diferentes escores (I aIV) e a DMV.
O valor P representa a significancia estatistica ao teste de Mann-Whitney.
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Quando relacionamos a densidade microvascular com a expressdo do fator tecidual,
separando os grupos que foram submetidos a intervencdo cirdrgica apds quimioterapia e os
que foram submetidos a cirurgia primdria, encontramos uma tendéncia a quanto maior a
expressao do FT, maior a DMV, mas o nimero de pacientes no grupo de cirurgia inicial era
muito pequeno nao tendo sido possivel avaliar a significancia estatistica. Antes da

comparagdo vimos que os grupos eram semelhantes.
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Figura 30. Representacao grafica da expressao de FT e da densidade microvascular nos
grupos com e sem quimioterapia pré-operatoria.

Os pacientes com alta expressdo (III e IV) para o fator tecidual apresentaram sobrevida

estatisticamente significativa menor do que os pacientes com baixa expressao do FT (I e II).



Figura 31. Expressao do fator tecidual Categoria IV.
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Figura 32. Curvas de sobrevida para pacientes com alta expressao (III e IV) e baixa
expressao (I e II) do fator tecidual.
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5.4 Analise Multivariada

Como a expressdao aumentada do FT mostrou-se um fator estatisticamente significativo
para determinacdo da mortalidade, foi realizada uma andlise de regressdao multivaridvel
ajustada para os principais fatores progndsticos conhecidos, como estagiamento, idade,
categoria de risco da SIOP e DMV. Nesta andlise a expressdao aumentada do FT permanece
como um fator de prognoéstico independente para uma maior mortalidade, enquanto a DMV
aumentada aparece como fator determinante de uma menor mortalidade, conforme a Tabela

12.

Tabela 12. Fatores associados com a ocorréncia de 6bito expressos por risco relativo
(RR) e seu intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Andlise Bivariada Regressdo de Cox
Fator RR 1C95% P HR 1C95% P
FT3e4 51 14al83 0.01 9.9 2.3 a43.497 <0.01
DMV 2> 47.5 microvasos 03 0.1a0.9 0.03 0.1 <0.120.6 <0.01
Histologia SIOP I 1.2 04a3.6 0.69 0.8 0.126.8 0.82
Estagiamento 3 e 4 3.7 1.2all.l 0.02 1.5 0.5a249 0.51
Idade > 2.6 anos 08 03a23 0.69 0.5 02al.7 0.29
Categ. risco SIOP 1 20 0.7a6.9 0.21 2.8 0.3a26.2 0.37

FT: fator tecidual mensurado em escore arbitrario (1: 0 a 24.9%; 2: 25 a 49.9%; 3: 50 a 74.9% e 4: >75%); DMS:
densidade microvascular; SIOP: Sociedade Internacional de Oncologia Pedidtrica; SIOP I: Tumores anaplésicos e
blastematosos; RR: risco relativo; HR: razao de risco; IC95%: intervalo de confianga de 95%; P: significancia
estatistica.
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6 DISCUSSAO

Embora o TW possa ser considerado como uma doenca curdvel, a mortalidade em nossa
casuistica foi de 34%, apresentando uma sobrevida no final de dois anos de 78% e ao final do
estudo de apenas 66%. Apesar da maioria dos trabalhos mostrarem uma mortalidade menor, o
GCBTTW apresentou uma sobrevida de 80% ao final de dois anos e de 73% ao final de quatro
anos” e o estudo da SIOP-9** mostrou uma ocorréncia de apenas 71% dos pacientes com
sobrevida livre de doenca apds dois anos de tratamento nos estagios II e III com anaplasia e
estagios II com linfonodo positivo e III com histologia favordvel, sendo a sobrevida global de
71% nos pacientes que apresentavam anaplasia e 85% nos sem anaplasia apds cinco anos. A
sobrevida do TW com histologia favordvel descrita no NWTS-3 no estdgio II € de 92,2%, no
estagio III € de 86,9% e no IV é de 73% apds 4 anos, apesar da terapia antitumoral

o122 @ 123
agressiva. ~~ Suita e cols.

em um levantamento realizado pelo Grupo Japonés de Estudos de
Tumores Malignos Sdélidos Pediétricos encontrou a sobrevida de 95,5% nos estdgios I e 1I,
mas nos estagios III e IV foi de 66,7% quando estudou 90 pacientes operados em 15 anos
(1982-1996), sendo esta série de casos semelhante a nossa. A mortalidade relativamente
elevada em nossa série provavelmente decorre da propor¢do significativa de pacientes nos
estagios III e IV (39%) ao diagnostico, diferentemente dos paises desenvolvidos onde nas

séries relatadas a maioria dos pacientes encontra-se nos estagios I e II.

O perfil epidemioldgico dos pacientes no presente estudo, com idade variando desde
quatro meses até 7 anos e 3 meses, com a mediana das idades de 2,6 anos e a média de 3,0+1,8
anos é semelhante a maioria dos trabalhos, sendo que a mediana das idades no GCBTTW ¢ de
3 anos™ e 90% dos pacientes estdo abaixo dos 7 anos ao diagnéstico.’” No estudo japonés'*® a
média de idade foi de 2,8 + 2,6 anos. Em nosso estudo nao houve correlacdo significativa
entre a idade dos pacientes e a recidiva e/ou 6bito, nem entre os pacientes com diferentes
estagiamentos e histologia. A idade dos pacientes ao diagndstico ndo foi fator determinante do
obito; a mediana das idades dos 27 pacientes que sobreviveram foi de 2,83 anos e a mediana

das idades dos 14 pacientes que foram a 6bito foi de 2,58 anos com P=0,92.
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Em nossa casuistica, tivemos 56,1% das criancas do sexo feminino, diferentemente da
maioria dos estudos que mostra uma maior percentagem de meninos. Suita e cols.'”
encontraram 41% de meninas em seu trabalho, onde foram incluidos 90 pacientes operados
com TW. No NWTS também encontramos uma leve predomindncia de meninos, com uma
razdo de meninos:meninas de 0,92:1,0. Talvez esta diferenca deva-se ao fato de nossa
casuistica ser relativamente pequena (41 casos) ou em nosso pais existir uma caracteristica
diferente da dos paises mais desenvolvidos, ja que no GCBTTW os sexos foram igualmente

atingidos, sem predominancia de nenhum deles.

Em nossa série, em consonincia com a literatura, os tumores acometeram, na maioria
das vezes, o rim esquerdo em 22 casos (53,7%), o rim direito em 17 casos (41,5%), e houve
acometimento bilateral dos rins ao diagnéstico em dois casos (4,9%), sendo que Suita e

123 < ‘s . )
também encontraram em sua série de 90 pacientes, 49 que acometeram o rim esquerdo

cols.
(54,4%), 32 o rim direito ( 35,6%) e 9 pacientes tiveram acometimento bilateral dos rins

(10%).

O estagiamento do tumor é um fator de progndstico comprovado, sendo que nossa
pesquisa mostrou uma correlacio nitida entre o estagiamento dos tumores, recidiva tumoral e
obito dos pacientes, sendo que quanto maior o estagiamento, maior a taxa de recidiva e de
6bito. Dos 18 pacientes que apresentaram recidiva tumoral, 12 pacientes encontravam-se nos
estagios III e IV ao diagndstico e seis encontravam-se nos estagios I e II (P=0,003). Com
relacdo ao 6bito, quanto mais avangado o estagiamento maior a probabilidade de morte, com
nove 6bitos nos estdgios I e IV, cinco 6bitos no estdgio I e nenhum 6bito no estagio I
(P=0,02). O estagiamento utilizado foi o descrito pela SIOP-9,*® porque a maioria dos nossos
pacientes foi submetida a quimioterapia neo-adjuvante e apesar dos estagiamentos descritos
pelo NWTS-3*"*! ¢ SIOP-9*** serem os mais utilizados e diferirem muito pouco, o descrito
pela SIOP apresenta os dados que podem ser encontrados com o uso da quimioterapia pré-

operatdria.

Ao examinarmos a curva de sobrevida dos nossos pacientes incluidos no estagiamento I
e II eles apresentaram uma sobrevida acima de 80% apds 10 anos de acompanhamento,

enquanto que os de estagio III e IV apresentaram uma sobrevida abaixo de 50% (p=0,01),
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mostrando, como em outras séries, a diferenca de evolug¢do em relagdo ao estidgio encontrado

e 41,123
quando do diagndstico.™”

A nossa casuistica difere pouco da descrita na literatura com
relacdo aos estadgios mais precoces, mas ainda temos uma mortalidade superior em relacdo aos
estagios mais avangados, quando analisamos os resultados dos grandes estudos cooperativos
(SIOP, NWTS, UKCCSG).33’41 As causas para este fato s@o incertas, mas poderiam apresentar
correlagdo com o estado geral dos pacientes tratados, como por exemplo a desnutri¢do ou o
diagnéstico tardio, uma vez que o tratamento quimioterdpico e radioterdpico realizados
seguem 0s mesmos protocolos sugeridos pela SIOP-9. Em recidivas agressivas, quando a
remoc¢do completa do tumor € impossivel, a resposta ao tratamento de resgate em nossos
pacientes nao se mostrou tdo eficaz no controle da doenga, pois dos 18 pacientes que
recidivaram, 14 foram ao Obito. Um estudo realizado no “Saint Jude Childrens’ Research
Hospital” mostrou que pacientes que tiveram recorréncia local do TW tiveram maior
sobrevida quando houve resseccdo completa do tumor na segunda cirurgia em relagdo aqueles
em que houve resseccio parcial do tumor ou naqueles em que ndo foi realizada a cirurgia,124
mostrando-nos a importancia da cirurgia dentro do tratamento multidisciplinar do TW.
Existem importantes avangos no tratamento do TW que foram incorporados aos novos
protocolos de tratamento. A demonstragdo clara da importancia da bidpsia dos linfonodos,
pois o seu comprometimento muda o estagiamento e o tratamento, o reconhecimento de que a
ruptura, mesmo localizada durante a cirurgia predispde os pacientes a recorréncia local e que
este paciente deve ser tratado como estdgio III e a identificacdo de fatores progndsticos de ma

evolucdo, que aumentam o risco de recidiva e morte, devem ser utilizados para planejar o

tratamento do paciente com TW.

A histologia é um dos fatores mais importantes para o progndstico dos TW, sendo a
classificacdo do NWTS a mais utilizada. No NWTS, 89% dos pacientes apresentam HF e 11%
dos pacientes apresentam HD. Em nosso estudo, 38 apresentaram HF (92,7%), enquanto
apenas trés pacientes apresentaram HD (7,3%); 100% dos pacientes com HD foram a ébito. A
classificacdo da SIOP-9 em categorias de risco (baixo, intermedidrio e alto) foi estudada de
maneira retrospectiva e nao encontramos significancia estatistica em relagdo a recidiva e ao
obito, talvez esta reclassificagdo realizada de forma retrospectiva tenha gerado um viés ou o

numero de casos ndo foi suficiente para apresentar significincia estatistica.
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Este estudo demonstra pela primeira vez a expressdo imunoistoquimica do FT no tumor
de Wilms em tecidos humanos. A expressao do antigeno ocorre especialmente na regidao do
blastema e do epitélio nos tumores, mas ou ndo se expressa ou se expressa fracamente no
tecido estromal. O presente estudo mostrou que apenas 19,5% (oito pacientes) das células
tumorais do TW ndo expressou ou expressou fracamente o FT (0 a 25%). Apesar do nimero
relativamente pequeno de pacientes estudados (N=41), verificamos uma associagcdo
estatisticamente significativa entre recidiva tumoral e expressio do FT (p=0,01) e 6bito e
expressao do FT (p=0,02). Podemos dizer que o FT pode ser considerado como um fator de
prognéstico independente nos tumores de Wilms em nosso estudo. Este achado reproduz
outros varios trabalhos na literatura em diferentes tumores (pr(’)stata,ls’m’118 mama,“g’m
melanomas,'' etc.) nos quais a alta expressdo do FT também foi fator prognéstico adverso. A
compreensdo do papel do FT sobre a progressdo do TW pode ser de importincia vital ndo
somente para termos mais um fator de progndstico, mas também para abrir portas ao

desenvolvimento de novos tratamentos oncoldgicos.

Apesar da express@o do FT haver demonstrado correlacdo com recidiva e 6bito em nossa
casuistica, ndo houve uma correlag@o positiva entre a expressao de FT e a DMV (P=0,07), ao

15,19,54
1954 Bqte achado nos

contrério de outros estudos na literatura contemplando outros tumores.
causou surpresa, porém hd que ressaltar o fato de que a grande maioria de nossos pacientes
realizou quimioterapia pré-operatéria, podendo a mesma haver afetado substancialmente a
andlise da DMV. Na figura 31, na qual estd demonstrada a relacdo entre FT, DMV e pacientes
com quimioterapia neo-adjuvante ou com cirurgia primdria, encontramos uma tendéncia a uma
correlagdo positiva entre o FT e a DMV, mas devido ao pequeno nimero de pacientes no
segundo grupo ndo nos foi possivel o estudo da significancia estatistica. Isto nos possibilita

formular a hipétese de que talvez o FT seja um marcador mais estdvel de angiogénese tumoral

do que a prépria contagem de vasos (DMV).

Apesar de ser foco de pesquisas hd vdrios anos, a andlise da angiog€nese tumoral
apresenta vdrias limitagcdes técnicas, como a falta de uma padronizacdo na selecdo da drea a
ser avaliada (“hot spot”), a preservacdo antigénica que pode diferir de acordo com o tempo de
armazenamento e a qualidade da parafina, a indefinicdo do aumento Optico ideal a ser

utilizado, a possibilidade de erros de aferi¢do e a utilizacdo de diferentes anticorpos. O teste da
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reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (“real-time polymerase chain-reaction, RT-
PCR) tem sido utilizado de maneira crescente em nosso meio, porém ainda hd limita¢des na
tecnologia, na dificuldade de pessoal treinado e nos altos custos. Provavelmente, de um
somatoério destes fatores decorrem os nossos resultados controversos sobre a pesquisa da

DMV.

A microcirculagdo dos tumores em geral costuma ser heterogénea e a presenca do “hot-
spot” indica a presenca de clones de células tumorais com alto potencial angiogénico, podendo

. . . 2
refletir a parte mais agressiva do tumor. ?

Os anticorpos mais utilizados atualmente para a
afericdo da DMV sdo o anti-CD31 e o anti-CD34, sendo que a escolha do CD-34 em nosso
estudo baseou-se em uma pesquisa onde Skoldenberg® viu que os melhores anticorpos na
avaliacdo da DMV no TW eram o CD34 com uma sensibilidade de 99% e o CD31 com 96%.
Mesmo assim, estes anticorpos podem corar estruturas de origem nao endotelial formando um
“background”, podendo nos levar a cometer erros de afericdo. Relatos recentes tém
demonstrado que o anticorpo CD34 confere uma coloragdo reprodutivel, sem apresentar

problemas como reacdo cruzada com células de vasos linfaticos ou eritrécitos, sendo mais

- . 125
especifico e sensivel do que o vW.

Em nosso estudo, a avaliagdo da densidade microvascular ndo apresentou correlagdo
positiva com os fatores de prognéstico estabelecidos, nem com recidivas ou 6bito. Na verdade,
constatamos uma correlagdo negativa entre a maior densidade microvascular e os desfechos
recidiva/obito. As explicagdes para este achado provavelmente estdo no fato de que a grande
maioria dos nossos pacientes realizou quimioterapia neoadjuvante. Folkmann'*® descreveu que
muitos agentes quimioterdpicos atuam como inibidores da angiogénese, além de induzirem a
morte direta da célula tumoral. Em um estudo sobre o impacto da DMV na sobrevida livre de
recorréncia de pacientes com neoplasia da mama, Van Hoef e cols.'”’ hipotetizaram que
quando a DMV estd aumentada no tumor, hd também uma permeabilidade vascular no tumor,
o que facilitaria o acesso dos tratamentos quimioterdpicos a dreas hipervascularizadas,
potencializando as chances de resposta terapéutica a tratamentos sistémicos. Protopapa e
cols.'” também demonstraram que a angiogénese pode ser um fator preditivo de boa resposta

ao tratamento quimioterdpico neo-adjuvante no cancer de mama.
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No entanto, Skoldenberg29 também avaliou pacientes que foram submetidos a
quimioterapia neoadjuvante em TW, e observou que, apesar desta extinguir a fracdo mais
agressiva das células tumorais, ela deixava o componente resistente a quimioterapia vidvel,
assim como os focos anapldsicos, encontrando correlagio entre a DMV e fatores progndsticos.
Apesar de se acreditar que a quantificacdo estereologica em toda lamina pudesse ser mais
fidedigna do que a contagem dos “hot spots”, Skoldenberg®’ ndo encontrou diferenca em um

estudo comparativo dos dois métodos.

Weidner e cols.'*’ encontraram que todos os pacientes com carcinoma de mama com
101£49,3 microvasos ou mais por campo de magnificacio de 200x tiveram recorréncia
tumoral até 33 meses apds o diagndstico comparados com menos de 5% de recidiva em
pacientes com 45%21,1 microvasos ou menos por campo. Em seu primeiro estudo, Weidner e
cols.”™ concluiram que os tnicos preditores de mortalidade em mulheres com tumores
malignos de mama com linfonodo negativo foi a DMV (P<0,001) e o grau histolégico
(P=0,04). O ndmero de microvasos por campo no estudo de Weidner também variou muito.
Em nosso estudo o niimero de microvasos variou de 3 a 176 com uma mediana de 47,5
microvasos, enquanto que no estudo de Weidner e cols. a DMV variou de16-220 microvasos
nos casos em que houve recidiva e foram classificados de tumores hipervascularizados e de
15-100 vasos nos casos de bom prognéstico.'” Em nossa casuistica utilizamos a mediana para

ponto de corte entre os dois grupos de tumores conforme a DMV.

A angiogénese tumoral e a resultante dissemina¢do mestastitica, entretanto, sdo
eventos multifatoriais dependentes de um balanco estrito entre agentes pro e anti-
angiogénicos.”® Outros mecanismos e interagdes precisam ser esclarecidos, eventualmente
com séries maiores de pacientes, para que se possa ampliar a compreensdo sobre a regulacdo
de mecanismos de coagulacdo por neoplasias malignas e seu efeito sobre a produgdo de vasos

sangilineos e sobre a evolugdo da doenca.

A andlise multivariada, onde sdo ajustados os potenciais fatores de confusdo, mostrou
em nossa pesquisa que a expressdo do FT continua com poder suficiente para influenciar no

prognéstico dos pacientes (fator prognéstico independente), assim como a DMV (fator
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protetor). Um novo marcador histologico que identifique quais criancas do grupo de HF tem

alto risco para recidiva seria de grande validade.

Um outro campo de aplica¢dao do conhecimento da participacdo do FT na progressao dos
tumores é o do diagndstico e acompanhamento de individuos portadores de neoplasias
malignas. Lwalled e cols.'® realizaram dosagens urindrias de FT em pacientes portadores de
neoplasias de bexiga e prdstata e observaram que o diagndstico de tumores malignos era
acompanhado de aumento significativo dos niveis urindrios de FT, sendo que havia também
uma relagdo entre estes indices e o grau de diferenciacdo histologica das lesdes. Pacientes que
evolufram para obito em funcio da doenca apresentam os maiores valores dentre os casos
incluidos na amostra. Cabe agora investigar se a dosagem do FT na urina poderd vir a ser util
como um parametro ndo somente progndstico, mas também como um instrumento para a

detec¢do de recorréncias tumorais precoces.

O fato de que alguns de nossos pacientes com TW, apesar da histologia favordvel,
seguirem seu curso com 6bito nos estimulou a procurar novos alvos de tratamento além dos ja
existentes, assim como fatores progndsticos de facil realizacdo, com a sua verificacdo no soro
ou urina. O presente estudo enquadra-se na linha de pesquisa da Pés-graduacao em Medicina,
drea de concentragdo em Cirurgia da Faculdade de Medicina da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul, que estuda a angiogé€nese e marcadores tumorais em varios
tumores. Nossa linha de pesquisa prevé estudos avaliando o potencial da dosagem do FT como
marcador sérico e/ou urinério de diversas neoplasias para as quais tal instrumento ainda ndo

esta disponivel.

Finalmente, devemos mencionar que a possibilidade de empregar drogas anti-FT na
terapéutica de tumores com alta expressdo desta proteina, poderd fornecer avancos
indiscutiveis no manejo de vdrias neoplasias. Este serd o objetivo de novos estudos clinicos

em nossa linha de pesquisa.
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7 CONCLUSOES

A idade dos pacientes ndao demonstrou correlagdo significativa com outros fatores
prognosticos, recidivas ou 6bitos. O estagiamento patolégico ndo demonstrou correlacio
positiva com outros fatores progndsticos, mas foi determinante da ocorréncia de recidivas
e obitos. A histologia descrita pelo NWTS (HF e HD) néo foi determinante de recidivas,
mas foi de 6bitos. As categorias de risco descritas pela SIOP-9 ndo foram capazes de

determinar a ocorréncia de recidivas ou de 4bitos.

A DMV variou entre 3 e 176 microvasos, com mediana de 47,5 microvasos.

O FT foi expresso na membrana celular e no citoplasma das células tumorais de pacientes
com TW, sendo que 48,8% das amostras apresentavam >50% das células tumorais com
expressao intensa de FT e 31,7% das amostras apresentavam expressdo moderada do FT
(26 a 50%). O FT foi expresso nos componentes blastematoso e epitelial do TW, mas ndo

houve expressdo importante no componente estromal.

Nao houve correlacio significativa entre o a expressdao imunoistoquimica do FT e a DMV.

A DMV nido apresentou correlacio com idade, estagiamento e histologia. Em nossa
casuistica, houve uma correlacdo inversa entre DMV, recidivas e 6bito. Na andlise de
regressdo multivaridvel a DMV aumentada aparece como fator determinante de uma

menor mortalidade.

A expressdao imunoistoquimica do FT ndo apresentou correlacdo positiva com fatores
como idade, estagiamento e histologia, mas apresentou correlacdo significativa com
recidiva e 6bito. Na andlise de regressdo multivariada o FT permanece como um fator de

prognoéstico independente para uma maior mortalidade.
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Anexo B
PROTOCOLO DE TUMOR WILMS

INOIC!. .ttt et e ettt et st s s e enneen Reg: oo Hosp:..oovverecnnn
Cor: B() P() Am() Outro ()eceeveeerevereenieneeaienne Sexo: M() F() CIrurgifo fo.eeeeeveenieneeeneeeieeeeene
Data do nascimento:..........ccccceeveeunnne Data do diagndstico: ........cccceeveeenneee Data da cirurgia:........cccceeveeennennne.
Data de recidivai.....cccccoeevvecvenencnnnne Data da alta:.......cccccoveeerineenccncnnenne Data do 6bito:......coevueeeeieniinennne.

Exame fisico: BEG() REG () MEG () Peso:...ocneennenn. kg

Hipertensdo arterial: Sim () Ndo () Sistdlica................. Diastdlica :...................

Ausculta tordcica alterada: Sim () N80 () Qual alteragao: ......cceevuierierieieerieriete ettt ettt
Abdome: plano () flacido () distendido () abaulamento () Locali........ccceceriiiininieniininiiineecie e

Massa palpdvel: Sim () NA0 ()  LocCaliiciiiiiiiiiiiieieiee ettt

lisa () nodular () cistica() sélida () ultrapassa a linha média : Sim () Nao ()

OULrOS SINALS € SINMTOMIAS ... veueeureetietietententeeee e et estes e eteeuaeeseetesaesseeusessestensesaee st essessesbesateseesaemseasesueaseessensensensenses
Diagnéstico de metdstases: Sim () NAO () ONAE7.....ccceoviiiiiiiiiiieieteet ettt ettt s

ao mesmo tempo do diagnéstico () durante quimioterapia () ap0s término quimioterapia () apods
radioterapia () apods alta.......cceeeneee meses/anos

Diagnéstico de recidiva local do tumor: Sim () Nao () durante quimioterapia ()

apo6s término quimioterapia () apds radioterapia () apos alta................. meses/anos

EXAMES COMPLEMENTARES ADMISSIONAIS

E.Q.U: Normal () Leucocitdria () Hematdria () Bacteritria ()

calcificagdes () microcalcificagdes () casca de ovo () outros achados:.......cccceveeriirriernienienienienieneeeeenn

Rx Simples de torax: normal () BCP () derrame pleural () d ()e () alargamento de mediastino () metdstases



TRATAMENTO PROPOSTO
CIRURGIA: priméria () pds-quimioterapia () second-look ()

REDUCAO TUMORAL: Sim() Nio ()

PROTOCOLO TERAPEUTICO ADOTADO

Quimioterapia: Sim ( ) Ndo () actinomicina D () vincristina () adriamicina () ifosfamida () etoposide ( )

Radioterapia: Sim () N&do () Encaminhado ao Servigo:.......cccoceevevuenenenienienenenennennes

Liquido de ascite : Sim () Nao () Positivo para cél. Malignas ()

Liquido pleural: Sim () Ndo () Positivo para cél. Malignas ()

DIAGNOSTICO ANATOMO-PATOLOGICO:
WILMS: histologia favoravel () anaplasia focal () anaplasia difusa () nefroma mesoblastico () outro ()

DESCRICAOQ.........oiiioieeeeeeeeeeeeee oot e et es s st ee s e s e sassas s ssee s sas s s es s sasessssssssenessesesnsenaaes

ACHADOS CIRURGICOS
Peso do tumor:.............cceuneeen. Tamanho do tumor:.............cccccuvveeeeeneeeeeennne.
Tumor confinado ao érgdo de origem : Sim () Néo () Encapsulado: Sim () Nao ()

Tumor residual : Sim () Nio ()
Ruptura do tumor: Sim () Nao () pré-operatério: Sim () Nao () trans-operatdrio: Sim () Nao ()
Necrose tumoral : Sim () Nao () Todo tumor ()

Comprometimento dos linfonodos: Sim () Nédo () ipsilateral ()  contra-lateral ()

Trombo tumoral em: veiacava () veiarenal () atrial ()

Invas@o ureteral : Sim () Ndo () direito () esquerdo ()

Metdstases: Sim () NAO () LOCAL . .ciiiiiiiiieciiiece ettt te et ee e ae e ebe e eaeeesbeeesreeessseassseesanseesseesnnseenes
Rim contra-lateral envolvido: Sim () N30 ()  aChadOS:......ooieriiiniiiieeie ettt et
OULLOS ACHAAOS. ... eeeiviieiiieciie et ie e eeee e ete e et e ettt e et e et aeetbeeebeeebeaessbeeasseeasesaassseassseassseansssessssaessseenssesenssesnnsaeensens

ESTADIAMENTO APOS CIRURGIA:
I() () m¢) v vo



ANEXO C

GRUPO HOSPITALAR CONCEICAO

. HOSPITAL N. §. DA CONCEIGAO S.A. - ChIPJ G2.787.118/0001-20 - Av. Francisco Trein, 596 - F.341-1300 - Porto Alegre - RS - CEP: 91350-200
HOSPITAL DA CRIANGA CONCEIGAQ - (Unidade Pedistrioa do Hospital Nossa Senhora da Conceigao S.A.)
\ A | HOSPITAL GRISTO REDENTOR S.A. - GNPJ 92.787.126/0001-75 - Rua Domingos Rubbo, 20 - F.361-3366 - Porto Alegre - RS - CEP. 91040-000
‘ HOSPITAL FEMINA SA. - CNPJ 92 693 134/0001-63 - Rue Mestardsiros, 17 -F.211-6898 - Porto Alegre - RS - CEP: 91430-001
Vinculados ae Ministério da Saide - Decreto ri° 99.244/90

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO GRUPO HOSPITALAR CONCEICAO
CEP - GHC _
RESOLUCAO
Porto Alegre, 13 de dezembro de 2006.

0O Comité de Etica em Pesquisa-CEP-GHC, em reunido ordindria em 13/12/2006 analisou o projeto
de pesquisa:

N° CEP/GHC: 157/06
FR: 112520

Titulo Projeto: Andlise de expressdo imunohistoquimica do fator tecidual no tumor de Wilms e
sua relagdo com angiogénese e aspectos clinico-patolégicos.

Pesquisador (es): Elines Oliva Maciel

PARECER:

Documentacdo: Aprovada
Aspectos Metodoldgicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

Parecer final: Este projeto, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais
especialmente as Resolugbes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salde, obteve o parecer
de APR DO, neste CEP.

Grupo e area tematica: Projeto pertencente ao Grupo I - Area Temdtica (Ciéncias da Salde - Medicina
- 4.01)

Consideracbes finais: Toda e qualquer alteragdo do projeto, assim como o0s eventos adversos graves,
deverdo ser comunicados imediatamente ac CEP/GHC. Somente poderdo ser utilizados os Termos de
Consentimento onde conste a aprovacdo do CEP/GHC.O autor deverd encaminhar relatérios semestrais
sobre o andamento do projeto. Apés conclusdo do trabalho, o pesquisador de.:vera’ encaminhar relatério
final ao Centro de Resultados onde foi desenvolvida a pesquisa e ao Comité de Etica em Pesquisa.

gr-\.auré, ufé Hagemarn i
Asslste.nlsdéb rdenaco de Pesguis

o pesqu'l.s‘a
ncia de EnsI® )
Get# JGHC

Comité de Etica em Pesquisa - CEP / GHC fone/fax: (51) 33572407 - e-mail: pesquisas-gep.com.br
Reconhecido: Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP (31/out/1997) - Ministério da Salde
IRB - Institutional Review Board pelo U.S. Departament of Health and Human Services (DHHS)
Office for Human Research Protections (ORPH) sob nimero - IRB 00001105
FWA Federalwide Assurance sob nimero FWA 00000378



ANEXO D

Porto Alegre, 06 de setembro de 2006.

Ao
Comité de Etica em Pesquisa do HNSC

Eu, Jodo Carlos Ketzer de Souza, chefe da Cirurgia Pediatrica do Hospital
da Crianca Conceigéo, conhego o Protocolo de Pesquisa intitulado “Analise da
Expressdo Imuno-histoquimica do Fator Tecidual no Tumor de Wilms e sua
relagdo com Angiogénese e Aspecto Clinico-patolégicos” desenvolvido por Elinés
Oliva Maciel. 5

Esta pesquisa utilizara prontuarios médicos e andlises imuno-histoquimicas
em pecas fixadas em formalina e sera desenvolvido no Instituto de Pesquisa
Biomédicas da PUCRS e o inicio desta pesquisa podera ocorrer a partir da
apresentagédo da carta de aprovagéo do comité de Etica e Pesquisa.

=
)
ﬂ__.,;z?\ MR\/ 4 JOAOC -j-_-?.f.-;-\_ DE BOUZA

.". \J c
Joéo ap/aglos Ketz@r de Souza

Chefe da-Cirurgia Pediatrica HCC




ANEXO E

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL ﬂ}
JEe  PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO t %
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

il
At

Oficio n°® 490/05-CEP Porto Alegre, 13 de junho de 2005.

Senhor(a) Pesquisador(a)

O Comité de Etica em Pesguisa da PUCRS apreciou
& aprovou protocolo de pesquisa intitulado: “Andlise da expressio imuno-
histoquimica do fator tecidual no tumor de Wilms e sua relagdo com

angiogénese e aspectos clinico- patolégicos”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da

presente data.

Atenciosamente,

Prof-DrDelio José Kipper
COORDENADOR DO CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Dout Elinés Oliva Maciel
N/Universidade



ANEXOF

Anexo — Banco de Dados

Fator Tecidual

Paciente | Sexo (I:::se) Rim ?3?;?;: Obito | Estagio | Patologia | Pq Tipo Risco Total Blastema Epitelial Estroma | DMV Seg(j:ri‘r::)nto
1 M 4,0 E N N 3 F S Blastematoso Alto 1 2 2 1 93,7 8,2
2 F 4,0 D N N 1 F S Blastema bp | Intermediario 1 2 1 1 42 1 11,8
3 M 4,6 D N N 2 F S Misto Intermediario 4 4 3 1 47,5 12,3
4 M 1,0 D N N 3 F S Regressivo Intermediario 3 3 1 66,7 7,3
5 M 0,6 E N N 1 F S Epitelial Intermediario 2 2 1 138,9 10,8
6 F 3,0 E N N 2 F S Regressivo Intermedidrio 2 2 2 2 22,3 6,8
7 F 6,0 E N N 2 F S Necrose total Baixo 2 2 1 2,2 11,2
8 M 3,0 D S S 3 F S Blastema bp | Intermediario 3 3 16,9 1,2
9 M 2,5 E S S 3 F S Regressivo Intermediario 3 3 2 3 63,3 3,7
10 M 4,0 E N N 1 F S | Anaplésico bp | Intermediario 3 4 1 80,6 10,5
11 F 4,0 D N N 1 F S Misto Intermediario 1 1 2 1 88,8 11,8
12 F 1,3 E S S 2 F S Misto Intermediario 3 3 2 1 54,6 2,5
13 M 2,0 E N N 1 F S Blastematoso Alto 2 2 2 1 100,9 4,0
14 F 2,6 BL S S 2 F S Regressivo Intermediario 3 3 3 1 31,0 0,3
15 M 0,5 E N N 2 F S Regressivo | Intermediario 1 1 1 40,8 9,3




Fator Tecidual

Paciente | Sexo (I::::) Rim ?3%2?;? Obito | Estagio | Patologia | Pq Tipo Risco Total Blastema Epitelial Estroma | DMV Seg(j:':r:se)nto
16 M 2,9 E S S 2 F S Misto Intermediario | 3 2 1 4 8,7 2,0
17 F 2,6 D S S 2 F S Blastematoso Alto 3 3 1 1 11,8 0,7
18 M 1,0 E N N 2 F S Blastema bp | Intermediario 2 3 1 71,5 4.4
19 M 3,0 E S S 3 F S | Blastematoso Alto 3 3 1 26,5 0,0
20 M 4,9 E S S 4 F S Blastematoso Alto 2 2 2 1 35,3 1,3
21 F 1,3 E S S 2 F S Epitelial Intermediario 1 1 1 73,2 3,0
22 M 2,0 E N N 1 F S Misto Intermediario 3 3 4 1 53,0 4,0
23 M 1,0 BL N N 2 F S Regressivo Intermediario 1 2 1 64,9 4.4
24 F 2,6 D N N 2 F S Blastema bp | Intermedidrio | 2 2 2 1 4,2 4,2
25 F 0,3 D N N 2 F N Regressivo | Intermediario | 2 2 2 1 80,9 5,9
26 F 2,8 D S N 3 F S Regressivo Intermediario 2 2 3 1 111,9 5,8
27 F 1,8 E N N 3 F S Blastematoso Alto 2 2 2 1 20,2 4.7
28 F 2,5 D S S 4 D N Blastematoso Alto 3 3 1 39,9 0,1
29 F 1,3 D S S 3 D S Regressivo | Intermediario 3 3 1 1 30,5 2,0
30 F 6,9 D S S 3 D S Blastematoso Alto 4 3 4 2 26,6 1,1




Fator Tecidual

Paciente | Sexo (I::::) Rim ?ﬁ:gir‘;? Obito | Estagio | Patologia | Pq Tipo Risco Total Blastema Epitelial Estroma | DMV Seg(j:':r:se)nto
31 F 6,0 E N N 2 F N Blastematoso Alto 3 3 1 176,4 11,1
32 M 3,0 D S S 3 F S Regressivo Intermediario 2 2 1 28,5 0,8
33 F 2,3 D N N 2 F S Regressivo | Intermediario 2 2 4 2 94,6 4,3
34 M 3,9 D N N 3 F N Epitelial Intermedidrio | 3 2 4 1 80,0 8,0
35 M 2,0 E S N 4 F S Blastematoso Alto 2 2 3 1 26,3 5,8
36 F 4,6 D N N 2 F N Misto Intermediario 1 1 1 1 36,0 5,5
37 F 0,7 E N N 1 F S Blastematoso Alto 4 4 1 55,7 5,1
38 F 4,3 E S N 4 F S Regressivo | Intermediario 3 1 4 1 28,0 4,5
39 F 7.3 D S N 1 F N | Anaplésico bp | Intermediario 3 4 2 53,7 3,7
40 F 7,0 E N N 2 F S Regressivo | Intermediario 1 1 2 1 46,4 3,6
41 F 2,0 E S S 3 F N Regressivo Intermediario 3 3 3 1 157,0 1,3

Legenda:

Sexo: F: feminino, M: masculino; Rim: D: direito, E: esquerdo, BL: bilateral; Recidiva Tumoral, 6bito, Pq (cirurgia pés-quimioterapia): S: sim, N: ndo; Tipo e Risco (SIOP-9);

Patologia (NWTS): F: favoravel, D: desfavoravel; Fator Tecidual: 1: 0% a 25%, 2: 26% a 50%, 3: 51% a 75% e 4: 76% ou mais; DMV: Densidade microvascular




